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RESUMO 
 

As junções intercelulares representam um dos principais constituintes da barreira epitelial 
cólica e podem estar danificadas na colite experimental. No epitélio do cólon são descritas 
três tipos principais de junções intercelulares, representadas pelas junções de oclusão, 
aderência e comunicantes. As junções de oclusão e aderências são as mais importantes 
para assegurar a manutenção da barreira epitelial.  As junções de oclusão do epitélio cólico 
são formadas pelas proteínas da família das claudinas (principalmente a claudina-3) e 
ocludina, enquanto as junções aderentes pelas proteínas E-caderina e β-catenina. Estudos 
mostraram que existe redução no conteúdo dessas proteínas em modelo experimental de 
colite de exclusão (CE). O sucralfato (SCF) vem sendo utilizado há várias décadas para o 
tratamento de diferentes formas de colite. A substância possui um efeito protetor sobre a 
mucosa cólica, melhora a cicatrização epitelial, além de apresentar propriedades anti-
inflamatórias e antioxidantes. Os efeitos do SCF na manutenção do conteúdo tecidual das 
proteínas existentes nas junções de oclusão e de aderência do epitélio intestinal nunca 
foram avaliados em modelos de CE. Objetivo: Avaliar os efeitos protetores da aplicação 
tópica do sucralfato no conteúdo tecidual das proteínas claudina-3, ocludina, E-caderina, β-
catenina, atividade anti-inflamatória e antioxidante na mucosa cólica sem trânsito intestinal. 
Método: Trinta e seis ratos foram submetidos ao desvio do trânsito intestinal por colostomia 
proximal e fístula na mucosa distal. Os animais foram divididos em três grupos após terem 
recebido enemas diários com solução fisiológica (SF), SCF 1,0 g/kg/dia ou 2,0 g/kg/dia. 
Cada um desses grupos experimentais foram divididos em dois subgrupos, a eutanásia foi 
realizada após 2 e 4 semanas. A presença de colite foi diagnosticada após análise 
histológica. A intensidade do processo inflamatório tecidual foi avaliada utilizando escala de 
inflamação previamente validada. O infiltrado neutrofílico foi avaliado pelo conteúdo tecidual 
de mieloperoxidase (MPO) identificada por imunohistoquímica. As proteínas claudina-3, 
ocludina, E-caderina, β-catenina e MPO foram identificadas por técnica imunohistoquímica 
utilizando-se anticorpos monoclonais específicos para cada uma. O conteúdo tecidual de 
todas as proteínas foi quantificado por análise de imagem assistida por computador, e o 
valor final atribuído para cada animal foi representado pelos valores médios após a análise 
de três campos histológicos distintos e expressos em porcentagem/campo (%/campo). Para 
comparar resultados obtidos entre os grupos utilizou-se o teste de Mann-Whitney e, para 
análise de variância com relação ao tempo de intervenção, o teste de Kruskal-Wallis, 
adotando-se nível de significância de 5% (p<0,05). Resultados: A intervenção do cólon 
excluso de trânsito intestinal com SCF, na concentração de 2,0 g/kg/dia por 4 semanas, 
diminuiu o escore inflamatório e mostrou-se relacionada a concentração utilizada e ao tempo 
de intervenção. A intervenção com SCF, em ambas concentrações utilizadas aumentou o 
conteúdo das proteínas E-caderina, β-catenina, claudina-3 e ocludina e reduziu o conteúdo 
de MPO e MDA independentemente da concentração utilizada. A redução do escore 
inflamatório variou com o tempo de intervenção e com a concentração de SCF utilizada. Não 
houve variação no conteúdo tecidual das demais proteínas estudadas com o tempo de 
intervenção. Conclusões: A aplicação de enemas com SCF reduz o escore inflamatório e o 
infiltrado neutrofílico, e preserva o conteúdo tecidual das proteínas E-caderina, β-catenina, 
claudina-3 e ocludina sugerindo que a substância possua efeito protetor das junções 
intercelulares em modelo de colite de exclusão.  

 

Palavras Chaves: Cólon; Colite Experimental; Junções Intercelulares; Moléculas de Adesão 
Celular; Junções oclusivas; Junções aderentes; Mieloperoxidase; Malondialdeído; Análise 
de Imagem Assistida por Computador.    
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ABSTRACT 

 
The intercellular junctions represent one of the major constituents of the colonic epithelial 
barrier and may be damaged in experimental colitis. In the colonic epithelium there are three 
main types of intercellular junctions, represented by tight junctions, adherents junctions and 
gap junctions. Tight junctions and adherents junctions are the most important to ensure the 
selective permeability of the epithelial barrier. Tight junctions of the colonic epithelium are 
formed by protein's of the claudin family (mainly claudin-3) and occludin, while the adherents 
junctions by E-cadherin and β-catenin proteins. Studies have shown that there is a reduction 
in the tissue content of protein in experimental model's of diversion colitis. Sucralfate (SCF) 
has been used for several decades for the treatment of different forms of colitis. The 
substance has protective effect on the colonic mucosa, improves epithelial healing, besides 
presenting anti-inflammatory and antioxidant properties. The effects of the SCF in 
maintaining the tissue contents of the proteins existing in the tight and adherents junctions of 
the intestinal epithelium was not assessed yet in experimental models of diversion colitis. 
Objective: To evaluate the effects protectors of topical application of sucralfate in the tissue 
content of claudin-3, occludin, E-cadherin, β-catenin, anti-inflammatory and antioxidant 
activity in the colonic mucosa without fecal stream. Method: Thirty-six rats were under went 
to deviation of the fecal stream transit through proximal colostomy and distal mucous fistula. 
The animals were divided into three experimental groups according having received daily 
enemas with 0.9% saline, 1.0 SCF / kg / day or 2.0 g / kg / day. Each of the experimental 
group was divided into two subgroups, according to the euthanasia be performed after 2 or 4 
weeks. The presence of colitis was diagnosed after histological analysis. The intensity of 
tissue inflammation was measured using previously validated scale of inflammation. The 
neutrophilic infiltrate was evaluated by the tissue content of myeloperoxidase (MPO) 
identified by immunohistochemistry technique. Claudin-3, occludin, E-cadherin, β-catenin 
and MPO proteins' were identified by immunohistochemistry technique using primary specific 
monoclonal antibodies for each one. Tissue contents' of all proteins  were quantified by 
image assisted computer-analysis, and the final value assigned to each animal was 
represented by the mean values after analysis of three distinct histological fields and 
expressed in percentage/field (% / field). To compare the results among the experimental 
groups we used the Mann-Whitney test and for analysis of variance with respect to time of 
intervention the Kruskal-Wallis test, adopting for both tests a significance level of 5% (p 
<0.05). Results: The intervention with SCF of the colon without fecal stream at a 
concentration of 2.0 g / kg / day for 4 weeks, decreased the inflammatory score and was 
related to the concentration used and time of intervention. The intervention with SCR, used in 
both concentrations increased content of the protein E-cadherin, β-catenin, claudin and 
occludin-3 and reduced MPO content irrespective of the concentration and MDA used. The 
inflammatory score showed reduction of the values with the time of intervention and with the 
concentration of the SCF used. There was no change in the tissue content of all other 
proteins studied with the intervention time. Conclusions: Enemas with SCF reduces the 
inflammatory score and neutrophilic infiltrate and preserves tissue content of the proteins E-
cadherin, β-catenin, claudin-3 and occludin suggesting that the substance has protective 
effect of intercellular junctions in experimental model of diversion colitis. 

Key words: Colon; Experimental colitis; Intercellular Junctions; Cell Adhesion Molecules; 
Tight Junctions; Adherens Junctions; Peroxidase; Image Processing Computer-Assisted. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 Glotzer et al. (1981) chamaram a atenção, pela primeira vez, que o processo 

inflamatório que se desenvolve nos segmentos cólicos exclusos de trânsito intestinal 

denominado pelos autores de colite de exclusão (CE) – surge em decorrência da falta do 

suprimento regular de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) para as células epiteliais da 

mucosa cólica (GLOTZER et al., 1981). Estudos clínicos e experimentais mostraram que os 

AGCC representam o principal substrato energético utilizado pelas células especializadas do 

epitélio intestinal (BOSSHARDT e ABEL, 1984; AGARWAL e SCHIMMEL, 1989; 

GERAGHTY e TALBOT, 1991; MORTENSEN e CLAUSEN, 1996; COOK e SELLIN, 1998). 

