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RESUMO

A colite experimental (CE) induzida pelo &cido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) é um modelo
utilizado para o estudo das doencas inflamatodrias intestinais. A exposi¢do da mucosa ao TNBS
ocasiona lesédo da barreira epitelial célica deflagrando a resposta inflamatdéria local. A colite por
TNBS permite a avaliacdo dos efeitos de diferentes substancias no tratamento e prevencao da
CE. A mesalazina (4cido 5-aminosalicilico) vem se demonstrando eficaz para o tratamento de
diferentes formas de colite. Recentemente foi disponibilizada apresentacdo denominada MMX,
de uso oral, onde o principio ativo é revestido com agente que retarda a sua liberacao,
melhorando a concentragao da droga na luz intestinal. Os efeitos da aplicagéo de clisteres com
mesalazina MMX ainda nao foram avaliados na CE induzida por TNBS. Objetivo: Avaliar se a
aplicacdo de clisteres contendo mesalazina MMX, é capaz de melhorar as alteracdes
encontradas na CE induzida por TNBS. Métodos: Vinte Rattusnorvegicusalbinus, machos
foram submetidos a inducdo de colite por TNBS. Ap6s a inducdo da colite os animais foram
divididos em dois grupos experimentais receberam aplicacdes diarias de clisteres contendo
Soro Fisiol6gico 0,9% (SF 0,9%), ou MesalazinaMMX por 7 ou 14 dias. Cada um desses grupos
experimentais foi subdividido em dois subgrupos segundo a intervencao realizada por 7 ou 14
dias. Quatro animais ndo foram submetidos a inducdo da colite e utilizados como grupo
controle. Findo o prazo de intervencdo os animais foram eutanasiados para remocao dos
segmentos colicos. Como controle utilizou-se segmento de célon obtido de animal néo
submetido a inducéo da colite por TNBS. O diagnéstico de colite nos segmentos submetidos a
intervencgdo foi avaliado por estudo histopatologico e sua intensidade por escala de graduagéo
inflamatéria baseada em varidveis macroscopicas e microscoépicas, anteriormente validada. A
presenca de mucinas neutras e acidas foi identificada pelas técnicas do PAS e Azul de Alcian,
respectivamente. Os subtipos de mucinas &cidas, sulfomucinas e sialomucinas, foram
identificadas pela técnica da diamina de ferro alto alcian-blue. O contetdo tecidual dos subtipos
de mucinas foi realizado por meio de morfometria computadorizada (andlise de imagem
assistida por computador. Os resultados entre os grupos foram comparados de forma pareada
com o teste de Mann-Whitney e a variagdo com o tempo de intervengéo pelo teste de Kruskal-
Walllis, estabelecendo-se para ambos, nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados:
Animais submetidos a intervencdo com MMX apresentaram reducdo nos escores
macroscopicos e microscopicos de inflamacdo em relagdo aos animais tratados com Soro
Fisiologico 0,9%, embora maiores que os do grupo controle. O conteldo tecidual de mucinas
neutras e acidas nos animais com colite foi menor que nos animais do grupo controle e nao
modificou-se independente da solucdo de intervencdo utilizada nem do tempo de aplicacao.
Houve aumento no contetdo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas nos animais submetidos
a aplicacao de clisteres com MMX em relacao aos que receberam SF 0,9%, embora o contetdo
tenha sido menor que nos animais sem inducdo de colite. Conclusdo: Concluiu-se que a
aplicacdo de clisteres contendo mesalazina revestida com etilcelulose (MMX) é eficaz na
melhora do processo inflamatério da mucosa célica e que a aplicacdo diaria de clisteres com
MMX aumenta o conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas constituintes da barreira de
muco que recobre o epitélio cdlico.

Descritores: Colite Experimental. Acido trinitrobenzenosulfénico. Mesalazina. Mucinas.
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ABSTRACT

Experimental Colitis (EC) induced by trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) is a model used to
study the inflammatory bowel diseases. Exposure of the mucosa to TNBS causes lesion of the
colonic epithelial barrier, triggering the local inflammatory response. Colitis by TNBS allows
assessment of the effects of different substances on EC treatment and prevention. Mesalamine
(5-aminosalicylic acid) has been shown to be effective for the treatment of different forms of
colitis. Recently a presentation called MMX, for oral use, was made where the active principle is
coated with an agent that delays its release, improving the concentration of the drug in the
intestinal lumen. The effects of application of clastings with mesalazine MMX haven’t been
evaluated in TNBS-induced EC yet. Purpose: To evaluate whether the application of mesalazine
containing MMX,It is able to improve the changes found in the EC induced by TNBS.
Material&Methods: Twenty male Rattusnorvegicusalbinus were to submitted to TNBS-induced
colitis. After induction of colitis the mice were divided into two experimental groups, according to
the daily applications of clisteres containing 0.9% SF, or MMX for 7 or 14 days. Each of the
experimental groups was subdivided into two subgroups according to an intervention performed
for 7 or 14 days. Four animals weren’t submitted to induction of colitis and used as control
group. After the intervention period the animals were euthanized for the removal of segments
colic. As a control, a colon segment obtained from animals not submitted to TNBS colitis
induction was used. The diagnosis of colitis in the segments submitted to the intervention was
evaluated by histopathological study and its intensity by scale of inflammatory graduation based
on macroscopic and microscopic variables, previously validated. The presence of neutral and
acidic mucinswas identified by PAS techniques and alcian blue, respectively. The subtypes of
acidic mucins, sulfomucines and sialomucines, were identified by the alcian-blue high iron
diamine technique. The tissue content of the mucin subtypes was performed using computerized
morphometry (computer-aided image analysis). The results between the groups were compared
in a paired fashion with the Mann-Whitney test and the variation with the intervention time by the
test Kruskal-Wallis was established for both, level of significance of 5% (p <0.05). Results:
Animals submitted to MMX intervention showed a reduction in macroscopic and microscopic
inflammation scores in relation to animals treated with 0.9% SF, although higher than those in
the control group. The tissue content of neutral and acidic mucins in animals with colitis was
lower than in the control group and did not change independently of the intervention solution
used or the time of application. There was an increase in tissue content of sulfomucines and
sialomucines in animals submitted to MMX application in comparison to those receiving 0.9%
SF, although content was lower than in animals without induction of colitis. Conclusion: It was
concluded that the application of mesalazine containing clays containing ethylcellulose (MMX) is
effective in improving the inflammatory process of the colonic mucosa and that the daily
application of clitoris with MMX increases the tissue content of sulfomucines and sialomucins
constituting the mucus barrier which covers the colic epithelium.

Keywords: Experimental colitis. Trinitrobenzenesulfonic acid. Mesalazine. Mucinas.
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1. INTRODUCAO

As doencas inflamatérias intestinais (DIl), principalmente representadas pela retocolite
ulcerativa inespecifica (RCUI) e pela Doenca de Crohn (DC) representam um grande problema
de Saude Publica. Estudo epidemiolégico mostrou que nos Estados Unidos e na Europa as DIl
acometem cerca de 1,5 milhdo a 2 milhBes de pessoas, respectivamente. No Brasil, estima-se
gue a incidéncia das DIl, considerando ambas as enfermidades, acometa entre 3,5-
4,48/100.000 habitantes. (VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009). A etiopatogénese da DIl é
decorrente da interacdo entre diferentes fatores que apresentam como denominador comum,
ocasionarem disfunc@es a barreira epitelial que compde a mucosa do trato gastrointestinal.
Quer como causa ou consequéncia da agressado inflamatéria, essas disfungbes do epitélio
intestinal sdo responsaveis pelo quadro clinico e pela evolugdo da enfermidade. A perda da
integridade da barreira epitelial leva a inducdo de uma resposta imune exacerbada e inflamagéo
crdnica que perpetua a agressao aos diferentes mecanismos de defesa do epitélio intestinal
(GOYAL, 2014). As alteracOes inflamatérias que comprometem a mucosa intestinal nos
portadores de DII, levam a um aumento da permeabilidade de agua e ions e necrose das
células do epitélio intestinal. Essas modificacdes sdo responsaveis pelo aparecimento de
disenteria e perda de muco pelas fezes, sintomas presentes na maioria dos portadores dessa
enfermidade, particularmente nos periodos de atividade da doenga (VICTORIA; SASSAK;
NUNES, 2009).

1.1. A barreira mucosa célica

A barreira funcional exercida pelo epitélio colico representa um dos mais perfeitos
mecanismos de defesa existentes no organismo humano (PRAVDA, 2005). Formada por uma
Unica camada de células, a mucosa colica separa o interior da luz intestinal, onde se encontra
uma das maiores concentracdes de bactérias conhecidas, da camada submucosa. Além desta
camada existe as membranas celulares das células epiteliais, as firmes juncées intercelulares e

a membrana basal merecem lugar de destaque no processo de defesa (ASLAM; SPICER;
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CORFIELD, 1997). Quando se consideram os mecanismos funcionais e imunoldgicos, a células
da resposta inflamatéria (neutréfilos, macréfagos, eosindfilos, células dendriticas e basdfilos),
as citocinas, anticorpos e imunoglobulinas, também desempenham um papel de fundamental
importancia contra diferentes tipos de antigenos potencialmente lesivos a barreira intestinal. A
capacidade funcional da barreira célica pode ser melhor avaliada ao considerar-se que a
concentrac@o estimada de bactérias no interior do célon capaz de invadir a parede intestinal é
de 10'? coldnias por grama de contetdo fecal (FARRELL, 2002). Para que ocorra infiltracdo
bacteriana passiva no meio interno devera ocorrer, necessariamente, ruptura da barreira

funcional exercida pela mucosa colica.

Segundo Pravda (2005) e Gaudier e Hoebler (2006) a barreira funcional epitelial é
composta por diferentes linhas de defesa que agindo em conjunto impedem translocacao
bacteriana. Esses sistemas de defesa sdo representados, principalmente, pela camada de
muco que recobre o epitélio intestinal, pelas membranas, apical e basolateral dos colondcitos,
pelo eficiente mecanismo de adesédo intercelular formado pelos desmossomos,
hemidesmossomos junc¢des de ocluséo, jungdes de comunicacao e juncdes aderentes formadas

pelas proteinas p-catenina e E-caderina e, finalmente, pela lamina basal, rica em colageno.

A importancia da barreira funcional fica evidente quando se constata que a maioria dos
modelos experimentais que tentam reproduzir em animais as alteragbes histologicas
encontradas nos doentes com colite, possibilita a penetracdo bacteriana forgada na camada
submucosa, pela ruptura desses mecanismos de defesa, pela exposicdo da mucosa a
substancias quimicas téxicas. Dentre essas substancias, o acido acético, acido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) e o sulfato sédico de dextrana (DSS) sdo aquelas mais
frequentemente utilizadas (ZINGARELLI B; SZAO C; SALZMAN, 1999).

1.1.1. A camada de muco

A mucosa colica tem um revestimento composto por tecido epitelial do tipo colunar
simples, constituido por diferentes tipos de células. Dentre estas células evidenciam-se 0s

enterdcitos (colondcitos), células enteroenddcrinas e, em maior quantidade, as células
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caliciformes. Estas células ocupam praticamente, toda a extremidade das criptas intestinais
(glandulas de Lieberkhun). Sao células de forma cilindrica, produtoras e secretoras de muco,
gue apresentam dois dominios funcionais: apical e basal. O dominio apical, em forma de calice,
contém em seu meio citosélico, vesiculas constituidas de muco que seguem em direcdo a
membrana das células, liberando seu contetdo para a parte superior do epitélio célico. Com a
responsabilidade de sintetizar a por¢édo protéica do muco, no dominio basal é encontrado o
reticulo endoplasmatico rugoso, e o aparelho de Golgi, que insere oligossacarideos ao muco
sintetizado, surgindo os subtipos de mucinas (MELLO et al., 2012).

A formacgdo do muco secretado pelas células caliciformes, presentes nas glandulas da
mucosa intestinal, é feita por compostos glicoprotéicos, principalmente, representados pelas
mucinas. Moléculas que possuem alto peso molecular, com uma composi¢cao basicamente de
20% de proteinas e 80% de carboidratos. Apds serem liberadas pelas células caliciformes, para
a superficie epitelial, as mucinas sédo hidratadas e formam uma cobertura gelatinosa que adere
ao epitélio colico protegendo-o contra a acdo mecanica e invasao bacteriana (GOLD;
SHOCHAT; MILLER, 1981). Estudos que avaliam a fragdo proteica da molécula da mucina,
encontraram diferentes disposicées dos aminoacidos ao longo da proteina. Evidenciaram que
existem ao menos 15 diferentes genes capazes de transcrevé-las (PORCHET et al., 1999).
Mais tarde essas diferencas foram confirmadas por estudos genéticos que encontraram
diferencas na ordem da disposi¢cdo dos nucleotideos ao longo do gene codificador da proteina,

permitindo identificar os principais subtipos de mucinas com relacdo a fracao protéica.

Quanto a fracdo glicidica de sua molécula, as mucinas sédo divididas em dois grandes
grupos, representadas pelas mucinas neutras, com grande concentragdo de glicogénio, e as
acidas, ricas em acido sidlico ou radicais sulfatados (SPICER; LEPPI; STOWARD, 1996).
Apesar das diferentes concentragdes quimicas em seus constituintes glicidicos, os dois tipos de
mucinas, possuem as mesmas funcdes biologicas (FILIPE, 1969). A fracdo glicidica das
mucinas neutras € composta, principalmente, por glicogénio e recebem essa denominacao, por
possuirem pequena quantidade de acido sialico na composicdo. Este subtipo é o encontrado
em maior quantidade, no interior das células caliciformes do trato gastrintestinal e representam,
em média 80% do conteldo total de mucinas encontradas no tubo digestivo. A porcao glicidica

das mucinas neutras apresenta alta concentracdo de moléculas de frutose, galactose e n-
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acetilglucosamina, e uma pequena quantidade de acido sidlico e n-acetilgalactosamina. A
fracdo proteica das mucinas neutras € formada predominantemente pelos aminoacidos alanina,
serina e aspartato (GOLD; SHOCHAT; MILLER, 1981).

Diferentemente, as mucinas acidas possuem ha sua fragcéo glicidica grande concentracao
de acido sidlico. A composicdo da porcdo glicidica € principalmente por glucosamina,
galactosamina e frutose. Segundo o predominio de radicais sulfatados ou de acido sialico,
respectivamente, na sua porcédo glicidica, dividem-se em dois subgrupos representados pelas
sulfomucinas e sialomucinas. Em analise da fragdo proteica das mucinas &cidas, a prolina,

treonina e glicina sdo os aminoacidos mais presentes (GOLD; SHOCHAT; MILLER, 1981).

Pesquisas em diferentes trabalhos avaliaram a expressao de mucinas acidas e neutras na
mucosa do intestino grosso. Esses estudos j& demonstraram que no epitélio normal existe
predominio das mucinas acidas, principalmente sulfomucinas (LEV, 1964). Em toda a superficie
epitelial do colon, estdo presentes ambos 0s subtipos de mucinas acidas, mas dependendo da
regido considerada existe uma expressdo maior de um subtipo. E comum, em uma mesma
célula caliciforme, ser encontrados os dois subtipos de mucinas acidas. As sialomucinas,
localizadas na camada basal da célula, entre o nlcleo e o complexo de Golgi, enquanto as
sulfomucinas ocupam, principalmente, a regido apical pr6ximo a membrana celular, direcionada
para a luz intestinal. Uma moderada quantidade de mucinas neutras sdo encontradas na
superficie do epitélio, principalmente, nas porgdes situadas acima das criptas. Este padrdo de
distribuicdo das mucinas predomina no célon esquerdo e reto (GOLDMAN, 1968). Entretanto,
outros estudos, encontraram padrdo de distribuicdo distinto, mostrando que as células que
produzem sulfomucinas sdo em maior quantidade na metade superior das criptas, enquanto as
que produzem sialomucinas predominam na parte mais profunda das criptas célicas (LEV,
1964).

O padrdo de expressao das mucinas no tecido epitelial célico de ratos, é semelhante ao
dos seres humanos (SAKATA, 1981). Um estudo experimental demonstrou que o contetudo de
mucinas neutras diminui enquanto o contetdo de mucinas acidas aumenta quando se caminha
do ceco em direcdo ao célon distal. As mucinas &acidas, no entanto constatou que as
sulfomucinas estavam presentes apenas no coélon distal, enquanto as sialomucinas, apesar de

serem encontradas em todo o célon, sdo encontradas em maior concentracao a medida que se



17

progride do ceco para o célon distal (MIMURA et al., 1999). Outros autores verificaram que no
célon esquerdo, igualmente ao que ocorre no homem, as sulfomucinas ocupam os dois tercos
superiores das criptas intestinais, enquanto as sialomucinas os dois tercos inferiores (KELI et
al., 1997).

Segundo Mimura e colaboradores (1999) a intensidade de expressédo, o tipo e o padrdo
de distribuicAo de mucinas ao longo das criptas modificam-se em diversas doencas que
acometem o célon. Estudos mostraram diferentes padrées de expressao ha mucosa célica de

doentes portadores de RCUI.

Nas colites inespecificas a producao total de mucinas acidas encontra-se diminuida e, nos
locais onde o hd uma maior intensidade no processo inflamatério, as mucinas podem néo ser
identificadas. A expressdo de mucinas no decorrer das criptas € irregular e apresenta tanto
mucinas neutras quanto acidas e com as sulfomucinas em maior quantidade (LEV, 1964). Na
RCUI o principal subtipo de mucina encontrada no epitélio inflamado é a sialomucina, entretanto
€ possivel encontrar-se pequena expressao tecidual de sulfomucinas, principalmente na porgéo
mais profunda das criptas intestinais. Na RCUI a expressdo de mucinas neutras diminui

acentuadamente, e em alguns casos esta ausente (SANDEY, 1988).

Estudo, utilizando modelo experimental de colite induzida por TNBS, mostrou que a
exposi¢do ciclica da mucosa colica a substancia, reduz o conteado de mucinas, avaliada por
técnicas histoquimicas, na mucosa colica relacionada ao tempo de exposicdo ao TNBS, bem
como o0 numero de células caliciformes sugerindo que a reducdo desse fator de protecdo da
barreira epitelial célica possa relacionar-se ao agravamento da doenca (PFEIFFER; QIU; LAM,
2001).

1.2. A coliteinduzida por TNBS

O tratamento das DIl ndo é especifico e sdo utilizados farmacos como corticosteroides,
aminossalicilatos, imunomoduladores, e antibiéticos, estas, no entanto, possibilitam a remisséo

das crises, mas ndo a cura da doenca. Além disso, apesar do uso intensivo dessas drogas, 60 a
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70% dos individuos necessitardo de intervencao cirdrgica em decorréncia de complicacdes da
doenca e, destes, 50% necessitardo de outra cirurgia subsequente (PIZARRO; ARSENEAU,;
BAMIAS, 2003).

Segundo Abdulsalam; Nadal-Melsio; Naresh (2014) os modelos murinos tradicionais
desenvolvidos para o estudo da DC usam inducéo quimica, a transferéncia de células imunes,
ou manipulagdo genética. Modelos da DC, quimicamente induzidos, incluem o TNBS, DSS e
oxalazone. Estes modelos sdo particularmente Uteis no estudo das vias bioquimicas do

processo inflamatério e na comprovacdo de novas estratégias terapéuticas.

A inducdo quimica da inflamagdo, em modelos animais de DII, é feita por meio da
administracao de agente quimico exdgeno. Modelo amplamente utilizado para o estudo da DIl é
a inducdo com TNBS. Este modelo foi desenvolvido por Morris et al, o qual se baseou na
hipétese de que, nas DIl, um aumento na permeabilidade da mucosa resulta na entrada de um
antigeno luminal, na lamina prépria, que ndo é adequadamente eliminado pelo sistema
imunolégico da mucosa. Utilizaram uma solu¢ao contendo etanol (um “rompedor de barreira”) e
0 acido TNBS, um hapteno, que ao se associar com substéncias de alto peso molecular, como
as proteinas teciduais, sdo capazes de desencadear uma resposta imunoldgica. Cabe destacar
que os modelos animais de colite experimental (CE), particularmente o modelo de colite
induzida pelo TNBS apresentaram manifestagdes clinicas nos animais, semelhantes aquelas
observadas em humanos. Essas semelhancas possibilitam a avaliacdo de varias propostas

terapéuticas medicamentosas para o tratamento das DIl no homem.

A administracdo combinada do etanol e 0 4cido TNBS resultaram no desenvolvimento de
inflamacdo severa transmural e granulomatosa do colo distal, com a ulceragdo da mucosa
célica persistindo por oito semanas. O estabelecimento do modelo é realizado por diversos
procedimentos: a observacao de sinais caracteristicos da CE em ratos, (presenca de diarréia
sanguinolenta, queda do pelo e da vitalidade dos animais) e a utilizacdo de escala com escores
para a avaliagcdo macroscoépica e histolégica da lesao colica e quantificagdo da inflamacao por
métodos bioquimicos ou histolégicos. Na pratica médica, por questdo de comodidade a
avaliacdo do processo inflamatério em portadores de colite geralmente € realizada
considerando-se aspectos endoscoOpicos e, principalmente alteracdes histolégicas, macros e

microscopicas identificadas em segmentos de bidpsia obtidas de areas normais e com colite.
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Outros métodos, mais utilizados experimentalmente, como a pesquisa da atividade da enzima
mieloperoxidasenos tecidos € um marcador bioquimico comumente adotado para a mensuracao
da infiltracdo de neutréfilos no tecido danificado (ABDULSALAM; NADAL-MELSIO; NARESH,
2014).

1.3. Acido 5-aminosalicilico (5-ASA) — Mesalazina MMX

A molécula da sulfasalazina foi desenvolvida em 1940 com objetivo de propor novas
terapias para artrite infecciosa (MOSHKOVSKA, 2007). Naquela época acreditava-se que o
componente sulfapirimidinico da molécula atuaria como agente anti-infeccioso, enquanto o
radical salicilico teria agédo, predominantemente, anti-inflamatoéria. Contudo, seu modesto efeito
terapéutico no combate a artrite infecciosa contrastava-se com os excelentes resultados quando
utilizada em doentes, onde a artrite era de origem puramente inflamatéria. Verificou-se que na
artrite dos doentes com RCUI, a utilizagdo da sulfasalazina encontrava-se ndo so associada a
significante melhora dos sintomas clinicos articulares, mas, principalmente, a remissao do
guadro infamatorio intestinal (CAMPIERI, 1991). Além de induzir a remissdo da doenga aguda,
o emprego da sulfasalazina em doentes com RCUI também mostrava beneficios na

manutencédo sustentada da resposta clinica e histoldgica.

NH-

HO

O OH

FIGURA 1.Férmula estrutural da Mesalazina. E um aminosalicilato e possui na sua estrutura um
anel benzénico.
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Apesar de a sulfasalazina apresentar potenciais efeitos terapéuticos, seu uso continuo
apresentava duas importantes limitacdes: Primeiro, quando utilizada nos enfermos com doenca
ativa, apenas 50% dos tratados por via oral apresentavam remissdo dos sintomas e, em mais
de 30% deles, as recaidas eram frequentes (RILEY, 1998). Em segundo lugar, devido aos
efeitos adversos, que ocorriam em mais de um tergco dos doentes, em muitos casos havia
necessidade da interrup¢céo da medicacdo (DALLEGRI et al., 1990). Dentre os efeitos colaterais
mais frequentemente descritos destacavam-se as rea¢fes anafilaticas, com graus variados de

gravidade, a anemia por interferéncia no metabolismo do &cido félico e a intolerancia gastrica.

De acordo com Dallegri e colaboradores (1990) com o objetivo de diminuir os efeitos
colaterais e aumentar a eficacia terapéutica anti-inflamatéria, pesquisas avaliaram
separadamente a acdo terapéutica dos dois componentes da molécula de sulfasalazina.
Verificou-se que o radical sulfapiridina era a fracdo responsavel pela maioria dos efeitos
adversos (AZAD KHAN, 1977). Constatou-se que o radical 5-ASA (acido 5 aminosalicilico) era a
fracdo da molécula responsavel pela acdo anti-inflamatdria da substancia, que incluiam a
inibicdo da sintese de prostaglandinas, redu¢éo do metabolismo do &cido araquiddnico e efeito
inibitério na quimiotaxia dos leucocitos. Nessa mesma época, ja se chamava a atengéo para um
potencial efeito antioxidante do acido 5-ASA. Essas suspeitas foram confirmadas
posteriormente quando se demonstrou, em portadores de RCUI, que a aplicacdo de enemas
gue continham apenas o acido 5-ASA na sua composicdo, apresentava resultados melhores
guando comparados aos da aplicacdo da sulfasalazina, e como grande vantagem, sem 0s

deletérios efeitos colaterais.