Esses resultados foram confirmados quando demonstrou-se que o fornecimento de soluções 

nutricionais ricas em AGCC ao cólon excluso, o restabelecimento do trânsito fecal e o 

transplante autólogo de fezes associado a oferta conjunta de butirato revelaram-se 

estratégias capazes de regredir o processo inflamatório intestinal e cicatrizar o epitélio cólico 

danificado (SCHEPPACH et al., 1997; OLIVEIRA NETO e AGUILAR-NASCIMENTO, 2004; 

NASRRI et al., 2008; PACHECO et al., 2012; GUNDLING et al., 2015). Todavia, os 

mecanismos moleculares pelos quais a deficiência no suprimento de AGCC leva ao 

surgimento da CE permanecem controversos.  

O epitélio do intestino grosso é uma das mais perfeitas barreiras funcionais do ser 

vivo, separando o interior do lúmen intestinal, que concentra grande população bacteriana, 

do meio interno estéril (PEREIRA et al., 2013; CHAIM et al., 2014; BONASSA et al., 2015). 

Essa barreira epitelial é formada por uma série de estruturas celulares que conferem 

proteção mecânica e por células de defesa do sistema imune que constituem uma barreira 

funcional imunológica. Esses dois sistemas atuando em conjunto são responsáveis pela 

separação entre os meios interno e externo do corpo humano impedindo que agentes 

bacterianos e outras toxinas presentes no lúmen intestinal migrem para o meio interno 

ocasionando bacteremia e, até mesmo, septicemia (COSKUN, 2014). Hoje em dia admite-se 

que o processo inflamatório que ocorre na parede intestinal em portadores de doenças 

inflamatórias intestinais (DII) surge a partir da quebra desse sistema de defesa epitelial. 

A barreira de proteção mecânica é formada por diferentes linhas de defesa, 

principalmente representadas pela camada de muco que recobre o epitélio cólico, 

membranas citoplasmáticas das células epiteliais da mucosa cólica, o complexo sistema de 

junções intercelulares formados pelas junções de oclusão, adesão e comunicação e, 

finalmente, pela membrana basal (MARTINEZ et al., 2010). Por outro lado, a proteção 

funcional é conferida por células do sistema imune representadas por neutrófilos, 

eosinófilos, basófilos, linfócitos e macrófagos, bem como, por citocinas anti-inflamatórias e 
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anticorpos abundantes na parede cólica. Esse exuberante sistema imunológico de defesa 

faz com que o cólon seja considerado o maior órgão linfóide do ser humano (Fig. 1).  

 

 

 

 

 

Figura 1 – Quebra da barreira epitelial na fase de iniciação da inflamação da mucosa 
intestinal. Fonte: Figura retirada de: COSKUN (2014, pag.2) 

            

 Uma série de estudos experimentais realizados ao longo dos últimos 10 anos pelo 

nosso grupo no Laboratório de Investigação Médica da Universidade São Francisco (LIM-

USF) mostrou que esses mecanismos de defesa mecânica se encontram danificados na 

mucosa cólica exclusa de trânsito intestinal (SOUSA et al., 2008; NONOSE et al., 2009; 

MARQUES et al., 2010; MARTINEZ et al., 2010a; MARTINEZ et al., 2010b; CALTABIANO et 

al., 2011; CUNHA et al., 2011; LAMEIRO et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; MARTINEZ et 

al., 2012; KADRI et al., 2013; CHAIM et al., 2014; BONASSA et al. 2015; MARTINEZ et al., 

2015). 

 Com o objetivo de contribuir para a elucidação dos mecanismos moleculares que 

ocasionam a quebra da barreira epitelial cólica na CE nosso grupo, numa sequência de 

estudos, verificou-se que as células da mucosa cólica desprovidas do suprimento normal de 

AGCC sofrem alterações metabólicas na cadeia respiratória tendo como consequência a 
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maior produção de radicais livres de oxigênio (RLO) (MARTINEZ et al., 2010b). Quando a 

produção desses RLO excede a capacidade dos sistemas antioxidantes em neutralizá-los 

existe o desenvolvimento de uma condição patológica conhecida como estresse oxidativo 

(MARTINEZ, 2010). O excessivo contingente de RLO produzidos a partir de células da 

mucosa cólica exclusa de trânsito oxidam diferentes substâncias constituintes células 

epiteliais, danificando-as e ocasionando quebra dos diferentes mecanismos estruturais de 

defesa (PRAVDA, 2005; NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010b; MARTINEZ et al., 

2010b; MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013). Resumidamente, os resultados de 

todos esses estudos mostram que o estresse oxidativo reduz e modifica a produção de 

mucinas que recobrem o epitélio cólico (NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010b), 

danificam as membranas citoplasmáticas das células epiteliais (MARQUES et al., 2010), 

rompem as junções aderentes intercelulares formadas pelas proteínas E-caderina (KADRI et 

al., 2013) e -catenina (MARTINEZ et al., 2012), e as proteínas constituintes das junções de 

oclusão representadas por proteínas da família das claudinas, particularmente a claudina-3, 

e a ocludina (MARTINEZ et al., 2015a). Recentemente demonstrou-se que a ruptura desses 

mecanismos de adesão intercelular do epitélio intestinal relaciona-se ao estresse oxidativo e 

a maior presença de infiltrado neutrofílico (MARTINEZ et al., 2015b). 

 As evidências de que os RLO são as moléculas responsáveis pelo dano ao epitélio 

cólico e pelo desenvolvimento da CE foram reforçadas por outra série de estudos onde 

nosso grupo mostrou que a aplicação tópica no cólon excluso de trânsito intestinal de 

substâncias com atividades antioxidantes, sintéticas como a n-acetilcisteína e o ácido 5-

ASA, ou naturais como o extrato aquoso de Ilex paraguariensis, além de reduzirem a 

produção de RLO mostraram-se relacionadas à melhor cicatrização do epitélio cólico 

ulcerado e a redução do infiltrado inflamatório tecidual (CALTABIANO et al., 2011; CUNHA 

et al., 2011; MARTINEZ et al., 2013). Do mesmo modo, foram confirmados achados de 

outros autores mostrando que a aplicação de enemas com AGCC ou glutamina, 

restabelecendo o suprimento do substrato energético habitual, diminui a produção de RLO 

pelas células epiteliais melhorando as alterações inflamatórias características da CE 

(LAMEIRO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2010; PACHECO et al., 2012). Esses resultados 

foram recentemente contemplados com um editorial publicado em periódico internacional, 

chamando a atenção para a importância da manutenção do adequado suprimento 

energético à mucosa cólica, como estratégia válida para evitar o estresse oxidativo e 

prevenir o surgimento de diferentes formas de colite (HARTY, 2013). 

 Vários princípios ativos vêm sendo testados para o tratamento da CE. Essas 

substâncias geralmente apresentam efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes que melhoram 

a inflamação epitelial (CALTABIANO et al., 2011; CUNHA et al., 2011; LAMEIRO et al., 

2011; MARTINEZ et al., 2013). Todavia, a manutenção dessa atividade terapêutica, também 
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se encontra relacionada ao tempo de permanência em que a substância se mantém em 

contato com a superfície epitelial cólica inflamada. Assim sendo, a substância ideal para o 

tratamento da CE, além de possuir atividades anti-inflamatória e antioxidante deve ter como 

propriedade adicional a capacidade aderir-se firmemente à superfície epitelial ulcerada. Se 

possível essa substância ideal deveria ainda reduzir a apoptose celular no local inflamado e 

estimular fatores relacionados à reparação tecidual (PEREIRA et al., 2013). 