A acdo anti-inflamatéria do 5-ASA ocorre, diretamente, sobre a mucosa inflamada,
bloqueando as vias da cicloxigenase e lipoxigenase reduzindo, com isso, a formacédo de
radicais livres de oxigénio (RLO) (KENJI et al., 2002). O acido 5-ASA é um potente redutor dos
niveis teciduais de hipoclorito prevenindo a oxidagdo da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase nas células do epitélio cdlico. Apesar de menor efeito, também atua na reducéo
de cloraminas e do radical livre O- (BATTA, 1998). Todas essas propriedades sugerem que o
acido 5-ASA possua importante acdo antioxidante para as células da mucosa cdlica,
constantemente expostas ao estresse oxidativo (MCKENZIE; DOE; BUFFINTON, 1999).
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Trabalhos demonstraram que 0 uso tépico através da aplicacdo de enemas, espumas ou
supositérios apresentava melhor eficacia terapéutica quando comparada a administracao por
via oral (MCKENZIE; DOE; BUFFINTON, 1999). A aplicacdo de enemas com acido 5-ASA
diretamente sobre a regido inflamada permite atingir concentracBes teciduais adequadas,
mesmo quando se utilizam pequenos volumes, tornando assim, essa via de administracao
opcéo interessante. Quando administrada por via oral, a droga distribui-se por todo organismo,
ndo atingindo a mesma concentracao tecidual no célon quando comparada a administracdo sob
a forma de enemas (HAAGEN; BONDESEN; KINETICS, 1983). A maior eficacia da aplicacdo
topica apresenta vantagens tanto para os portadores de RCUI, quanto para os doentes com

DC, onde o processo inflamatério acomete com maior frequéncia o reto e colon sigmoide distal.

Estudo experimental avaliando os efeitos do tratamento da colite quimicamente induzida
em ratos com enemas contendo &cido 5-ASA verificou que animais que receberam 5-ASA na
dose de 100mg/kg apresentavam melhora macroscépica e microscépica do processo
inflamatorio (SONG; XIA, LI, 2006).

Estudo realizado em modelo experimental de colite quimicamente induzida por DSS
constatou que animais tratados pela administragdo oral do acido 5-ASA melhoravam
significativamente os niveis teciduais de mieloperoxidase, nimero de leucdcitos no sangue e a
intensidade da agressao inflamatdéria tecidual quando comparados com 0s que ndo receberam
a substancia (HAYASHI et al., 2009). Mostrou ainda, que a administracdo oral da substancia
melhorava a expressdo de proteinas de adesdo celular, sugerindo que a recuperagdo da
mucosa célica, apés o tratamento com o acido 5-ASA, também poderia estar associada a

prevencédo da quebra dos mecanismos de adeséo celular (ARAFA, 2009).

Recentemente foi disponibilizada a mesalazina MMX (Mesacol MMX®, Takeda Pharma
Ltda., Sdo Paulo, Brasil), onde os granulos do principio ativo da molécula (5-ASA) foram
envelopados com tecnologia especial que recobre todo o comprimido externamente s
permitindo sua liberagcdo quando esse alcangca a porcdo terminal do intestino delgado e o
intestino grosso (coélon), fazendo com que a substancia ativa se distribua adequadamente ao
longo de todo o célon. Esta tecnologia permite que a MMX seja administrada uma vez ao dia
com eficacia clinica comprovada. O inicio da melhora dos sintomas é observado a partir do 14°

dia de tratamento. O exato mecanismo como a MMX funciona ainda ndo esta totalmente
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estabelecido, mas sabe-se que tem uma acédo local reduzindo a inflamacéo e inibindo uma
enzima (a cicloxigenase) responsavel pela liberacdo de prostaglandinas pela mucosa do
intestino grosso (célon). Poucos estudos avaliaram os efeitos da aplicacdo dessa nova
tecnologia de confeccdo da droga na manutencdo da integridade dos diferentes sistemas que
compde a barreira mucosa coélica em modelos de CE. E possivel que a liberacio retardada
conferida pelo empacotamento do principio ativo promova uma maior biodisponibilidade da
substancia na luz cdlica protegendo os diferentes mecanismos de defesa epitelial aumentando
a protecdo contra a ruptura da mucosa colica econsequente penetracdo de antigenos e
bactérias pela parede intestinal, mecanismo responséavel por perpetuar a agressao tecidual.

Do melhor dos conhecimentos, os efeitos protetores e terapéuticos da mesalazina MMX
nos diferentes sistemas de defesa da barreira mucosa cdlica nunca foram avaliados em modelo
experimental de colite induzida por TNBS. Portanto, o entendimento de mecanismos que
possam possibilitar o conhecimento do mecanismo de tratamento da mesalazina MMX em

portadores de colite faz-se necessario.
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2. OBJETIVOS

A partir do exposto e da importancia do tema descritoanteriormente, esse trabalho tem
como objetivo geral realizar um estudo in vivo em animais que desenvolveram colite por TNBS
e gue foram tratados posteriormente com Mesalazina MMX por diferentes dias e observar os

efeitos deste tratamento. Sendo assim, os objetivos especificos foram:

2.1 - Verificar se aplicagdo de clisteres diarios contendo mesalazinaMMX reduz o

processo inflamatério da mucosa célica em modelo experimental de colite induzida por TNBS;

2.2 - Avaliar se a aplicagdo de clisteres diarios contendo mesalazinaMMX interfere no
conteudo tecidual de mucinas neutras, acidas, sulfomucinas e sialomucinas nas glandulas
colicas em modelo experimental de colite induzida por TNBS.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos Eticos

O estudo foi realizado obedecendo a Lei Federal 6.638 e as orientacdes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), com aprovacgéo pelo Comité de Etica no Uso de

Animal em Pesquisa da Universidade Sao Francisco, através do niumero 01.226.2014.

3.2.  Animais de experimentacao

Foram utilizados 24 ratos (Rattusnorvergicusalbinus) machos, da linhagem Wistar,
pesando entre 250 e 300g, com idade entre 3 e 4 meses, onde 4 destes ratos foram usados
como branco, ou seja, ndo tiveram indugéo de colite. Os animais sdo provenientes do Biotério

ANILAB — Animais de Laboratorio Criagdo e Comércio, Laboratoérios Veterinarios(Paulinia, S&o

Paulo).

3.3. Preparo da Mesalazina

A Mesalazina MMX é apresentada em uma forma farmacéutica de pellets, que é revestida
com etilcelulose, este revestimento faz com que o principio ativo esteja disponivel e, portanto,

seja absorvido apenas no duodeno.

Para a aplicacdo em clisteres, estes pellets foram macerados, disponibilizando assim o
ativo, uma vez que a etilcelulose ndo seria degradada no intestino para disponibilizar o ativo, e
solubilizados em solucdo salina 0,9% (SF), para a administracdo no reto dos ratos e

apresentando assim uma acao local, apresentando uma maior disponibilidade. A presenca da
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etilcelulose ndo alterou em nada a biodisponibilidade do ativo para o desenvolvimento do

trabalho.

3.4. Etapa pré-operatoéria

Durante o periodo de aclimatacdo (7 dias), os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, em estante com ambiente climatizado, com filtro de ar, controle de temperatura,
luminosidade, umidade e ruidos, com ciclos claro/escuro de 12 horas. Todos 0S animais
permaneceram em jejum durante 12 horas, exceto para agua, antes da indugdo da colite.
Identificou-se cada gaiola com o niumero do animal, o grupo e o subgrupo experimental a que
pertencia. Esses mesmos dados foram tatuados com tinta da China (tinta nanquim) na cauda de
cada animal. Durante o periodo do experimento todos os animais foram sempre alimentados
com a mesma racao especifica para roedores (Nuvilab CR1 — Nuvital Nutrientes S/A, Colombo,
PR).

Os animais foram pesados semanalmente.

3.5. Grupos experimentias

Dos 24 animais selecionados para o estudo, 20 foram submetidos a inducéo da colite por
TNBS. Quatro animais foram separados e ndo sofreram a inducdo da colite por TNBS para
servirem de Grupo Branco (Grupo sem colite). No dia seguinte a inducdo da colite por
TNBS,cinco animais receberam clisteres diarios contendo SF e cinco animais, clisteres
contendo MMX por 7 dias. No oitavo dia esses dez animais foram submetidos a eutanasia. Dos
10 animais restantes, cinco continuaram a receber clisteres diarios com SF e cinco com MMX

por 14 dias. Findo esse prazo foram submetidos & eutanasia. O esquema abaixo mostra o

algoritmo terapéutico utilizado nos animais pertencentes ao Grupo Tratamento (FIGURA 1)

e Subgrupo Branco (Sem inducgé&o de colite — eutanasia em 7 dias)
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e Subgrupo SF (Inducédo de colite — intervencdo SF- eutanasia em 7 dias)

e Subgrupo MMX (Inducéo de colite — intervencdo com MMX - eutanasia em 7 dias)
e Subgrupo Branco (Sem inducgé&o de colite — eutanasia em 14 dias)

e Subgrupo SF (Indugéo de colite — intervencdo SF - eutanasia em 14 dias)

e Subgrupo MMX (Inducé&o de colite — intervengcdo com MMX - eutandsia em 14 dias).

Colite com TNBS

20 Ratos 4 Ratos
Sem colite

INTERVENGAO |
TNBS ‘

‘ 10 Ratos

Intervencgido com SF 0,9%

10 Ratos ‘

Intervengio com MMX

‘ EUTANASIA ‘

5 Ratos 5 Ratos
(14 dias) (7 dias)

FIGURA 2. Algoritmo terapéutico dos animais pertencentes aos Grupos experimentais.

5 Ratos
(7 dias)

5 Ratos
(14 dias)

Como grupo branco utilizou-se quatro ratos que foram confinados com os demais, mas
gue, no entanto, ndo foram submetidos a indugéo da colite. Dois deles foram eutanasiados aos
7 dias e os outros dois, aos 14 dias, seguindo o protocolo dos grupos que foram submetidos a

colite induzida pelo TNBS.
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3.6. Inducéo da colite por TNBS

A inducéo da colite por TNBS em todos os animais foi realizada sob anestesia geral por
meio de mascara de isofluorano em nebulizacdo continua. Apos a inducdo anestésica o0s
animais pertencentes aos dois grupos experimentais foram submetidos a indugéo da colite por
TNBS. Para a aplicagdo do TNBS, foi introduzido através do anus do animal, um cateter de
polietileno 12F, demarcado em centimetros, por uma distancia padrdo de 8 cm. Introduzido o
cateter todos os animais receberam 2,5 mL de uma solugdo contendo 20mg de acido 2,4,6-
trinitrobenzenosulfonico, previamente diluido em etanol a 50%.Terminada a aplicacdo do TNBS
no interior do célon os animais foram mantidos de cabeca para baixo por 30 minutos, para
garantir que a colite seria desenvolvida. Findo este prazo quando foram devolvidos as

respectivas gaiolas.

Os animais permaneceram em gaiolas individuais durante todo periodo de intervencao
com as solucdes de tratamento propostas (SF ou MMX 2,0g/kg/dia) até a data programada para
a eutanasia (7 ou 14 dias). Foram mantidos nas mesmas condi¢gbes ambientais de umidade,
luminosidade e temperatura do periodo de aclimatag&o no Biotério Central da Universidade Sao
Francisco (USF).

3.7. Intervencdo com as solucdes propostas

Os animais pertencentes a ambos o0s grupos experimentais (SF e MMX) foram
submetidos a aplicagéo de clisteres diarios com as solugbes de intervengdo propostas nos
periodos de tempos estabelecidos. A aplicacdo das substéncias de intervenc¢do no interior do
intestino grosso dos animais foi realizada utilizando-se cateter de polietileno graduado em
centimetros, com didmetro interno de 16F. Utilizou-se cateter de maior calibre, para possibilitar
a passagem dos granulos da MMX, previamente dissolvidos em SF, pelo seu limen.O cateter
foi introduzido, cuidadosamente, pelo anus do animal numa profundidade padronizada em 2cm

a partir da margem anal, para evitar que houvesse rompimento do intestino com colite e os
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animais viessem a 6bito antes do periodo final de tratamento por septicemia. A seguir, aplicava-
se o clister contendo 3,0 mL da solu¢do de intervencdo correspondente a cada subgrupo
experimental proposto (SF ou MMX na concentracdo de 2,0g/kg/dia), a temperatura ambiente.