Na procura por uma substância que apresentasse essas propriedades terapêuticas 

nos lembramos que há mais de duas décadas a aplicação de enemas contendo sucralfato 

(SCF), vem sendo utilizada como opção terapêutica para o tratamento tópico de diferentes 

tipos inflamações do trato digestivo (CARLING; KAGEBI; BORVALL,1986, SINGAL; ANAND, 

1998, PIENKOWSKI et al., 1989). O SCF é o sal formado pelo dissacarídeo octosufalto de 

sacarose associado ao hidróxido de polialumínio (VOLKIN et al., 1993). A substância é 

considerada um complexo citoprotetor sendo inicialmente utilizada para prevenir ou tratar 

doenças do trato digestivo superior, principalmente representadas pelas doenças ulcerosas 

péptica, úlceras de estresse e lesões agudas da mucosa gástrica (SZABO,1991). Apesar do 

mecanismo de ação do SCF estar relacionado à sua grande capacidade de adesão às 

úlceras epiteliais decorrentes da agressão inflamatória, nos últimos anos estudos vem 

mostrando que essa ação citoprotetora do SCF no epitélio do tubo digestivo é mais 

complexa do que se supunha e está relacionada a diferentes mecanismos de ação 

(ROBERT et al., 1979; REES,1992). Constatou-se que o SCF aumenta a produção de 

prostaglandina E2 (PGE-2), estimula a produção de mucinas pelas células caliciformes, 

induz a maior produção local do fator do crescimento epitelial (EGF), incrementa a 

cicatrização epitelial, além de possuir atividade antibacteriana, anti-inflamatória e 

antioxidante (SLOMIANY et al., 1994; MASUELLI et al., 2010). 

Kochhar et al. (1990) foram os primeiros autores a comprovar a eficácia da aplicação 

de clisteres contendo SCF no controle do sangramento retal decorrente da inflamação do 

intestino grosso após a aplicação de radioterapia para o tratamento de tumores localizados 

na próstata, colo do útero e reto (retite actínica). A partir de então, uma série de estudos 

confirmou os efeitos benéficos do SCF na melhora clínica, endoscópica e histológica nos 

portadores deste tipo de retite, passando-se a preconizar o uso da substância em outras 

formas de doenças inflamatórias intestinais que cursam com a formação de úlceras epiteliais 

(WRIGHT et al., 1999; DENTON et al., 2002; MATSUU-MATSUYAMA et al., 2006; 

HENSON, 2010; DEHGHANI et al., 2012; MENDENHALL et al., 2013). De modo análogo 

outra série de estudos avaliou a eficácia terapêutica do SCF em modelos de colite química 

ou fisicamente induzida (RILEY; GUPTA e MANI,1989; BJÖRCK et al., 1997; DEL VAL 

ANTOÑANA et al., 2002; MATSUU-MATSUYAMA et al., 2006). Entretanto, do melhor do 

nosso conhecimento, apenas três estudos, sendo tais, desenvolvidos no LIM-USF pelo 
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nosso grupo, mostraram que a aplicação de enemas contendo SCF reduz o processo 

inflamatório na mucosa cólica exclusa de trânsito fecal, bem como aumenta a produção dos 

diferentes subtipos de mucinas que recobrem a mucosa do cólon (PEREIRA et al., 2013; 

CHAIM et al., 2014; BONASSA et al., 2015). Esses achados sugerem que o SCF tenha 

efeito terapêutico benéfico para o tratamento da CE, pois, a substância além de reduzir a 

inflamação tecidual é capaz de aumentar a proteção conferida pela camada de muco que 

representa a primeira linha de defesa do epitélio cólico contra a agressão proveniente do 

lume intestinal.  

Contudo, os efeitos do SCF na manutenção da integridade de outras estruturas 

componentes da barreira de defesa da mucosa cólica, ainda não foram estudados em 

modelos experimentais de CE. Não se conhece os efeitos do SCF sobre os sistemas de 

junções intercelulares, um dos principais componentes da barreira mecânica do epitélio 

cólico que podem ser danificadas pelos maiores níveis de estresse oxidativo existentes na 

mucosa cólica exclusa de trânsito intestinal. Da mesma forma, não se conhecem os efeitos 

anti-inflamatórios do SCF na mucosa cólica em modelos experimentais ou em portadores de 

CE. Quando se considera que o SCF possui boa capacidade adesiva sobre a superfície 

epitelial erodida, apresenta importante atividade antioxidante e é capaz de estimular a 

reparação tecidual, torna-se interessante avaliar a capacidade da substância na 

preservação da integridade das junções intercelulares do epitélio intestinal num modelo de 

CE. Caso a aplicação tópica de SCF seja capaz de preservar a integridade dessas junções, 

seu baixo custo e grande disponibilidade poderiam torná-lo alternativa interessante para o 

tratamento da CE. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1  Colite e Estresse Oxidativo 

 

 A literatura atual vem dando importância crescente ao papel desempenhado pelos RLO 

na etiopatogenia de diversas doenças inflamatórias e neoplásicas (CADENAS e DAVIES, 

2000; CETINKAYA et al., 2005; BERRA e MENK, 2006). Nos últimos anos pesquisas vem 

demonstrando, de maneira inequívoca, que os RLO encontram-se relacionadas à 

etiopatogenia das DII representadas, principalmente, pela colite ulcerativa (HENDRICKSON; 

GOKHALE; CHO, 2002; PRAVDA, 2005; BERRA e MENK, 2006). A relação entre RLO e DII 

vem despertando cada vez mais a curiosidade, fazendo com que novos estudos avaliem o 

papel representado pelos RLO nas etapas iniciais da agressão a mucosa intestinal em 

portadores das DII (MILLAR et al., 1996; SHERIDAN et al., 1996; SERIL et al., 2003; 

CETINKAYA et al., 2005; JENA; TRIVEDI; SANDALA, 2012; PARMAR; TRIVEDI; JENA, 

2014; FATANI et al., 2015; PEREIRA et al., 2015). 

 Os RLO são constantemente formados durante o metabolismo energético das células 

vivas. Habitualmente, a célula possui defesas antioxidantes naturais, enzimáticas e não-

enzimáticas, que atuam contra a toxicidade desses radicais sendo responsáveis pela 

manutenção do equilíbrio entre a produção e eliminação destes agentes oxidantes (SERIL et 

al., 2003; MARTINEZ, 2010). Todavia, em certas condições, quer pela diminuição da 

capacidade antioxidante do organismo, quer pelo aumento exagerado na produção de RLO, 

ocorre desequilíbrio determinando o aparecimento de fenômeno conhecido como estresse 

oxidativo (BERRA e MENK, 2006). Já se demonstrou que a capacidade dos sistemas 

antioxidantes do cólon são deficientes, quando comparada a outros órgãos e tecidos, 

determinando maior vulnerabilidade da mucosa cólica ao estresse oxidativo (THAM; WITHIN; 

COHEN, 2002). A possibilidade de colite ocasionada por RLO já é conhecida há vários anos, 

quando verificou-se que a infusão de peróxido de hidrogênio (H2O2), um potente formador de 

RLO, no interior do cólon e reto, era seguida por grave quadro de colite, histologicamente 

muito semelhante a RCUI e a CE (BILOTTA; WAYE, 1989,  MARTINEZ, 2010). 

 Pravda, (2005) propôs a Teoria por Indução de Radicais (Radical Induction Theory) para 

explicar os fenômenos iniciais que precedem à infiltração inflamatória da mucosa intestinal em 

portadores de RCUI. Segundo o autor, a agressão inicial a mucosa desencadeadora da 

doença é atribuída à formação aumentada de RLO pela própria célula epitelial da mucosa com 

modificações em seu metabolismo energético. Essa produção aumentada de RLO, aliada as 

deficiências do sistema antioxidante intracelular, possibilita a formação exagerada do radical 

hidroxila OH.. O radical OH. em excesso, difundindo-se pelo interior da célula, ocasiona lesão 

das diferentes linhas de defesa da barreira permitindo a migração de antígenos e bactérias 
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existentes no interior da luz intestinal para a intimidade da submucosa estéril. Na tentativa de 

combater esta infiltração bacteriana, leucócitos migram para o interior da parede intestinal, 

dando origem ao processo inflamatório encontrado na doença. Enzimas citolíticas liberadas 

pelo processo inflamatório, aliadas a maior produção de RLO decorrentes da resposta 

inflamatória, alterariam, ainda mais, a permeabilidade seletiva. Contudo, o próprio autor em 

seu artigo original, chamou a atenção para a dificuldade em demonstrar, com os modelos 

experimentais de colite habitualmente utilizados, as etapas iniciais de sua teoria. Nenhum 

modelo adotado para o estudo da RCUI era capaz de reproduzir, com fidelidade, as etapas 

iniciais da agressão à mucosa cólica. A maioria deles parte da agressão química ao epitélio 

mucoso, não levando em conta a possibilidade da formação aumentada de RLO, pela própria 

célula epitelial com metabolismo energético alterado, estar relacionada à agressão inicial. 

Nesses modelos a lesão da mucosa cólica é provocada pela infusão de substâncias químicas 

que agridem diretamente a mucosa destruindo a eficiente barreira epitelial. Desse modo, 

modelos que empregam a aplicação de clisteres contendo ácido acético, H2O2, sulfato de 

dextrana (DSS), ácido trinitrobenzeno sulfônico (TNBS) são limitados na sua capacidade de 

reproduzir a etapa inicial (produção aumentada de RLO pelas células epiteliais) que 

antecedem a infiltração leucocitária. Esses modelos não consideram evidências recentes de 

que a agressão inicial surge a partir de distúrbios metabólicos da própria célula epitelial da 

mucosa. Da mesma forma, por destruírem os mecanismos de adesão celular não permitem 

verificar se RLO formados pelas células do intestino excluso poderiam danificar as proteínas 

constituintes da barreira epitelial cólica. Foi por essa razão que neste estudo resolvemos 

utilizar o modelo de CE, pois teríamos a convicção que o dano às junções estaria 

acontecendo por RLO.  

2.2  Colite de Exclusão e Estresse Oxidativo 

 

 A CE e a colite ulcerativa, apesar de serem entidades clínicas distintas quando se 

consideram a sintomatologia, achados endoscópicos, histopatológicos e as principais 

estratégias terapêuticas, apresentam várias semelhanças. Em ambas o doente queixa-se de 

sangramento retal, aumento da eliminação de muco e dor pélvica. Ao exame endoscópico a 

mucosa cólica é friável, edemaciada e apresenta formação ulcerações aftóides superficiais, 

com nítido apagamento dos vasos da submucosa e sangramento ao simples contato do 

colonoscópio (SOUSA et al., 2009). Ao exame histológico existe perda epitelial com 

formação de úlceras mucosas profundas, infiltrado inflamatório neutrofílico nas criptas e 

estroma circunvizinho e intensa congestão vascular na submucosa (SOUSA et al., 2009). Na 

CE é possível encontrar-se focos de hiperplasia linfóide que representa um dos achados 

mais característicos da doença (SOUSA et al., 2009; MARTINEZ, 2010). As semelhanças 
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entre a CE e a colite ulcerativa tornam-se ainda mais evidentes ao verificar-se que as 

estratégias terapêuticas propostas para ambas as doenças utilizam nutrientes ou drogas 

com atividade antioxidante. Essas evidências sugerem que a produção de RLO aumentada 

pela mucosa inflamada é um achado comum tanto na CE quanto na colite ulcerativa. 

Reforçam essas suspeita o fato de que a aplicação tópica de ácido 5-aminosalicílico 

(mesalazina) por meio de enemas, é estratégia eficaz para o tratamento das duas 

enfermidades (TRIANTAFILLIDIS et al., 1991; TRIPODI; GORCEY; BURAKOFF, 1992; 

MARSHALL et. al, 2012). As semelhanças ficam ainda mais claras com os resultados de 

estudos que mostraram que a aplicação de enemas contendo a associação de substâncias 

antioxidantes (como o ácido 5-aminosalicílico) e soluções ricas em AGCC (butirato) são 

mais eficazes na regressão da inflamação do epitélio cólico do que o uso isolado de uma ou 

outra substância (SONG; CHIA; LI, 2006). 

 Uma série de estudos confirmou que a CE é uma síndrome de deficiência nutricional, 

decorrente da interrupção crônica do fornecimento de AGCC, que compromete às células 

epiteliais da mucosa cólica (ROEDIGER, 1990; NEUT et al., 1995;  MORTENSEN e 

CLAUSEN, 1996; SCHEPPACH et al., 1997; KIELY et al., 2001; NASRRI et al., 2008). 

Fortalecem essas suspeitas os resultados de estudos experimentais mostrando que o uso 

de inibidores da β-oxidação dos AGCC, interfere no metabolismo energético dos colonócitos 

e aumenta, consideravelmente, a produção tecidual de RLO, sugerindo que o estresse 

oxidativo resultante possa ser um dos eventos iniciais no aparecimento da CE (CHRISTL et 

al., 1996; LIU et al., 2001; HAMER et al., 2010; MARTINEZ et al., 2010, MARTINEZ et al., 

2010a). Dessa maneira seria interessante utilizar um modelo de CE para confirmar essas 

suspeitas. 

O modelo experimental de CE proposto para este trabalho é facilmente reprodutível 

em animais de pequeno porte tendo sido empregado anteriormente por outros autores 

(BIONDO-SIMÕES, 2000; MARGARIDO et al., 2003; NASRRI et al., 2008). Quando 

comparado aos modelos experimentais de colite induzida por drogas os modelos 

experimentais de CE, do ponto de vista metodológico, possuem maior paralelismo com o que 

acontece no homem. Neles, o processo inflamatório da mucosa e submucosa cólica surge 

espontaneamente a partir de deficiências no metabolismo celular, sem que haja a 

necessidade de danificá-lo, artificialmente, pela infusão de agentes químicos. Estudos 

anteriores validaram modelo de CE para avaliar as etapas iniciais da agressão à mucosa 

cólica (SOUSA et al., 2008; NONOSE et al., 2009; MARQUES et al., 2010; MARTINEZ et al., 

2010a; MARTINEZ et al., 2010b; CALTABIANO et al., 2011; CUNHA et al., 2011; LAMEIRO 

et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013; CHAIM et 

al., 2014; BONASSA et al. 2015; MARTINEZ et al., 2015). Nos modelos de colite 

quimicamente induzida torna-se difícil avaliar as etapas iniciais da agressão epitelial, assim 
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com a quebra dos diferentes sistemas de defesa que formam a barreira epitelial, uma vez que 

o dano a esses mecanismos de defesa pode estar sendo ocasionado pela própria substância 

aplicada.  Um estudo experimental comparando os modelos de CE e colite quimicamente 

induzida pela aplicação intrarretal de TNBS, mostrou que os níveis de estresse oxidativo nos 

segmentos sem trânsito fecal surgiam precocemente e estavam relacionados às alterações 

inflamatórias avaliadas pela análise histológica, assim como pela dosagem de níveis tecidual 

de COX-2, Inos e PGE-2. Portanto, no modelo de CE, o estresse oxidativo e a inflamação 

tecidual acontecem nas etapas iniciais do processo inflamatório possibilitando o estudo da 

relação entre o estresse oxidativo, a inflamação e a quebra dos mecanismos de defesa da 

barreira epitelial. Esses achados eram diferentes nos animais submetidos à colite induzida por 

TNBS, onde o aumento da produção de RLO ocorria apenas após quebra da barreira 

mecânica do epitélio cólico (LONGATTI et al., 2010). Portanto, nos modelos de colite 

quimicamente induzida não seria possível estudar a relação entre a integridade das diferentes 

linhas de defesa que compõem a barreira mecânica da mucosa cólica e as etapas iniciais da 

patogênese da colite. 

A barreira de muco que recobre a mucosa do cólon representa a primeira linha de 

defesa mecânica da barreira epitelial do intestino grosso. As mucinas representam as 

principais proteínas constituintes do muco do trato gastrointestinal. Estudos mostraram que na 

mucosa exclusa de trânsito intestinal existe redução do conteúdo tecidual de mucinas neutras 

e ácidas que se agrava com o decorrer do tempo de exclusão (NONOSE et al., 2009). Essa 

depleção no conteúdo das mucinas mostrou-se diretamente relacionada aos níveis de RLO 

produzidos pelo epitélio cólico desprovido de trânsito fecal. De modo semelhante ao que 

ocorre na colite ulcerativa a redução se dá, principalmente, às custas das mucinas ácidas. 