As solucdes de intervencéao foram infundidas manualmente num prazo maximo de 15 segundos.

3.8. Coleta das amostras do intestino grosso

Nas datas programadas para a eutanasia,segundo o grupo experimental considerado, os
animais foram anestesiados utilizando-se o cloridrato de xilazina 2% (Anasedan®- Ceva Saude
Animal Ltda., Paulinia, SP) e o cloridrato de quetamina (Dopalen PET®- Ceva Saude Animal
Ltda., Paulinia, SP) na dose de 0,1 mL/100g, administradas por via intramuscular na pata

traseira esquerda.

A cavidade foi aberta por planos cirlrgicos. Concluida a abertura da cavidade as
presencas de aderéncias com outros 6rgdos e a eventual presenca de abscessos foram
transcritas para fichas individuais de cada animal. O célon de todos os animais foi
completamente removido desde o ceco até o anus. O mesocoélon foi dissecado de modo que o
colén estivesse completamente livre de qualquer tecido gorduroso. O intestino grosso removido
foi aberto pela borda anti-mesentérica e lavado cuidadosamente com SF a 37°C para remogao
de detritos fecais. Posteriormente foi identificado a regido de necrose causada pelo TNBS, a
partir da porgéo inferior da mesma foi padronizado que a regido coletada seria a partir de um
centimetro da necrose, assim o material analisado seria somente a colite e/ou a regido de colite
exposta ao tratamento. Espécimes retirados do colon esquerdo foram fixados com a superficie
mucosa voltada para cima em um pedaco de cortica. O célon fixado foi encaminhado para
confeccdo dos blocos de parafina para as diferentes técnicas histolégicas propostas. Apds a
remocao do intestino grosso os animais foram eutanasiados, ainda sob anestesia, pela infuséo

de dose letal de acido tiobarbiturico.
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3.9. Técnica histolégica

3.9.1. Fixagdo e processamento

Para a realizacdo dos estudos histolégicos, os segmentos célicos previamente fixados e
fragmento de cortica foram acondicionados em frascos contendo solucdo de formaldeido
tamponado a 10% (Sigma, St. Louis, MO, USA). Os fragmentos removidos permaneceram
imersos em formaldeido por 72 horas. Findo esse prazo, os espécimes foram acondicionados e
identificados individualmente em recipientes adequados e processados na seguinte ordem:
inicialmente foram lavados em &gua corrente e agua destilada, em seguida desidratados em
sucessivas concentracdes crescentes de alcool, diafanizados em xilol e impregnados em
banhos de parafina liquida a temperatura constante de 60°C. Apds, o material proveniente de
cada animal foi incluido em blocos individuais de parafina, identificados com o numero do
animal e o tempo decorrido até o sacrificio (7 ou 14 dias). Os espécimes do colon removido
foram sempre incluidos nos blocos de parafina de modo que permitissem que 0s cortes
histolégicos fossem feitos paralelamente as diferentes camadas da parede intestinal (cortes

longitudinais).

Cada bloco de parafina foi submetido a microtomia onde foram realizados cortes
longitudinais, com 5 pym de espessura, para confec¢do das laminas destinadas ao estudo

histol6gico e histoquimico.

3.10. Técnicas de coloracao

3.10.1. Hematoxilina-Eosina (HE)

Para a identificacdo da presenca da colite, bem como da intensidade da inflamacédo



30

utilizou-se a técnica de coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE). Os espécimes depois de
coletados, processados, cortados e identificados foram colocados em laminas de vidro
especificas e expostos a temperatura de 60°C por doze horas. Concluida a desparafinizacao,
as laminas foram submersas em dois banhos de xilol com a duracdo de dez minutos cada
banho. Em seguida foram submetidas a trés banhos de alcool absoluto, por passagem e
hidratadas em agua corrente por cinco minutos. Apos a hidratacdo, todas as laminas foram
submersas no corante, hematoxilina de Harris por um minuto, seguida de nova lavagem com
agua corrente para a remocao do excesso do corante. Finda esta etapa, foram expostas ao
corante eosina por dois minutos, novamente lavadas com agua corrente e, logo a seguir,
desidratadas através de trés banhos de alcool absoluto, um banho com xilol/alcool e trés
banhos de xilol. Terminado o processo foram montadas utilizando-se laminulas e resina para
estudo histoldgico e graduacgéo do inflamatério (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

3.11. Técnicas histoquimicas

3.11.1. Periddico Acido de Schiiff (PAS) — mucinas neutras

ApoOs a realizac@o dos cortes histolégicos, para o estudo das mucinas neutras as laminas
foram desparafinadas em duas imersdes sucessivas de xilol por dez minutos cada banho e a
seguir, imergidos em trés banhos sucessivos de alcool absoluto e hidratadas com agua
destilada. Por fim as laminas foram inseridas em acido periddico por sessenta minutos a
temperatura ambiente. Ao fim desta etapa as laminas foram lavadas de forma continua e
cuidadosa, inicialmente com &agua corrente e posteriormente com agua destilada por trés
minutos a temperatura ambiente. Terminada a lavagem foram expostas ao reativo de Schiff por
sessenta minutos também em temperatura ambiente e, lavadas novamente em 4gua corrente e
destilada por cinco minutos. Terminada a lavagem as laminas foram contra-coradas com
hematoxilina de Harris por dois minutos & temperatura ambiente. Apos a contra-coloracdo foram

novamente, lavadas em agua corrente e destiladas por trés minutos. Finda esta etapa foram
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desidratadas em trés banhos sucessivos de alcool absoluto durando trés minutos cada banho, e
diafanizadas em trés banhos de xilol. Ap6s diafanizacdo foram montadas com resina e
laminulas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

3.11.2. Azul de Alcian (AB) — mucinas acidas

Os cortes histolégicos foram desparafinados em dois banhos sucessivos de xilol, durando
dez minutos cada banho e, posteriormente alcoolizados em trés banhos sucessivos de alcool
absoluto por trés minutos e hidratados com agua destilada a temperatura ambiente. Terminada
esta etapa as laminas foram expostas ao corante Azul de Alcian (AB) por 30 minutos a
temperatura ambiente. Concluida esta etapa os fragmentos dispostos sobre as laminas foram
expostos ao acido acético a 3% em uma Unica passagem em temperatura ambiente. Apos a
descoloracdo pelo acido acético as laminas foram lavadas continua e cuidadosamente com
agua corrente por cinco minutos a temperatura ambiente e desidratada em trés banhos
sucessivos de élcool absoluto. Terminada a desidratagéo foram diafanizados em trés banhos de
xilol. As laminas ja coradas foram secas por trés minutos e findo esse tempo montadas com
resina e laminula (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

3.11.3. Diamina de ferro alto-Alcian-blue (HIDAB) - sulfomucinas e

sialomucinas

Para a identificacdo dos subtipos de mucinas &cidas, sulfomucinas e sialomucinas, com a
técnica da diamina de ferro alto alcian-blue (HIDAB), os cortes histologicos foram inicialmente
desparafinados em dois banhos sucessivos de xilol, durando dez minutos cada. A seguir foram
alcoolizados em trés banhos sucessivos de alcool absoluto durando um minuto cada e apos,
hidratados com &gua destilada por trés minutos. Terminada esta etapa os cortes foram

expostos ao corante diamina de ferro alto por seis horas a temperatura ambiente. Concluida
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esta etapa foram lavados em &gua corrente por trés minutos e posteriormente em agua
destilada por mais um minuto e expostas ao corante AB com pH 2,5 por 10 minutos a
temperatura ambiente. A seguir foram lavados em agua corrente e agua destilada por dois
minutos. Apos, os cortes foram contra-corados pelo corante vermelho neutro por oito minutos a
temperatura ambiente. O excesso do corante foi removido por meio de lavagem em agua
corrente por trés minutos. Finada esta etapa, os tecidos foram desidratados em trés banhos
sucessivos de alcool absoluto, e diafanizados em trés banhos de xilol (passagem). A seguir 0s
cortes foram montados com resina e laminula (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013)

3.12. Avaliacéo histolégica do grau de inflamacé&o (escore inflamatorio)

3.12.1. Avaliacdo macroscopica

A avaliacdo macroscopica do grau de inflamacdo foi avaliada segundo escala
anteriormente proposta (BELL et al., 1995) (QUADRO 1). O cdlon foi examinado sob uma lupa
entomoldgica para avaliar as lesdes macroscopicas. As lesdes macroscépicas do colon foram

classificadas em uma escala de 0 a 6 com base em critérios que definiriam o grau inflamagéo.
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Quadro 1-Critério utilizado para avaliar o grau de dano macroscépico a mucosa célica

0 Sem dano visivel

1 Hiperemia sem presenca de Ulcera

2 Ulcera linear sem inflamagéo significante

3 Ulcera linear com inflamagéo visivel em pelo menos um local

4 > dois locais com presenca de Ulceras + inflamagéo

5 > duas ulceragbes de maior extenséo e inflamagéo ou 1 local com ulceragdo > 1cm de extensao
6 Quando a Ulcera era maior de 2cm de extensao e comprometia mais de um local no colon

Bell etal., 1995

3.12.2. Avaliacdo microscépica

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

computador.

Para uniformizar o local da leitura foi obtida uma amostra de colon localizada
precisamente 5cm acima do canal anal. O grau de inflamacdo nas se¢Bes microscopicas
longitudinais foi graduado, semiquantitativamente, de 0 a 4 cruzes conforme proposto
anteriormente (PRAVDA, 2005). Estatificou-se o grau de inflamacdo em: O = sem sinais de
inflamacao; 1 = nivel muito baixo de inflamacao; 2 = baixo nivel de infiltracdo de leucécitos; 3 =
alto nivel de infiltracdo de leucdcitos com alta densidade vascular, espessamento da parede do

colon; 4 = infiltragbes transmurais, perda de células de calice, alta densidade vascular,
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espessamento da parede do célon.

3.12.3. Avaliacéo do conteudo tecidual dos subtipos de mucinas

O conteudo tecidual das mucinas neutras, &cidas, sulfomucinas e sialomucinas foram
mensurados por analise de imagem assistida por computador (morfometria computadorizada).
Para cada animal o contetdo tecidual de cada fracdo da glicoproteina foi mensurado em trés
campos histolégicos distintos onde houvesse pelo menos, trés glandulas cdlicas contiguas. A
imagem selecionada, apds adequadamente focada, foi capturada por video-camera (DS-Fi-
Nikon Instruments Inc., Japan) acoplada a um microscépico optico (Elipse-50i — Nikon
Instruments Inc., Japan). A seguir a imagem captada foi processada e analisada pelo programa
NIS-Elements (Nikon Instruments, Japan) instalado em um computador com boa capacidade de

processamento de imagens (FIGURA 2).

FIGURA 2. Sistema de andlise de imagens assistida por computador, utilizado para mensuracdo do
contelido tecidual dos subtipos de mucinas.

Com o programa, a coloracdo, caracteristica da expressao tecidual de cada proteina
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identificada por histoquimica, era substituida pela cor branca, enquanto o restante do campo de
visdo capturado, sem coloracdo, em preto formando uma imagem binaria. Automaticamente o
programa de andlise de imagem calculava quantos pixels corados em branco estavam
presentes no campo histolégico corado em preto. Os valores encontrados para o conteddo
tecidual das proteinas estudadas foram sempre expressos em porcentagem de pixels (proteina
estudada) por campo analisado (%/campo). O valor final adotado para os animais pertencentes
aos Grupos experimentais propostos foi sempre representado pelo valor médio, com o
respectivo erro padréo.