Existem dois subtipos principais de mucinas ácidas na mucosa cólica: as sulfomucinas e 

sialomucinas (MARTINEZ et al., 2010a). Estudos mostraram que na mucosa cólica de doentes 

portadores de colite ulcerativa existe desaparecimento das sulfomucinas fazendo que as 

sialomucinas passem a predominar na população de células caliciformes presentes nas 

glândulas intestinais. De maneira oposta, estudos mostraram que nas glândulas da mucosa 

exclusa de trânsito ocorre predomínio das sulfomucinas, existindo desaparecimento das 

sialomucinas (MARTINEZ et al., 2010a). Apesar dessas diferenças, a redução de ambos os 

subtipos de mucinas ácidas encontra-se diretamente relacionada à maior produção de RLO 

pelo epitélio inflamado (MARTINEZ et al., 2010b). 

As aplicações de substâncias com atividade antioxidante ou AGCC, mostraram-se 

estratégias eficazes para o tratamento da CE experimental. A aplicação de enemas contendo 

n-acetilcisteína e ácido 5-aminosalicílico, substâncias com reconhecida atividade antioxidante, 

em um modelo experimental de CE mostrou-se estratégia eficaz para a melhora do processo 

inflamatório da mucosa cólica, bem como para redução dos níveis de estresse oxidativo 
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tecidual (CALTABIANO et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; MARTINEZ et al., 2013). Até 

mesmo, extrato obtido de plantas com reconhecida atividade antioxidante, mostraram-se 

eficazes para redução dos níveis teciduais de estresse oxidativo e melhora da inflamação 

epitelial no modelo de CE proposto (CUNHA et al., 2011). De modo semelhante, a aplicação 

de clisteres com AGCC além de reduzir os níveis de RLO melhorava as alterações 

inflamatórias na mucosa cólica desprovida de trânsito fecal (LAMEIRO et al., 2011). De modo 

distinto a exposição da mucosa cólica exclusa de trânsito a substâncias com grande poder 

oxidante agrava significativamente a lesão epitelial (MARQUES et al., 2010). Em última 

análise, esses resultados sugerem que a intervenção da mucosa cólica com substâncias 

antioxidantes é capaz de reduzir a inflamação da mucosa cólica desprovida de trânsito fecal. 

Recentemente, foram publicados resultados parciais do presente trabalho, onde 

verificou-se que a aplicação de enemas contendo SCF, além de reduzir os níveis teciduais de 

RLO, preserva o conteúdo de ambos os tipos de mucinas assim como dos dois subtipos de 

mucinas ácidas (PEREIRA et al., 2013; CHAIM et al., 2015; BONASSA et al., 2015; 

MARTINEZ et al., 2015b). Esses achados confirmaram que o SCF além de possuir 

propriedades cicatrizantes e protetoras do epitélio inflamado é um potente antioxidante capaz 

de sequestrar RLO produzidos pelas células da mucosa cólica desprovidas do suprimento de 

AGCC. 

Ao avaliar o comportamento das proteínas que compõe os sistemas de junção 

intercelular no mesmo modelo de CE proposto, verificou-se que ocorria redução significativa 

das proteínas que formavam as junções de oclusão e aderentes quando comparávamos a 

mucosa cólica com e sem trânsito intestinal (MARTINEZ, 2010, MARTINEZ et al., 2010a; 

MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013; MARTINEZ et al., 2015). Esses achados 

mostraram a importância do AGCC para manutenção da integridade das junções 

intercelulares. Os resultados desses estudos mostraram ainda, que a queda no conteúdo 

tecidual dessas proteínas estava relacionada à maior produção de RLO pelas células carentes 

do suprimento energético (MARTINEZ, 2010; MARTINEZ et al., 2010a). Restava agora 

verificar se a aplicação do SCF também poderia preservar o conteúdo e a integridade dessa 

outra linha de defesa da barreira epitelial representada pelas junções intercelulares. 

2.3  Junções Intercelulares 

 As células epiteliais da mucosa cólica unem-se umas às outras por sistemas de 

adesões célula-célula, as quais suportam grande parte do estresse mecânico. Para manter 

esse mecanismo, filamentos proteicos de actina que formam o citoesqueleto celular, 

atravessam o citoplasma de cada célula epitelial e unem-se a junções especializadas 

localizadas na membrana plasmática. Esse mecanismo é composto por numerosas 

moléculas de adesão celular. As moléculas de adesão celular são proteínas que podem 
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situar-se entre duas células vizinhas ou entre uma célula e a lâmina basal. Na mucosa do 

cólon essas proteínas são dependentes de cálcio (Ca++) e podem ser destruídas quando se 

expõe o epitélio a substâncias quelantes do íon Ca++, como o etileno-diamino-tetra-acético 

(EDTA) ou a RLO (LI et al., 2015). As moléculas de adesão celular da família das integrinas 

são responsáveis por manter as células epiteliais firmemente aderidas à lâmina basal, 

enquanto as junções celulares e os desmossomos respondem pelo sistema de adesão 

intercelular (ALBERTS et al., 2004; LODISH et al., 2004). 

As junções intercelulares especializadas localizam-se em pontos onde existe contato 

entre duas células ou entre uma célula e a matriz extracelular. Para que as células 

funcionem de maneira integrada em um arranjo compacto, são necessárias estruturas de 

adesão especializadas, formadas por moléculas de adesão celular agrupadas (ALBERTS et 

al., 2004; LODISH et al., 2004). Há três grupos funcionais de junções intercelulares: junções 

de oclusão, junções aderentes e junções comunicantes. Existem também as junções de 

adesão com a matriz extracelular ou lâmina basal representada pelos hemidesmossomos.  

As junções de oclusão têm como principal função selar, hermeticamente, as 

membranas entre duas células com intuito de evitar que moléculas pequenas migrem de um 

lado para outro do espaço intercelular (ALBERTS et al., 2004). Ao mesmo tempo, permitem 

a passagem de nutrientes selecionados através do epitélio para o fluído extracelular 

(LODISH et al., 2004). As junções de oclusão são formadas, principalmente por proteínas da 

família das claudinas (1-24), ocludinas e tricelulinas (Figura 2) 

 

Figura 2 - Junções de oclusão. (Figura modificada de R.J. Medina). Fonte: http://gutcritters.com/part-
three-dietary-fat-chylomicrons-and-endotoxemia/tight-junctions 

 A família das claudinas representa as principais proteínas constituintes das junções 

de oclusão, já se descrevendo 24 subtipos diferentes. A maioria dos subtipos de claudinas 

tem importância capital nos mecanismos de adesão celular, enquanto outros se relacionam 
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mais a regulação do trânsito de moléculas entre as células. Na mucosa do trato 

gastrointestinal as claudinas 1, 2, 3 e 23 são as mais importantes e, no cólon, as claudina-1 

e 3, parecem ser primordiais nas junções de oclusão intercelulares. Estudos mostraram que 

o estresse oxidativo pode ocasionar a ruptura da claudina por um mecanismo 

tirosinoquinase dependente (HANBY et al., 1996). A função da ocludina ainda é pouco 

compreendida. Recentes estudos sugerem que a proteína isolada tenha pequena função 

nos mecanismos de junção intercelular, todavia quando associada às proteínas da família 

das claudinas apresenta papel nos mecanismos de adesão entre as células e na 

diferenciação celular (SAITOU et al., 2000). Já se demonstrou que a atividade inflamatória 

tecidual ocasionando aumento de citocinas e RLO é capaz de diminuir a expressão tecidual 

da ocludina interferindo na capacidade de barreira epitelial, sendo um dos mecanismos 

encontrados em portadores de DII (RAO et al., 1997). Estudos mostraram em portadores de 

DII que as proteínas constituintes das junções de oclusão encontram-se danificadas 

possibilitando a migração de bactérias e toxinas para o interior do meio interno (GASSLER 

et al., 2001; KUCHARZIK et al., 2001).  