3.13. Método Estatistico

Para o estudo estatistico utilizou-se o BioStat (versédo 5.5). Os resultados foram descritos
pela média ou mediana, com respectivo erro padréo. Para a avaliagdo dos resultados
encontrados em relacdo aos escores macroscopicos e microscopicos de inflamacao utilizou-se
teste de mediana. Utilizou-se o teste de Mann-Whitney para analisar o escore de graduacao
inflamatéria e o conteudo tecidual dos subtipos de mucinas, comparando de forma pareada, os
animais sem colite e os com colite, submetidos a intervencdo com SF ou MMX (2,0g/kg/dia),
nos diferentes tempos padronizados para realizagdo da eutanasia (7 ou 14 dias). Adotou-se
nivel de significAncia de 5% (p<0,05). Os valores significantes quando se comparou 0s
segmentos irrigados com SF e MMX (2,0 g/kg/dia) com os encontrados no Grupo Controle (sem
colite) foram marcados com um asterisco (*) quando o nivel de significancia encontrado era
menor que 5% ou com dois asteriscos (**) quando esse nivel era menor que 1%. Os valores
significantes quando se comparou os animais com colite, tratados com SF e MMX, ap6s 7 ou 14
dias de intervencdo, foram marcados com uma cruz () quando o nivel de significancia
encontrado era menor que 5% ou com duas cruzes (11) quando esse nivel era menor que 1%.
Empregou-se o teste Kruskal-Wallis de forma pareada, para andlise de variancia dos resultados
encontrados em cada grupo experimental, com relagdo ao tempo de intervencdo. A influéncia
do tempo de intervengdo em cada grupo experimental também foi feita de forma pareada

comparando os resultados encontrados apds 7 ou 14 dias de intervencao.
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4. RESULTADOS

4.1. Escore macroscopico de inflamacgéo

As alteracdes inflamatérias que comprometem a mucosa intestinal nos portadores de DII,
levam a um aumento da permeabilidade de agua e ions e necrose das células do epitélio
intestinal.As figuras 3 e 4, respectivamente, mostram o cdélon seccionado longitudinalmente e
visto pela superficie mucosa, dos animais com colite induzida por TNBS e submetidos a
intervencdo com SF 0,9%. E possivel observar na figura 3 e 4 a presenca da necrose, regido
escura no centro da imagem, e logo acima e abaixo a regido avermelhada que € a inflamagéo

causada pelo TNBS, caracterizando a colite.

FIGURA 3. Colite induzida + intervencdo SF(7 dias)
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FIGURA 4.Colite induzida + intervencdo SF (14 dias)

As figuras 5 e 6, respectivamente, mostram o colon seccionado longitudinalmente e visto
pela superficie mucosa, dos animais com colite induzida por TNBS e submetidos a intervencéo
com MMX. Se comparar as imagens pelo mesmo periodo de tratamento, ou seja, a figura 3 e 5
e a figura 4 e 6 é possivel observar uma diminuicdo na regido de necrose e da presenca da

colite.

FIGURA 5. Colite induzida+intervengdo MMX (7 dias)
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FIGURA 6.Colite induzida+intervencdo MMX (14 dias)

A figura 7 mostra o escore inflamatério apos avaliagdo macroscopica, em mediana, em
toda a extensdo do segmento, dos animais do grupo controle (apdés 7 ou 14 dias de
confinamento), e dos animais do grupo experimento antes da realiza¢do da eutanasia, 7 ou 14
dias apds a inducéo da colite por TNBS e aplicacéo diaria de clisteres contendo SF ou MMX. E
possivel observar que ndo houve alteracdo entre os grupos controle e SF com os diferentes
tempos de tratamento, porém quando compara este valor no grupo tratado com MMX verifica-se
uma diminuicdo com o passar do tempo no escore macroscopico, indicando que o tratamento

com o passar dos dias melhora o processo inflamatério causado pela colite.
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FIGURA 7. Escore macroscépico de inflamag&o no célon dos animais do Grupo Controle (apés 7 e 14
dias de confinamento) e dos submetidos & intervencdo com SF 0,9% ou MMX, 7 e 14 dias ap0s indugdo
da colite por TNBS. **= p<0,01 (Controle 7 dias <SF 7 dias; Controle 7 dias < MMX 7 dias; Controle 14
dias < SF 14 dias, Controle 14 dias < MMX 14 dias).t1t=p<0,01 (MMX 7 dias < SF 7 dias; MMX 14 dias
<SF 14 dias). (Teste de Mann-Whitney).

Na tabela 1 a variagdo do escore macroscopico de inflamagéo no célon dos animais ao
longo do experimento quando se compara as trés popula¢fes.Quando se avaliaram os valores
de escore inflamatério macroscépico os animais sem colite, ap6s 7 dias e 14 dias de
confinamento com o grupo tratado com SF e com MMX verifica-se um aumento no processo
inflamatério, porém se for observado os valores do escore do grupo SF com o MMX no periodo
de 14 dias verifica-se que o tratamento diminui de forma significativa o valor do processo
inflamatério da colite, indicando que o MMX tente a recuperar a mucosa do colon. Porém,
gquando se comparou somente os achados dos grupos SF e MMX verificou-se que em ambos 0s
tempos de tratamento o processo inflamatério, comparando 0 escore macroscopico, teve uma

diminuicdo quando tratado com MMX.



Tabela 1 — Variagcdo do escore macroscoépico de inflamacgéoao longo do tempo.

Peso (mediana)

7 dias 14 dias
Controle 1 1
SF 5 5
MMX 4 3

Teste de Kruskal-Wallis

4.2. Escore microscopico de inflamagéo
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Apos a andlise do escore macroscopico verificou-se 0 escore microscoépico. As figuras 8,

9 e 10, respectivamente, mostram o célon seccionado longitudinalmente e visto pela superficie

mucosa, dos animais sem colite e com colite induzida por TNBS e submetidos a intervencao

com SF e MMX por 14 dias. Quando compara a figura 8 com a 9 € possivel demonstrar o

gquanto a colite afeta as diferentes camadas que compdem o epitélio cdélico. E na figura 10

verifica-se 0 quanto o MMX possibilitou a recuperagdo do epitélio colico quando comparado

com a imagem do tratado com SF, sendo que a recuperacdo foi tdo significativa que as

camadas do epitélio célico estdo bem préximas do controle sem colite.
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FIGURA 8. Epitélio célico no grupo sem colite (HE-200x)
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FIGURA 9. Epitélio cdlico: grupo com colite SF (HE-200x)

FIGURA 10. Epitélio cdlico: grupo com colite MMX (HE 200x).

A figura 11 mostra o escore inflamatério apés avaliagdo microscopica, em mediana, dos
animais do grupo controle (apés 7 ou 14 dias de confinamento), e dos animais do grupo
experimento antes da realizacdo da eutanasia, 7 ou 14 dias ap6és a inducdo da colite por TNBS
e aplicacao diaria de clisteres contendo SF ou MMX. Esses dados mostram que 0s animais sem
inducdo de colite ndo apresentavam alteracdes microscopicas na mucosa colica ao longo do
tempo. Nos animais submetidos & inducdo da colite por TNBS que receberam clisteres
contendo SF por 7 e 14 dias, no momento da eutanasia os valores de escore microscopicos

eram em mediana de 3 e 4, respectivamente. Esses resultados mostram que existe piora do
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grau de dano microscépico a mucosa célica com o passar do tempo da intervencdo. Por sua
vez, 0 escore microscopico de inflamac&o nos animais tratados com MMX por 7 e 14 dias foi no
momento da eutanasia, em mediana de dois, independente do tempo considerado. Os
resultados mostram que a aplicacdo de clisteres com MMX reduziu o escore de inflamacdo em
relacdo aos animas submetidos a intervencdo com SF, embora continuasse maior quando

comparado aos animais sem colite.

4.5
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FIGURA 11. Escore microscépico de inflamacdo no célon dos animais do Grupo Controle (apés 7 e 14
dias de confinamento) e dos submetidos a intervengdo com SF 0,9% ou MMX 7 e 14 dias ap6s inducao
da colite por TNBS. **= p<0,01 (Controle 7 dias <SF 7 dias; Controle 7 dias < MMX 7 dias; Controle 14
dias < SF 14 dias, Controle 14 dias < MMX 14 dias).t1t=p<0,01 (MMX 14 dias <SF 14 dias). (Teste de
Mann-Whitney).

Na tabela 2 a variagdo do escore microscopico de inflamacdo no célon dos animais ao
longo do experimento.Quando se comparou de forma pareada, utilizando o teste de mediana, o
escore microscopico de inflamagédo comparando animais sem colite com submetidos a irrigacéo
com SF por 7 dias verificou-se que 0s animais com colite apresentavam valores
significativamente maiores (Controle < SF 7 dias, p=0,007). De modo semelhante, mas com um
valor menor, quando se comparou os animais do Grupo Controle com os tratados com MMX por
7 dias o escore microscépico também era maior (Controle < MMX 7 dias, p=0,007). Contudo,

guando se compara 0s animais submetidos a intervencdo com MMX com os irrigados com SF
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verifica-se que a MMX apesar de diminuir o escore microscépico os resultados ndo mostraram
significancia (p=0,25).Ao se comparar de forma pareada, utilizando o teste de mediana, o
escore de graduacédo inflamatéria avaliado por microscopia dos animais sem colite com os
animais com colite induzida, submetidos a irrigacdo com SF por 14 dias, verificou-se que o
escore inflamatério era maior nos animas tratados com SF. (Controle < SF 14 dias, p=0,007).
Todavia quando se comparou, adotando teste de mediana, o escore microscopico nos animais
sem colite com os tratados com MMX por 14 dias verificou-se que os tratados com MMX por 14
dias apresentavam graduacgdo de escore semelhante que o encontrado dos animais sem colite
(Controle 14 dias x MMX 14 dias, p=0,40). Quando se comparou 0s niveis de escore
inflamato6rio microscopico entre os animais com colite submetidos a intervengdo com SF ou

MMX por 14 dias, o tratamento com MMX reduziu o escore (p=0,02).

Tabela 2 — Variagao do escore microscopico de inflamacao ao longo do tempo

Peso (mediana)

7 dias 14 dias
Controle 1 1
SF 3 4
MMX 2 2

Teste de Kruskal-Wallis

4.3. Conteudo tecidual de mucinas neutras

Na figura 12 observa-se a expresséao tecidual de mucinas neutras nos animais do grupo
controle. Nas figuras 13 e 14 observa-se a expresséo tecidual de mucinas neutras nos animais

submetidos a intervencdo com SF e MMX por 7 dias, respectivamente



FIGURA 12. Mucinas neutras grupo sem colite (PAS-200x)

FIGURA 13. Mucinas neutras-colite SF (PAS 100x)
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FIGURA 14. Mucinas neutras-colite MMX (PAS 200x)

A figura 15 mostra o conteldo tecidual de mucinas neutras, em média, com o devido
erro padrdo, dos animais do grupo controle (apds 7 ou 14 dias de confinamento), e dos animais
do grupo experimento, 7 ou 14 dias ap0s a indugéo da colite por TNBS e aplicagéo diaria de
clisteres contendo SF ou MMX.Quando se mensurou o conteddo de mucinas neutras, 0s
animais sem colite, apés 7 dias e 14 dias de confinamento o valor percentual por campo
encontrado, em média, com respectivo erro padréo, foi de 43,45%+0,58% e 48,35%0,53%,
respectivamente. Assim, apés 14 dias de confinamento os animais aumentaram em
aproximadamente 15% o conteddo de mucinas neutras no epitélio célico. O contetdo de
mucinas neutras encontrados nos animais com colite e submetidos a intervencao com clisteres
contendo SF por 7 e 14 dias, no momento da eutanasia foi de 30,99%+2,08% e 28,25%+1,25%,
respectivamente. Esses resultados mostram que ocorre reducdo do conteddo de mucinas
neutras na mucosa célica ao longo do tempo de 2,74%. De forma semelhante, o contetdo de
mucinas neutras no célon dos animais com colite e tratados com clisteres contendo MMX por 7
e 14 dias foi no momento da eutanasia de 29,37%+0,74% e 29,05%+1,45%, respectivamente.
Esses resultados mostram que o0s animais tratados com MMX o conteldo de mucinas neutras

reduziu 0,32% ao longo do periodo de intervencao.
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FIGURA 15. Conteudo tecidual de mucinas neutras no célon dos animais sem colite (apés 7 e 14 dias de
confinamento) e dos submetidos a intervengdo com SF 0,9% ou MMX 7 e 14 dias ap6s inducéo da colite
por TNBS. **= p<0,01 (Controle 7 dias >SF 7 dias; Controle 7 dias > MMX 7 dias; Controle 14 dias > SF
14 dias, Controle 14 dias > MMX 14 dias) (Teste de Mann-Whitney).