 Plöger et al. (2012) demonstraram que os AGCC, em particular o butirato, são 

importantes para manutenção da integridade das junções de oclusão celular. Estudo em 

modelo experimental de CE mostrou pela primeira vez na literatura que existe redução 

significativa das proteínas claudina-3 e ocludina na mucosa cólica desprovida de trânsito 

fecal (MARTINEZ et al., 2015a). A redução no conteúdo tecidual de ambas as proteínas 

estavam diretamente relacionadas à piora da inflamação na mucosa cólica e aos maiores 

níveis de estresse oxidativo tecidual.  Esses achados sugerem que substâncias que 

protejam a mucosa cólica e possuam atividade antioxidante possam ser úteis na 

manutenção da integridade das junções de oclusão. 

 As junções aderentes representam o segundo sistema de adesão intercelular. 

Localizam-se logo abaixo das junções de oclusão e conecta o citoesqueleto interno de uma 

célula a outra, através de um complexo proteico formado por proteínas da família das 

caderinas, cateninas, vinculinas e -actina. As junções aderentes também se comunicam 

com proteínas das vias de sinalização intracelulares capacitando-as a participarem dos 

mecanismos de sinalização existentes no interior das células (ALBERTS et al., 2004; 

LODISH et al., 2004). 

 As caderinas são as principais proteínas existentes nas junções aderentes. São 

moléculas de adesão celular dependentes de Ca++ e desempenham papel fundamental na 

diferenciação tecidual, polarização e estratificação epitelial (DUBAND e THIERRY, 1990). Já 

se descreveram mais de 40 tipos de caderinas segundo o tecido onde são encontradas, 

porém as mais comuns são as caderinas presentes nos tecidos epiteliais (E-caderina). A E-

caderina, é principal molécula de adesão celular encontrada no epitélio cólico (GUMBINER e 
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MCREA, 1993). É uma proteína transmembrana com peso molecular de 120 kDa, transcrita 

a partir do gene cdh1, localizado no cromossomo 16q22.1 que, caracteristicamente, possui 

duplo domínio funcional, um extracelular e outro citoplasmático. O domínio citoplasmático da 

E-caderina se une a uma ou mais proteínas de ancoramento intracelular (-cateninas, -

cateninas, proteína p120), enquanto o domínio extracelular interage com o domínio 

extracelular de outra molécula homóloga, proveniente da célula vizinha, por um mecanismo 

dependente do Ca++. Entre as moléculas de E-caderina, no espaço intercelular, íons Ca++ se 

posicionam entre cada molécula, mantendo as proteínas juntas com intuito de constituir um 

mecanismo de adesão mais rígido. A E-caderina atua como proteína de adesão 

transmembrana ligando, indiretamente, a actina do citoesqueleto de duas células vizinhas. 

No domínio citoplasmático a E-caderina interage com filamentos de actina de forma indireta, 

por meio de um grupo de proteínas de ancoramento denominadas cateninas, localizadas no 

citoplasma celular, paralelas ao folheto interno da membrana plasmática (ALBERTS et al., 

2004; LODISH et al., 2004). 

No epitélio cólico normal o maior contingente da proteína E-caderina se expressa nas 

junções de aderência situadas logo abaixo das junções ocludentes na superfície luminal das 

células. Estudos utilizando técnicas imunoistoquímicas demonstraram que a E-caderina é 

encontrada, principalmente, nas membranas das células epiteliais especializadas voltadas 

para a luz intestinal (JANKOWSKI; BEDFORD; KIM, 1997; JANKOWSKI et al., 1998). 

Durante a diferenciação celular e em algumas DII existe redução no conteúdo da E-

caderina, alterando, sensivelmente, os mecanismos de adesão célula-célula.  

Para que ocorra o ancoramento entre a E-caderina e a actina do citoesqueleto 

celular, proteínas da família das cateninas (α-catenina, β-catenina, γ-catenina e p120) são 

imprescindíveis. As cateninas comunicam o domínio citoplasmático da E-caderina com a 

actina celular por meio de interações entre as diferentes isoformas da proteína (DEMETTER 

et al., 2000). A β-catenina é uma proteína codificada pelo gene ctnnb1 localizado no 

cromossomo 8q32 com peso molecular de 88 kDa. A isoforma β-catenina apresenta dupla 

função na biologia molecular das células, pois, além de contribuir para mecanismos de 

adesão intercelular tem importância capital no sistema de sinalização celular mediado pela 

via Wnt. Os níveis citoplasmáticos da β-catenina são regulados por um complexo protéico 

formado pelas proteínas APC, glicogênio-sintetase-quinase-3β e axina. Quando existe dano 

às pontes de E-caderina no espaço intercelular, ocorre acúmulo de β-catenina livre no 

citoplasma celular. O maior contingente citoplasmático faz com que a proteína migre para o 

interior do núcleo celular induzindo a transcrição de genes-alvo relacionados à divisão 

celular pela via Wnt (MORIN et al., 1997). Assim sendo, a β-catenina além ser parte 

fundamental das junções aderentes participa da via de sinalização Wnt, responsável pela 

indução da divisão celular. Provavelmente, essa dupla função tenha importância relevante 
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nos mecanismos de renovação das células do epitélio cólico, constantemente substituídas. 

É possível que na colite a β-catenina apresente maior expressão na zona proliferativa das 

criptas cólicas, onde se localizam as células tronco multipontentes, principais responsáveis 

pelo processo de renovação celular. A Figura 3 mostra as interações entre as proteínas 

constituintes das junções de adesão intercelular.  

 

 

 Figura 3 - Junções aderentes (Figura modificada de Universidade de Edimburgo). Fonte: 
http://www.bms.ed.ac.uk/research/others/smaciver/Cell%20biol.topics/Cell-cell%20adherens.htm 

 

Diferentes fatores são capazes de destruir as junções aderentes no epitélio cólico e, 

dentre eles, o estresse oxidativo merece lugar de destaque (PARRISH et al., 1999). Estudos 

mostram que exposição da mucosa cólica a altas concentrações de RLO pode oxidar o Ca++ 

que mantém unidas as moléculas de E-caderina situadas entre duas células. Quando existe 

ruptura das moléculas de Ca++, aumenta o conteúdo citoplasmático da β-catenina e, 

consequentemente, a divisão celular (KATSUBE; TSUJI; ONODA, 2007). Os RLO também 

podem dissociar as junções entre a E-caderina e a β-catenina no citosol celular, por um 

mecanismo tirosinoquinase dependente, o que também pode levar ao acúmulo 

citoplasmático da β-catenina induzindo a divisão célula. Porém, essa possibilidade é difícil 

de ser estudada nos modelos de colite quimicamente induzida, pois a ruptura das junções 

aderentes pode ocorrer pela ação dos agentes lesivos como o TNBS. 

Estudos realizados no LIM-USF avaliando a expressão e o conteúdo tecidual das 

proteínas constituintes das junções aderentes mostrou que, na mucosa cólica sem trânsito 

intestinal, existe redução significativa do conteúdo de E-caderina e -catenina na superfície 

apical das células epiteliais. A redução do conteúdo dessas proteínas estava relacionada à 

piora do processo inflamatório e maiores níveis de estresse oxidativo tecidual (MARTINEZ, 

http://www.bms.ed.ac.uk/research/others/smaciver/Cell%20biol.topics/Cell-
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2010; MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013). Outros estudos confirmaram a relação 

entre estresse oxidativo e ruptura das junções de oclusão e aderentes, bem como os 

benefícios da aplicação de substâncias com atividade antioxidante. Contudo, até a presente 

data não se avaliou o conteúdo das proteínas E-caderina e -catenina em modelos 

experimentais de CE. 

 Finalmente, as junções comunicantes são formadas por uma proteína denominada 

conexina, capaz de controlar a passagem de moléculas, íons, proteínas, impulsos elétricos ou 

químicos de uma célula à outra, estabelecendo uma complexa rede de comunicação entre 

um grupo de células epiteliais justapostas (ALBERTS et al., 2004; LODISH et al., 2004). 