Na tabela 3 observa-se a variagdo do conteudo de mucinas neutras no colon dos
animais ao longo do tempo.Quando se comparou de forma pareada, o conteldo de mucinas
neutras entre os animais sem colite e os tratados com SF por 7 dias verificou-se que 0s animais
com colite apresentavam valores significativamente menores (Controle 7 dias > SF 7 dias,
p=0,0005). De modo semelhante, mas com valor ainda menor, quando se comparou 0s animais
do Grupo Controle com os tratados com MMX por 7 dias nos animais com colite, o contetdo de
mucinas neutras também foi menor (Controle 7 dias > MMX 7 dias, p=0,0004).Ao se comparar
de forma pareada, o contetdo tecidual de mucinas neutras nos animais sem colite pés 14 dias
de confinamento com os tratados com SF por 14 dias verificou-se que o conteldo de mucinas
neutras era menor nos animas tratados com SF (Controle 14 dias > SF 14 dias, p=0,0005).
Quando se comparou o contedado de mucinas neutras nos animais sem colite apés 14 dias de
confinamento com os tratados com MMX por 14 dias verificou-se que 0s animais submetidos a
intervencdo com MMX também, cursaram com conteldo menor que o encontrado dos animais

sem colite (Controle 14 dias > MMX 14 dias, p=0,0004). Esses achados mostram que a
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aplicacdo de clisteres com MMX mesmo por 14 dias ndo foi capaz de recuperar o conteudo de
mucinas neutras até mesmo quando comparada aos animais submetidos a intervencdo com SF
Controle 14 dias x MMX 14 dias, p=0,23).

Quando se avaliou a interferéncia do tempo no conteudo tecidual de mucinas neutras
verificou-se que nos animais do Grupo Controle ocorria aumento do conteddo com o passar do
tempo de intervencao (Controle 7dias x Controle 14 dias, p<0,05). De modo distinto, nos
animais tratados com SF, o conteudo de mucinas neutras ndo apresentou variacdo apés 14
dias de intervencdo (SF 7dias x SF 14 dias, p=0,57). De modo idéntico ao que ocorre com a
intervengdo com SF, nos animais com colite tratados com MMX n&do houve variacdo do
contetdo de mucinas neutras relacionado ao tempo de intervencdo (MMX 7dias x MMX 14 dias,
p=0,42).

Tabela 3 — Contelido tecidual de mucinas neutras em porcentagem/campo, ao longo do tempo.

Contetdo de mucinas neutras (%/campo)

7 dias 14 dias
Controle 43,45+0,5 48,35+0,5*
SF 30,99+2,0 28,25+1,2
MMX 29,42+1,3 29,79+1,3

Teste de Kruskal-Wallis

4.4. Conteudo tecidual de mucinas acidas

Na figural6é observa-se a expresséo tecidual de mucinas acidas nos animais do grupo
controle. Nas Figuras 17 e 18 observa-se a expressao tecidual de mucinas acidas nos animais
submetidos a intervencdo com SF e MMX por 14 dias, respectivamente e é possivel observar
qgue quando se compara estas imagens com a figura 16 a expressao das mucinas estad menor e

que a expressao muda quando se compara as tratadas com SF e MMX, porém o tratamento
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com MMX no periodo estudado ndo é suficiente para recuperar completamente quando

comparado com o controle.

FIGURA 16 — Mucinas acidas grupo sem colite (AB-200x)

FIGURA 17.Mucinas acidas-colite SF (AB 200x)
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FIGURA18. Mucinas é&cidas-colite MMX (AB 200x)

A figura 19 mostra o conteudo tecidual de mucinas acidas totais, em média, com o devido
erro padrdo, dos animais do grupo controle (apds 7 ou 14 dias de confinamento), e dos animais
do grupo experimento, 7 ou 14 dias ap0s a indugéo da colite por TNBS e aplicagéo diaria de
clisteres contendo SF ou MMX, sendo possivel observar que ndo ha alteragdo na concentragédo
de mucinas acidas com o passar do tempo dentro dos grupos, porém observa-se que ha a
diminuicao significativa na expressao das mesmas quando a colite é estabelecida e/ou tratadas
com MMX.
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FIGURA 19 — Conteudo tecidual de mucinas acidas no célon dos animais sem colite(apos 7 e 14 dias de
confinamento) e dos submetidos a intervencao com SF 0,9% ou MMX 7 e 14 dias ap6s inducéo da colite
por TNBS. **= p<0,01 (Controle 7 dias <SF 7 dias; Controle 7 dias < MMX 7 dias; Controle 14 dias < SF
14 dias, Controle 14 dias < MMX 14 dias). (Teste de Mann-Whitney).

Na tabela 4 observa-se a variagdo do conteudo de mucinas acidas no colon dos animais
ao longo do tempo.Quando se comparou de forma pareada, o conteddo de mucinas acidas
entre os animais do grupo controle e os tratados com SF por 7 dias verificou-se que 0s animais
com colite apresentavam valores significativamente menores (Controle 7 dias > SF 7 dias,
p=0,0005). De modo semelhante, quando se comparou 0s animais do grupo controle com os
tratados com MMX por 7 dias nos animais com colite o conteido de mucinas acidas também
diminuiu (Controle 7 dias > MMX 7 dias, p=0,0005).Ao0 se comparar de forma pareada, o
contetdo tecidual de mucinas acidas nos animais do grupo controle apés 14 dias de
confinamento com os submetidos a intervencdo com SF por 14 dias verificou-se que o contetdo
de mucinas acidas era menor nos animas tratados com SF. (Controle 14 dias > SF 14 dias,
p=0,0004). Da mesma forma, o conteldo de mucinas acidas nos animais do grupo controle
apo6s 14 dias de confinamento era maior que o encontrado dos animais submetidos a aplicacédo

de clisteres com MMX (Controle 14 dias > MMX 14 dias, p=0,0005). Ao comparar-se animais
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com colite submetidos a intervencdo com SF ou MMX verificou-se que a aplicacdo de clisteres

com MMX ndo aumenta o conteldo de mucinas acidas (SF 14 dias x MMX 14 dias, p=0,08).

Tabela 4 - Variagdo do conteddo de mucinas acidas em porcentagem por campo ao longo do

tempo
Conteudo de mucinas acidas (%/campo)
7 dias 14 dias
Controle 478+19 51,4+1,58
SF 31,93+1,2* 26,21+1,3
MMX 30,34+1,1 29,26+1,3

Teste de Kruskal-Wallis

45. Conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas

Na figura 20 mostra a expresséao tecidual de sulfomucinas e sialomucinas nos animais do
grupo controle. Nas figuras 21 e 22 a expressao tecidual se sulfomucinas e sialomucinas nos
animais do grupo com colite, submetidos a intervencédo com clisteres contendo SF ou MMX.
Quando se observa o corte histolégico dos animais tratados com SF verifica-se uma diminuig&o
nas sulfomucinas devido a colite, porém o tratamento com MMX aumenta a expresséo das

mesmas como representado na figura 22, porém a expressao nao é igual ao grupo controle.
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FIGURA 20- Sulfomucinas (marrom) e sialomucinas (azul) grupo sem colite (HIDAB-200x)

FIGURA 21.Sulfomucinas e sialomucinas-colite SF (AB 200x)
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FIGURAZ22.Sulfomucinas e sialomucinas-colite MMX (AB 200x)

Na figura 23 mostra-se o conteudo tecidual de sulfomucinas, em média, com o devido erro
padrdo, dos animais do grupo controle (apés 7 ou 14 dias de confinamento), e dos animais do
grupo experimento, 7 ou 14 dias ap6s a inducdo da colite por TNBS e aplicacdo diaria de
clisteres contendo SF ou MMX. No grupo controle hd um aumento significativo na expresséo de
sulfomucinas com o passar do tempo, da mesma forma que o grupo tratado com MMX. Ja o
grupo tratado com SF ha uma tendéncia a diminui¢cdo no contetdo de sulfomucina.
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FIGURA 23 — Conteldo tecidual de sulfomucinas no célon dos animais sem colite(ap6s 7 e 14 dias de
confinamento) e dos submetidos a intervencao com SF 0,9% ou MMX 7 e 14 dias ap6s inducdo da colite
por TNBS. *=p<0,05 (Controle 14 dias > MMX 14 dias). **= p<0,01 (Controle 7 dias >SF 7 dias; Controle
7 dias > MMX 7 dias; Controle 14 dias > SF 14 dias). t1= p<0,01 (MMX 14dias > SF 14 dias). Teste de
Mann-Whitney.

Na tabela 5 observa-se a variacdo do conteddo de sulfomucinas no célon dos animais ao
longo do tempo.Quando se comparou de forma pareada, o contetdo de sulfomucinas entre o0s
animais sem colite e os tratados com SF por 7 dias verificou-se que os animais com colite
apresentavam valores significativamente menores (Controle 7 dias > SF 7 dias, p=0,003). De
modo semelhante, quando se comparou 0s animais sem colite com os tratados com MMX por 7
dias nos animais com colite o contetdo de sulfomucinas também diminuiu (Controle 7 dias >
MMX 7 dias, p=0,0039).Ao se comparar de forma pareada, o contetdo tecidual de sulfomucinas
nos animais sem colite apés 14 dias de confinamento com os submetidos a intervengédo com SF
por 14 dias verificou-se que o contetdo de sulfomucinas era menor nos animas tratados com
SF. (Controle 14 dias > SF 14 dias, p=0,003). Da mesma forma, o conteddo de sulfomucinas
nos animais do grupo controle apés 14 dias de confinamento era maior que o encontrado dos

animais submetidos a aplicacdo de clisteres com MMX (Controle 14 dias > MMX 14 dias,

p=0,003). Esses achados mostram que a aplicacdo de clisteres com SF ou MMX néo é capaz
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de aumentar o conteudo de sulfomucinas quando comparado aos animais sem colite. Contudo,
cabe destacar que ao compararem-se 0s animais com colite apés 14 dias de intervencao
submetidos a intervencdo com SF ou MMX verificou-se que o tratamento com a MMX aumenta
o conteudo de sulfomucinas (SF 14 dias x MMX 14 dias, p=0,006).

Tabela 5 — Variacdo do conteddo de sulfomucinas em porcentagem por campo ao longo do tempo

Conteudo sulfomucinas (%/campo)

7 dias 14 dias
Controle 36,4+1,1 41,4+1.1*
SF 21,7+0,7 19,17+0,8
MMX 20,4+0,8 26,2+1,4*

Teste de Kruskal-Wallis

Na figura 24 mostra o contetdo tecidual de sialomucinas, em média, com o devido erro
padrdo, dos animais do grupo controle (apés 7 ou 14 dias de confinamento), e dos animais do
grupo experimento, 7 ou 14 dias ap6s a inducdo da colite por TNBS e aplicagdo diaria de
clisteres contendo SF ou MMX. Quando observada a figura € possivel observar o mesmo perfil
encontrado nas sulfomucinas, ou seja, que no controle e grupo tratado com MMX ha um
aumento significativo no contetido de sialomucinas, porém quando é analisado o grupo tratado
com SF ha uma tendéncia de aumento, contudo este resultado ndo é estatisticamente

significativo.
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FIGURA 24 — Conteldo tecidual de sialomucinas no c6lon dos animais sem colite(apos 7 e 14 dias de
confinamento) e dos submetidos a intervencao com SF 0,9% ou MMX 7 e 14 dias ap6s inducéo da colite
por TNBS. **= p<0,01 (Controle 7 dias >SF 7 dias; Controle 7 dias > MMX 7 dias; Controle 14 dias > SF
14 dias;Controle 14 dias > MMX 14 dias ). 1= p<0,01 (MMX 7 dias > SF 7 dias; MMX 14dias > SF 14
dias). Teste de Mann-Whitney.

Na tabela 6 observa-se a variagdo do contetdo de sialomucinas no coélon dos animais ao
longo do tempo. Ao se comparar de forma pareada, o conteudo tecidual de sialomucinas nos
animais sem colite apds 14 dias de confinamento com os submetidos a intervencado com SF por
14 dias verificou-se que o conteudo de sialomucinas era menor nos animas tratados com SF.
(Controle 14 dias > SF 14 dias, p=0,003). Da mesma forma, o contetdo de sialomucinas nos
animais do sem colite apos 14 dias de confinamento foi maior que o encontrado dos animais
submetidos a aplicacdo de clisteres com MMX (Controle 14 dias > MMX 14 dias, p=0,003).
Quando se avaliou a interferéncia do tempo no contetudo tecidual de sialomucinas verificou-se
gue nos animais sem colite induzida o conteddo aumentou com o tempo de intervencdo
(Controle 14 dias > Controle 7 dias, p<0,05). De modo semelhante, nos animais com colite
submetidos a intervencdo com SF o conteddo de sialomucinas também aumentou

significativamente apos 14 dias de intervencao (SF 14 dias > SF 7 dias, p<0,05). Nos animais
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tratados com MMX o aumento no conteddo de sialomucinas relacionado ao tempo de
intervencdo foi ainda mais evidente (MMX 14 dias > MMX 7 dias, p<0,05).

Tabela 6 — Variacdo do contetdo de sialomucinas em porcentagem por campo ao longo do

tempo
Conteudo de sialomucinas (%/campo)
7 dias 14 dias
Controle 23,2+1,0 29,14+0,8*
SF 6,0£0,6 8,82+0,4*
MMX 9,43+0,5 19,1%0,8*

Teste de Kruskal-Wallis
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5. DISCUSSAO

Modelos experimentais de colite permitem avaliar a efichcia de diferentes opc¢des
terapéuticas medicamentosas potencialmente promissoras para o tratamento das DII(OSHIMA.;
MIWA; JOH, 2008). A partir da quebra desses mecanismos de defesa o0 TNBS atua como um
hapteno, unindo-se a moléculas de alto peso molecular como as proteinas teciduais. A
migracdo do TNBS para o interior do epitélio colico lesado deflagra uma resposta imunolégica,
responsavel pelo processo inflamatério encontrado na mucosa e submucosa colica. Este
infiltrado inflamatdrio caracteriza-se pela presenca de grande quantidade de polimorfonucleares,
macréfagos e mastdcitos. A resposta imune consequente a presenca do TNBS é do tipo Th-1,
onde ocorre uma grande producdo de citocinas proé-inflamatorias como o IFN-y, TNF-a e IL-
12(GOYAL, 2014).Portanto a discussdao dos achados demonstrados anteriormente esti

apresentada a seguir.
Escore macroscopico de inflamacéo

Quando se avaliaram os valores de escore inflamatdrio macroscépico os animais sem
colite, ap6s 7 dias e 14 dias de confinamento, o valor do escore era idéntico para ambos aos
periodos de tempo considerados. Esses dados mostram que os animais do grupo controle nao
apresentavam mudanca no escore macroscopico ao longo do tempo de duracdo do
experimento. A maioria dos animais apresentava pontos ocasionais de hiperemia na mucosa
cOlica ao longo do célon. De modo semelhanteapresentou o0 escore macroscopico de
inflamacao encontrado nos animais submetidos a indugéo da colite e irrigados com clisteres
contendo SF por 7 e 14 dias, no momento daeutanasia, porém o valor foi estatisticamente
diferente, sendo maior quando comparado com o controle. Esses resultados, corroboram com
outros autores mostram que o escore macroscopico ndo apresentou reducdo significativa do
célon dos submetidos a intervencao com SF, e foi significativamente maior em relacao aos
animais sem colite(MORITA et al., 2004). O escore macroscopico de inflamacéo no célon dos
animais com colite e tratados com clisteres contendo MMX por 7 e 14 dias foi, no momento da
eutanasia, de 4 e 3, respectivamente. Esses resultados mostram que animais tratados com

MMX o escore inflamatério diminuiu com o passar do tempo, embora fosse sempre maior que
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os dos animais sem colite e menor do que os animais tratados com SF. A andlise destes
resultados sugere que a intervencdo com TNBS, em virtude do grave processo inflamatério e
edema em que promove, talvez possa ser responsavel aumento do escore de inflamacao
independente da substancia de intervencao aplicada e do tempo, mas a aplicacdo de clisteres
contendo MMX é capaz de melhorar o processo inflamatério mucoso.Esses achados

corroboram com os que foram descritos anteriormente(MORRIS, 1989).

O radical 5-ASA presente na molécula da SSZ, também conhecido como mesalazina,
apesar de ndo ser isento de efeitos colaterais, quando utilizado isoladamente mostrava-se o
principal radical responsavel pela acdo anti-inflamatéria e antioxidante nos portadores de DI,
como apresentado pelos resultados aqui encontrados. O exato mecanismo de acdo da
mesalazina ainda ndo é totalmente conhecido, embora pareca que ela deva estar presente
numa certa concentracdo no local da inflamacdo, onde sofre transformacdo em acetil 5-ASA.
Esses efeitos mostraram-se relacionados a inibicdo da sintese de prostaglandinas, reducéo no
metabolismo do &cido aracdénico e inibicdo da quimiotaxia de células inflamatérias(PRAVDA,
2005).

Escore microscoépico de inflamagéo

Quando se avaliou os valores de escore de inflamag¢éo do ponto de vista microscépico,
verificou-se que nos animais sem colite, apés 7 dias e 14 dias de confinamento, os valores
eram semelhantes para ambos aos periodos de tempo considerados. Esses dados mostram
gue os animais sem indugéo de colite ndo apresentavam alteragfes microscopicas na mucosa
coOlica ao longo do tempo. Nos animais submetidos a indugdo da colite por TNBS que
receberam clisteres contendo SF, por 7 e 14 dias, mostram que existe piora do grau de dano
microscopico & mucosa colica com o passar do tempo da intervencdo. Por sua vez, o escore
microscépico de inflamacao nos animais tratados com MMX por 7 e 14 dias foi no momento da
eutanasia mostram que a aplicacdo de clisteres com MMX reduziu o escore de inflamacao em
relacdo aos animas submetidos a intervencdo com SF, embora continuasse maior quando

comparado aos animais sem colite.

Quando se comparou de forma pareada, utilizando o teste de mediana, o escore

microscopico de inflamacdo comparando animais sem colite com submetidos a irrigacdo com
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SF por 7 dias verificou-se que o0s animais com colite apresentavam valores significativamente
maiores (Controle < SF 7 dias, p=0,007). De modo semelhante, mas com um valor menor,
quando se comparou os animais do grupo controle com os tratados com MMX por 7 dias o
escore microscopico também era maior (Controle < MMX 7 dias, p=0,007). Esses resultados
sugerem que a aplicacdo de clisteres com SF ou MMX, nos primeiros 7 dias de intervencao,
ndo sao capazes de diminuir as altera¢cdes microscopicas quando comparadas ao célon normal.
Contudo, quando se compara os animais submetidos a intervengdo com MMX com os irrigados
com SF verifica-se que a MMX apesar de diminuir o escore microscépico os resultados ndo
mostraram significancia (p=0,25). E possivel que a reducéo do escore esteja relacionada aos
efeitos anti-inflamatérios da MMX e que com uma amostra maior nos grupos experimentais

esses resultados talvez pudessem tornar-se significantes.

Ao se comparar de forma pareada, utilizando o teste de mediana, o escore de graduagéo
inflamatoria avaliado por microscopia dos animais sem colite com 0s animais com colite
induzida, submetidos a irrigacdo com SF por 14 dias, verificou-se que o escore inflamatério era
maior nos animas tratados com SF. (Controle < SF 14 dias, p=0,007). Todavia quando se
comparou, adotando teste de mediana, o escore microscépico nos animais sem colite com o0s
tratados com MMX por 14 dias verificou-se que os tratados com MMX por 14 dias
apresentavam graduacdo de escore semelhante que o encontrado dos animais sem colite
(Controle 14 dias x MMX 14 dias, p=0,40). Quando se comparou 0s niveis de escore
inflamatorio microscopico entre os animais com colite submetidos a intervencdo com SF ou
MMX por 14 dias, o tratamento com MMX reduziu o escore (p=0,02). Esses achados mostram
gue a aplicacdo de clisteres com MMX por um maior periodo de tempo reduz os achados

inflamatérios microscépicos nos animais com colite induzida.

Conteldo tecidual de mucinas neutras

Quando se mensurou o conteddo de mucinas neutrasapés 7 dias e 14 dias os animais
sem colite aumentaram em aproximadamente 15% o conteido de mucinas neutras no epitélio
colico. Ja o conteldo de mucinas neutras encontrados nos animais com colite e submetidos a
intervengdo com clisteres contendo SF por 7 e 14 dias mostram que ocorre reducdo do

conteddo de mucinas neutras na mucosa célica ao longo do tempo de 2,74%. De forma
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semelhante, o conteddo de mucinas neutras no coélon dos animais com colite e tratados com
clisteres contendo MMX por 7 e 14 dias o conteldo de mucinas neutras reduziu 0,32% ao longo
do periodo de intervencdo, 0 que ndo € estatisticamente significativa. A analise destes
resultados sugere que na colite induzida por TNBS, em virtude do processo inflamatério grave,
existe reducdo acentuada no conteldo de mucinas neutras e que independente da substancia

de intervengéo utilizada ndo houve melhora no conteudo.

Quando se comparou de forma pareada, o conteido de mucinas neutras entre 0s animais
sem colite e os tratados com SF por 7 dias verificou-se que 0s animais com colite apresentavam
valores significativamente menores. De modo semelhante, mas com valor ainda menor, quando
se comparou os animais do Grupo Controle com os tratados com MMX por 7 dias nos animais
com colite, o contetddo de mucinas neutras também foi menor. Esses resultados sugerem que a
aplicacdo de clisteres com SF ou MMX, nos primeiros 7 dias de intervencdo ndo preserva o
contetido de mucinas neutras na mucosa célica em relacéo epitélio sem colite. E possivel que a
gravidade do processo inflamatério além de destruir a populacdo de células componentes do
epitélio cdlico, entre elas as células caliciformes, associada a maior extrusdo do muco para o
interior do lume do colon, como tentativa de protecdo epitelial estejam relacionadas a reducéo
do contetdo. Estudos que avaliaram o conteudo tecidual em modelos de colite de exclusdo
mostraram que existe redu¢éo no contetdo de mucinas neutras quando se comparam os colons
com e sem colite, semelhante aos resultados deste estudo(MARTINEZ, 2015). Dois estudos
avaliaram a colite de exclusédo tratada ou n&o tratada com a aplicagdo de clisteres com
curcumina e sucralfato no contelido de mucinas neutras comparando célon segmentos célicos
sem colite e os com colite tratados com as substancias (MARTINEZ, 2015). Os resultados
mostraram que ambas as substancias aumentam o conteldo de mucinas, porém a valores
inferiores aos do c6lon sem colite. Cabe destacar, que no presente estudo a aplicacdo de MMX
ndo foi capaz de reproduzir esse efeito, provavelmente pelo fato de que o modelo de
experimental de colite induzida por TNBS provoca uma inflamac¢do muito mais grave que o

modelo de colite de exclusao.

Ao se comparar de forma pareada, o conteudo tecidual de mucinas neutras nos animais
sem colite pés 14 dias de confinamento com os tratados com SF por 14 dias verificou-se que o

conteddo de mucinas neutras era menor nos animas tratados com SF. Estudo avaliando em
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modelos de colite do célon excluso, mostrouque a reducédo do conteddo de mucinas neutras
mantém-se menor, quando comparado com o cOlon sem colite, com o passar do
tempo(MARTINEZ, 2015).Quando se comparou o conteldo de mucinas neutras nos animais
sem colite apés 14 dias de confinamento com os tratados com MMX por 14 dias verificou-se
gue os animais submetidos a intervencdo com MMX também, cursaram com contelldo menor
que o encontrado dos animais sem colite. Esses achados mostram que a aplicacdo de clisteres
com MMX mesmo por 14 dias ndo foi capaz de recuperar o conteido de mucinas neutras até
mesmo quando comparada aos animais submetidos a intervengdo com SF Controle 14 dias.

Quando se avaliou a interferéncia do tempo no conteudo tecidual de mucinas neutras
verificou-se que nos animais do Grupo Controle ocorria aumento do conteido com o passar do
tempo de intervengdo. De modo distinto, nos animais tratados com SF e com MMX, o conteddo
de mucinas neutras ndo apresentou variacdo apés 14 dias de intervengdo. Esses resultados
mostram que independente da solucdo de intervengao utilizada, nos animais com colite ndo
existe variacdo do conteldo de mucinas neutras na mucosa colica confirmando a intensa

deplecéo neste tipo de mucina decorrente da grave colite induzida por TNBS.

Conteudo tecidual de mucinas acidas totais

Quando se comparou de forma pareada, o conteldo de mucinas acidas entre os animais
do grupo controle e os tratados com SF por 7 dias verificou-se que 0s animais com colite
apresentavam valores significativamente menores, da mesma forma que MMX por 7 dias.
Esses resultados mostram que nos animais com colite, independente da solucéo utilizada nos

primeiros 7 dias de intervencdo o contetudo de mucinas acidas na mucosa célica é semelhante.