 

 

 

Figura 4 - Junções comunicantes. (Figura modificada de Pearson Pretntice Hall, Inc.). Fonte: 
https://www.studyblue.com/notes/note/n/bio-350-study-guide-2014-15-mcnichols/deck/13793549 

 

 

 

 

2.4  O Sucralfato 
 

Há mais de duas décadas a aplicação de enemas contendo SCF isolado ou 

associado aos corticóides ou ao 5-ASA, vem sendo utilizada como opção terapêutica 

medicamentosa no tratamento das DII (CARLING; KAGEVI; BORVALL, 1986, SINGAL; 

ANAND, 1998, PIENKOWSKI et al., 1989). Zahavi et al. (1989), foram os primeiros autores a 

avaliar os efeitos do SCF na colite induzida por ácido acético em ratos. Os autores 

chamaram a atenção para os efeitos positivos da aplicação de enemas com SCF na 
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redução dos níveis de prostaglandina E2 e na redução da atividade inflamatória tecidual, 

apesar de não descreverem os mecanismos pelos quais a droga agia. Outros estudos 

também mostraram que o SCF era capaz de reduzir o grau de inflamação no cólon de ratos 

com colite ulcerativa induzida por DSS (BJÖRCK et al, 1997). Estudo comparando o uso 

de enemas com SCF e corticóides em doentes com colite ulcerativa distal, mostrou que 

ambas as drogas mostraram benefícios terapêuticos, embora o SCF tenha melhorado o 

sangramento retal e a frequência das evacuações quando comparado ao uso do corticóide 

isolado (RILEY; GUPTA; MANI, 1989). Kochhar et al. (1990), utilizaram enemas contendo 

2m/100mL de água de SCF, em portadores de retite pós-radioterapia e colite ulcerativa 

distal. Constaram melhora clínica e endoscópica em 86% e 82% dos doentes, 

respectivamente, sem efeitos colaterais, sugerindo a eficácia e a segurança do tratamento. 

O mesmo autor, posteriormente, num estudo prospectivo, duplo cego e randomizado 

comparando o uso de sulfasalazina associado à aplicação de corticóides por via retal a 

aplicação isolada pelo reto de enemas com SCF em portadores de retite actínica concluiu 

que, a aplicação do SCF estava associada a melhor resposta clínica, melhor tolerabilidade, 

menores custo e efeitos colaterais (KOCHHAR et al., 1991). Recentemente, o mesmo grupo 

mostrou que portadores de retite actínica que apresentavam sangramento retal grave ou 

moderado, tratados com enemas de SCF na concentração de 10% duas vezes ao dia 

apresentavam redução do sangramento com resposta terapêutica sustentada (KOCHHAR et 

al., 1999). 

Os mecanismos de ação do SCF ainda não se encontram totalmente elucidados. 

Apesar do efeito tópico protetor à mucosa intestinal pela formação de uma barreira protetora 

estudos vêm mostrando que a substância aumenta a síntese de prostaglandina endógena 

(LIGUMSKY; KARMELI; RACHMILEWITZ, 1986). Estudo experimental, avaliando o efeito da 

aplicação de enemas com SCF na retite induzida por radiação constatou que a substância 

aumenta a produção de fator de crescimento tecidual, reduz a apoptose celular induzida 

pelas proteínas Tp53 e Bax/Bcl2, protegendo as células tronco intestinais existentes no 

interior das criptas cólicas, o local mais sensível ao dano do DNA (MATSUU-

MATSUYAMA et al., 2006). Mais recentemente demonstrou-se que o a porção ativa da 

molécula do SCF, previne o retardo da cicatrização epitelial na colite induzida por H2O2, 

provavelmente pela indução da expressão de COX-2 e inativação dos mecanismos celulares 

de indução de apoptose. Esses efeitos provavelmente encontram-se relacionados à ativação 

da via do NF-kB (SHINDO et al., 2006). 

Apesar de já ter sido demonstrado que o SCF apresenta efeitos antioxidantes nas 

lesões gástricas e cólicas quimicamente induzidas apenas três estudos relacionados às 

etapas iniciais desta Tese avaliaram os efeitos do SCF em modelo experimental de CE. No 
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primeiro deles verificamos que a aplicação de enemas diários com a substância melhorou o 

processo inflamatório na mucosa desprovida de trânsito fecal (PEREIRA et al., 2013). Num 

segundo estudo, com o objetivo de verificar se os efeitos do SCF estavam relacionados à 

sua ação antioxidante, verificamos que os animais submetidos à intervenção com o SCF 

apresentavam menores níveis de peroxidação lipídica e melhora do processo inflamatório da 

mucosa cólica. Esses achados parecem confirmar a ação antioxidante da substância 

(MARTINEZ et al., 2015b). Finalmente, com o objetivo de verificar se os efeitos tópicos do 

SCF na manutenção das mucinas que recobrem o epitélio cólico, foram realizados dois 

outros estudos (CHAIM et al., 2014; BONASSA et al., 2015). Os resultados desses estudos 

mostraram que a aplicação de clisteres com SCF preserva o conteúdo das mucinas neutras 

e ácidas, assim como dos dois subtipos de mucinas ácidas as sulfomucinas e as 

sialomucinas. Cabe destacar que os efeitos da substância foram dependentes da dose 

utilizada, bem como do período de tempo utilizado (CHAIM et al., 2014; BONASSA et al., 

2015). 

Entretanto, do melhor do nosso conhecimento, nenhum estudo avaliou os efeitos do 

SCF na manutenção da integridade das junções de oclusão e de aderência em modelos 

experimentais de CE. Desse modo, a proposta deste estudo é inédita. 

 

2.5  Malondialdeído (MDA) 

 

Durante o processo de respiração celular, quando existe redução do fornecimento de 

oxigênio tetravalente às células epiteliais fazendo com que elas aumentem a capacidade de 

formar RLO (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).  Na mucosa cólica normal essa situação é 

mantida em equilíbrio pelos sistemas antioxidantes intrínsecos das células epiteliais que 

neutralizando o excesso de RLO produzidos evitam o estresse oxidativo (ANTUNES et al., 

2008). Nosso grupo demonstrou que a exclusão de trânsito intestinal modifica o processo de 

respiração celular ocasionando aumento na produção de RLO e, consequentemente, 

estresse oxidativo (MARTINEZ, 2010b). O excesso na produção de RLO é responsável por 

rupturas nos diferentes mecanismos de defesa da barreira epitelial determinando o 

aparecimento das alterações inflamatórias que caracterizam a CE.  

Todas as estruturas que formam as células epiteliais e os mecanismos de junção 

intercelular são passíveis de sofrerem agressão pelos RLO. Todavia, as membranas 

celulares é uma das estruturas mais susceptíveis em decorrência da peroxidação de lipídios, 

principais constituintes da estrutura física das membranas (FERREIRA e MATSUBARA, 

1997; ANTUNES et al., 2008). Quando o aumento da produção de RLO determina a 

oxidação dos fosfolípides existentes nas membranas celulares, os produtos dessa 

peroxidação lipídica, como o malondialdeído (MDA), podem ser quantificados por técnicas 
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bioquímicas e utilizados como marcadores da ação dos RLO no organismo (FERREIRA e 

MATSUBARA, 1997; NIELSEN et al., 1997). Em outras palavras, a dosagem do MDA, 

indiretamente, reflete o grau de estresse oxidativo que os tecidos estão sofrendo. Diante 

desses achados, a dosagem tecidual do MDA vem sendo rotineiramente como marcador 

dos níveis de estresse oxidativo em diferentes situações clínicas onde o estresse oxidativo é 

o denominador comum. Cabe destacar que o MDA é tóxico para as células provocando 

danos tanto às estruturas celulares citoplasmáticas, quanto às junções celulares e ao DNA. 