Ao se comparar de forma pareada, o contetdo tecidual de mucinas acidas nos animais
do grupo controle apés 14 dias de confinamento com os submetidos a intervencdo com SF pelo
mesmo periodo verificou-se uma diminuicdo significativa. Da mesma forma ocorreu com o
contetdo de mucinas acidas nos animais submetidos a aplicacao de clisteres com MMX quando
comparadas com o controle. Ao comparar-se animais com colite submetidos a intervencdo com
SF ou MMX verificou-se que a aplicacdo de clisteres com MMX né&o altera o conteudo de

mucinas acidas.
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Quando se avaliou a interferéncia do tempo no conteudo tecidual de mucinas acidas
verificou-se que nos animais do grupo controle o conteido ndo se modificou com o tempo de
intervencdo. De modo distinto, nos animais com colite submetidos a intervencdo com SF o
conteudo de mucinas &cidas reduziu significativamente apds 14 dias de intervencdo. Nos
animais tratados com MMX nado houve variacdo no conteldo de mucinas acidas relacionado ao
tempo de intervencdo. Esses resultados mostram que a intervencdo com MMX por 14 dias
mantém o contetdo de mucinas acidas na mucosa célica. Resultados semelhantes foram
obtidos por autores que avaliaram outras drogas anti-inflamatérias em modelos de colite de
colon excluso (GOYAL et al., 2014).

Poucos estudos avaliaram o conteddo de mucinas acidas em modelos experimentais de
colite induzida por TNBS submetidos ao tratamento com substancias quimicas, 6leos ou
extratos vegetais. Esses estudos mostram que substancias que apresentam acgdo anti-
inflamatéria aumentam a producdo de mucinas, particularmente de mucinas acida (GOYAL et
al., 2014).

Conteudo tecidual de sulfomucinas

A partir das alteracdes do conteudo de mucinas acidas totais houve-se a necessidade de
estuda-las separadamente. Quando se comparou de forma pareada, o contetdo de
sulfomucinas entre os animais sem colite e os tratados com SF por 7 dias verificou-se que os
animais com colite apresentavam valores significativamente menores. De modo semelhante,
guando se comparou 0s animais sem colite com os tratados com MMX por 7 dias nos animais
com colite o conteddo de sulfomucinas também diminuiu. Esses resultados sugerem que
independente da solugdo utilizada, nos primeiros 7 dias de intervencdo ocorre reducdo o
conteudo de sulfomucinas na mucosa colica nos animais com colite em relacdo aos animais

saudaveis.

Ao se comparar de forma pareada, o conteudo tecidual de sulfomucinas nos animais
sem colite apds 14 dias de confinamento com os submetidos a intervencao com SF por 14 dias
verificou-se que o contetado de sulfomucinas era menor nos animas tratados com SF. Da
mesma forma, o contetdo de sulfomucinas nos animais do grupo controle apos 14 dias de

confinamento era maior que o encontrado dos animais submetidos a aplicagdo de clisteres com
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MMX. Esses achados mostram que a aplicacdo de clisteres com SF ou MMX néo é capaz de
aumentar o contetudo de sulfomucinas quando comparado aos animais sem colite. Contudo,
cabe destacar que ao compararem-se 0sS animais com colite apés 14 dias de intervencdo
submetidos a intervencdo com SF ou MMX verificou-se que o tratamento com a MMX aumenta
o contetdo de sulfomucinas. Esses mesmos achados ja foram descritos anteriormente em
modelos de colite de desuso em animais tratados com sucralfato substancia com propriedades
anti-inflamatéria e antioxidante, semelhantes as da mesalazina. Em outro estudo avaliando o
conteudo de sulfomucinas em animais tratados com clisteres contendo curcumina em diferentes
concentracdes verificou que embora o contetdo tecidual de sulfomucinas aumentasse com o
emprego se concentracdes mais elevadas ela ndo foi suficiente para aumentar o contetudo
quando comparada a animais submetidos a clisteres com SF (GOYAL et al., 2014). Nenhum
estudo mensurou especificamente o contetdo tecidual de sulfomucinas em animais submetidos
a colite induzida por TNBS. Todavia, ja se demonstrou que existe reducao do conteudo tecidual
de mucinas em animais com colite induzida por TNBS. Demonstrou-se que o uso de extratos
vegetais, com atividade anti-inflamatéria e antioxidante, pode aumentar o contetdo tecidual de
mucinas por aumentarem a expressao de genes relacionados a sintese das fracdes proteicas
de sua molécula (GOYAL et al., 2014).

Quando se avaliou a interferéncia do tempo no contetdo tecidual de sulfomucinas
verificou-se que nos animais sem colite o conteiddo aumentou com o tempo de intervencéo. De
modo diferente, nos animais com colite submetidos a intervencdo com SF o contetdo de
sulfomucinas ndo se alterou apds 14 dias de intervencdo. Nos animais tratados com MMX a
semelhanga com 0 que ocorreu nos animais saudaveis houve aumento no conteddo de
sulfomucinas relacionado ao tempo de intervencdo. Esses resultados mostram que a

intervencdo com MMX por 14 dias aumenta o conteudo de sulfomucinas na mucosa cdlica.

Conteldo tecidual de sialomucinas

Ao se comparar de forma pareada, o contetdo tecidual de sialomucinas nos animais sem
colite ap6s 14 dias de confinamento com os submetidos & intervencdo com SF por 14 dias
verificou-se que o conteddo de sialomucinas era menor nos animas tratados com SF. Da

mesma forma, o conteldo de sialomucinas nos animais do sem colite apés 14 dias de
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confinamento foi maior que o encontrado dos animais submetidos a aplicacdo de clisteres com
MMX. Esses achados mostram que a aplicacdo de clisteres com MMX ndo € capaz de
aumentar o conteldo de sialomucinas quando comparado aos animais sem colite. Contudo,
cabe destacar que, ao compararem-se 0s animais com colite apds 7 ou 14 dias de intervencao
submetidos a intervencdo com SF ou MMX verificou-se que houve aumento no conteudo
tecidual de sialomucinas nos animais tratados com MMX. Resultados semelhantes foram
descritos anteriormente em modelos de colite de desuso em animais tratados com sucralfato,
curcumina substancias com propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes semelhantes as da
mesalazina(CAMPOS et al.,, 1997). Cabe destacar que a MMX foi capaz de aumentar o
conteudo de sialomucinas, geralmente o subtipo de mucina acida que sofre a maior redugdo em

modelos experimentais de colite(BOLTIN et al., 2013).

Quando se avaliou a interferéncia do tempo no contetdo tecidual de sialomucinas
verificou-se que nos animais sem colite induzida o conteddo aumentou com o tempo de
intervenc@o. De modo semelhante, nos animais com colite submetidos a intervencdo com SF o
contetdo de sialomucinas também aumentou significativamente apds 14 dias de intervengéo.
Nos animais tratados com MMX o aumento no conteldo de sialomucinas relacionado ao tempo
de intervencéo foi ainda mais evidente. Esses resultados mostram que nos animais com colite
induzida a intervencdo com MMX por 14 dias aumenta o conteddo de sialomucinas na mucosa

colica.

Quando se analisa em conjunto todos os dados obtidos no presente estudo, é possivel
constatar que em todos os animais onde a colite foi induzida pelo TNBS, o processo
inflamatério, analisado por variaveis clinicas, macroscépicas, microscopicas ou bioquimicas, foi
sempre mais intenso quando comparado aos animais onde a colite ndo foi induzida. Da mesma
forma, quando se analisa a expresséao tecidual dos varios tipos e subtipos de mucinas, primeiro
mecanismo de defesa do epitélio célico verifica-se reducdo nos animais onde a colite foi
induzida, independentemente do tipo ou subtipo de mucina analisada. Assim sendo, € possivel
concluir que a exposicao da mucosa célica ao hapteno além de romper a camada de muco,
primeira linha de defesa constituintes da barreira epitelial célica, induz a formacéo de processo
inflamatoério intenso, independentemente do tempo do experimento. Esses achados parecem

confirmar a eficacia do modelo experimental de colite por TNBS para o estudo experimental de



66

possiveis agentes terapéuticos, ndo obstante a gravidade da inflamacdo que a substancia

provoca.

Quando se analisam os resultados obtidos comparando os diferentes parametros
analisados, exclusivamente nos animais submetidos a inducdo de colite com TNBS e
submetidos a intervencdo ou com SF (controle +) o MMX, verifica-se que a MMX melhora o
processo inflamatério analisado por variaveis clinicas, macroscopicas, microscopicas ou
bioquimicas. Nos animais tratados com MMX o processo inflamatério foi sempre menor quando
comparado aos animais submetidos a intervencdo com SF. Da mesma forma, quando se
analisou a expressao tecidual das mucinas, comparando os animais submetidos a intervencao
com SF o MMX verificou-se que o conteudo total de mucinas neutras e acidas ndo se modificou.
Todavia, quando se avaliou os subtipos de mucinas &cidas (sulfomucinas e sialomucinas) o
contetido de ambos os subtipos foi maior nos animais tratados com MMX por 14 semanas. E
provavel que esses achados estejam relacionados com a melhora do processo inflamatorio e
com a tentativa de restabelecimento da camada de muco ao longo da glandula célica que, aos

poucos, vai se regenerando.

Todos esses resultados analisados conjuntamente permitem concluir que a aplicagéo de
enemas contendo mesalazina revestida com a tecnologia MMX é eficaz na reducdo do
processo inflamatoério colico e recuperacdo da integridade epitelial em modelo experimental de
colite induzida por TNBS. Da mesma forma a aplicacdo de clisteres com MMX aumenta a
producéo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas, glicoproteinas constituintes da primeira linha
de defesa do epitélio cdlico representada pela camada de muco. Esse achado sugere que a
MMX é capaz de aumentar a prote¢do dada pela camada de muco pela maior produgéo de dois
subtipos de mucinas &cidas que se alteram nas colites. Apesar de todas essas evidéncias
experimentais, novos estudos utilizando a droga em seres humanos e com maior numero de

casos ainda sdo necessarios para validar esses resultados.
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6. CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste modelo experimental de colite induzida por TNBS

permitem concluir que:
A aplicacdo do TNBS é um bom protocolo para a indugéo de colite in vivo;

A aplicacéo de clisteres contendo mesalazina revestida com etilcelulose (MMX) € eficaz

na melhora do processo inflamatoério da mucosa colica;

A aplicacao diaria de clisteres com MMX aumenta o conteudo tecidual de sulfomucinas e

sialomucinas constituintes da barreira de muco que recobre o epitélio cdlico.
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8. ANEXO

Anexo |: Paracer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE SAQ FRANCISCO

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagao dos efeitos terapéuticos da aplicagdo de Clisteres
com Mesalazina na Colite de Desuso. Estudo Experimental em Ratos”., protocolo n® 002.03.2017 -
versdo lll sob responsabilidade do pesquisador Dr.Carlos Augusto Real Martinez que envolve
a produgado, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo chordata, subfilo
Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional e Controle a
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica o Uso de
Animais (CEUA da Universidade Sao Francisco — USF), em reunido do dia 31/08/2017.

Protocolo: 002.03.2017 — verséo IlI

IP. Ciuca: 200.225.122.34

CIAEP/CONCEA N° 01.226.2014

Vigéncia do Projeto: 01/09/2017- 30/12/2018
Numero e Animais: 24 ratos Machos
Espécie: Ratos heterogénicos

Linhagem Wistar

Peso: 200-300g

Total de Animais: 24 ratos heterogénicos

Procedéncia do Animal: Laboratério — ANILAB — Animais de Laboratério Criagado e Comércio,
Laboratérios Veterinarios

Coordenador do Comité de Etica no Uso de Animal em Pesquisa
Universidade Sao Francisco

Campus Braganga Paulista Av. S3o Francisco de Assis, 218 - Jd. S30 José - CEP 12916-900 / Tel.: 11 2454,8000 / Fax: 4034.1825
Campus Campinas - Unidade Cambul R. Cel. Silva Teles, 700 prédio C - Cambul - CEP 13024-001 / Tel.: 19 3779.3370
Campus Campinas - Unidade Swift R. Waldemar César da Silveira, 105 - Swift - CEP 13045-510/ Tel.: 19 3779.3300/ Fax: 3779.3321

Campus ltatiba Av. Senador Lacerda Franco, 360 - Centro - CEP 13250-400/ Tel.: 11 4534.8000 / Fax: 4534.8015