A quantificação dos níveis de MDA nos tecidos, como destacado anteriormente, é um 

parâmetro importante para avaliação do estresse oxidativo em tecidos (ANTUNES et al., 

2008). O MDA pode ser quantificado por diferentes tipos de ensaios laboratoriais 

destacando-se os ensaios bioquímicos avaliando a reatividade do MDA com o ácido 

tiobarbitúrico por espectrofotômetro e cromatografia líquida de alta eficiência. O princípio do 

método da avaliação da reatividade do MDA com o ácido tiobarbitúrico é que o produto 

formado é passível de ser detectado a partir de leitura espectrofotométrica na região onde 

apareça visível. Esse método ainda é o mais utilizado para a quantificação tecidual dos 

níveis de MDA, apesar de não ser totalmente específico para detecção dos produtos da 

lipoperoxidação, uma vez que quantifica a soma das diferentes substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúricos, denominadas como TBARS (STEGHENS et al., 2001). Todavia, a 

dosagem da peroxidação lipídica por esse ensaio bioquímico apresenta a vantagem de 

apresentar baixo custo, fácil exequibilidade e ter sido validada em vários estudos. A 

cromatografia líquida de alta eficiência, apesar de mais precisa requer a utilização de 

cromatógrafos de alto desempenho pouco disponíveis e com custo elevado para a sua 

execução. Foram esses fatores, aliados à experiência adquirida em estudos anteriores, que 

nos levaram a determinar os níveis de estresse oxidativo por meio da dosagem do MDA 

pelo ensaio bioquímico inicialmente descrito por Yagi (1976), com pequenas modificações 

(MARTINEZ et al., 2015b). 

 

2.6  Mieloperoxidase 

 

A mieloperoxidase (MPO) é uma proteína (enzima) catiônica, com peso molecular de 

144 kD, formada por dois dímeros idênticos ligados entre si por pontes de bissulfeto sendo 

cada dímero composto de uma sub unidade de cadeia leve e uma pesada, com grupos 

heme funcionalmente idênticos. É a principal proteína constituinte dos grânulos azurófilos 

dos neutrófilos (85%-90) e o restante em monócitos. Após o recrutamento de neutrófilos 

para um foco de invasão bacteriana a MPO é prontamente liberada após a ativação por 

agonistas distintos da degranulação neutrofílica. A MPO, através de reações com o H2O2, 
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forma RLO e outras substâncias oxidantes difusíveis com atividade bactericida. A enzima 

possui papel fundamental na produção de RLO e existem evidências de que alguns 

metabólitos gerados a partir de reações químicas catalizadas pela MPO possam estar 

envolvidos em mecanismos de sinalização celular.  Dentre os principais produtos formados 

a partir da reação da MPO encontra-se o RLO oxigênio singlete, um tipo de radical 

importante no combate a patógenos invasivos do meio interno. Por aumentar a produção de 

RLO nos tecidos, a enzima pode provocar estresse oxidativo tecidual aumentando a 

intensidade da lesão tecidual.  

A dosagem tecidual da MPO é utilizada como um marcador específico para a 

avaliação da presença de infiltrado neutrofílico nos tecidos inflamados (MARTINEZ, 2015b). 

Seus valores traduzem indiretamente a atividade do processo inflamatório. A dosagem 

tecidual da MPO vem sendo utilizada em vários trabalhos clínicos e experimentais que 

estudam a intensidade da colite, bem como a ação de diferentes substâncias na melhora do 

índice de atividade inflamatórias e doentes e modelos experimentais de colite (LONGATTI et 

al., 2010).  Existem vários métodos descritos para a avaliação dos níveis teciduais de MPO. 

Todavia, a maioria deles deriva do método descrito por (BRADLEY et al., 1982). Assim 

como foi feito para a avaliação dos níveis teciduais de MDA, utilizou-se o ensaio bioquímico 

proposto por Bradley, Christensen e Rothstein (1982), com pequenas adaptações pela 

familiaridade com o ensaio (MARTINEZ et al., 2015b). 
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3.  OBJETIVOS 

 

3.1 - Objetivo principal; 

        3.1.1 - Avaliar os efeitos da aplicação de enemas contendo SCF no conteúdo 

tecidual das proteínas claudina-3, ocludina, E-caderina, β-catenina, e atividade anti-

inflamatória e antioxidante na mucosa cólica exclusa de trânsito fecal; 

3.2 – Objetivos secundários;  

 3.2.1 - Avaliar os efeitos da aplicação de enemas com SCF na inflamação da 

mucosa cólica desprovida de trânsito fecal;  

 3.2.2 - Verificar se existe influência do tempo de intervenção com SCF no 

conteúdo tecidual das proteínas claudina-3, ocludina, E-caderina, β-catenina e 

mieloperoxidase na mucosa cólica exclusa de trânsito fecal; 

 3.2.3 - Avaliar os efeitos antioxidantes do SCF na mucosa cólica desprovida 

de trânsito fecal. 
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4.  MATERIAL E MÉTODO  

 

A realização deste estudo obedeceu à Lei Federal 11.794 de 08/10/2008 (Lei Sérgio 

Arouca) e às orientações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). Este 

trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animal em Pesquisa (CEUA) da 

Universidade São Francisco, Bragança Paulista, São Paulo (Anexo I). O Projeto foi 

aprovado com o parecer Nº. 002.04.10 (ANEXO 1). 

 

4.1  Animal de Experimentação 

 

Utilizou-se 36 ratos machos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar, 

provenientes do Biotério Central da Universidade São Francisco, Bragança Paulista, com 

peso variando entre 300 a 320g e média de idade de quatro meses.  

 

4.2  Grupos Experimentais 

 

Foram constituídos, aleatoriamente, três grupos experimentais com 12 animais cada, 

divididos segundo terem sido submetidos à aplicação diária de clisteres contendo, solução 

fisiológica, solução de SCF na concentração de 1,0 g/kg/dia (SCF-1) e solução de SCF na 

concentração de 2,0 g/kg/dia (SCF-2), respectivamente. Seis animais de cada um desses 

grupos experimentais foram sacrificados em duas semanas enquanto os 18 remanescentes, 

seis de cada grupo experimental, em quatro semanas (Fig.5). 

 

 

 

 

Figura 5- Algoritmo da divisão dos grupos experimentais. 
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4.3  Etapa Pré-operatória 

 

Durante o período de vigilância epidemiológica (sete dias), os animais foram 

mantidos em gaiolas individuais, em ambiente climatizado, com controle de temperatura, 

luminosidade, umidade e ruídos. Todos permaneceram em jejum durante 24 horas, exceto 

para água, antes da intervenção cirúrgica. Identificou-se cada gaiola com o número 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.  

 

4.4  Anestesia 

 

No dia da intervenção, pesou-se os animais para cálculo da dose anestésica, 

utilizando-se, para tal, o cloridrato de xilazina 2% (Anasedan®) e o cloridrato de quetamina 

(Dopalen®) na dose de 0,1ml/100g, administradas por via intramuscular na pata traseira 

esquerda. 

 

4.5  Técnica Operatória 

 

Depois de anestesiados e fixos à mesa cirúrgica, em decúbito dorsal horizontal, foi 

realizada tricotomia da região abdominal, da pelve até as rebordas costais, com aparelho 

elétrico de depilação. Foi utilizada a polivinilpirolidona-iodo para antissepsia da área 

depilada, posteriormente, recoberta por campo cirúrgico fenestrado estéril. Abriu-se a 

cavidade abdominal por meio de incisão longitudinal mediana com três centímetros de 

extensão. Terminada essa etapa, o ceco foi identificado. Com o auxílio de um paquímetro se 

mediu no intestino grosso o local escolhido para a secção do cólon direito, situado a quatro 

centímetros após a papila ileocecal. Após ligadura dos vasos da arcada cólica marginal, 

seccionou-se o cólon no ponto pré-determinado e foi exteriorizado o segmento proximal, 

como colostomia terminal, através de incisão circular, com três milímetros de diâmetro, 

realizada na região da fossa ilíaca direita.  A colostomia foi fixada à pele com pontos 

separados de fio absorvível monofilamentar 4-0 (Monocryl®) nos quatro pontos cardinais, e 

depois entre eles, amarrando com três nós.  

Terminada a confecção da colostomia proximal, cateterizou-se o segmento caudal do 

intestino grosso seccionado com sonda de polivinil medindo 12 F de diâmetro interno, e o 

irrigamos com 80 ml de solução fisiológica aquecida a 37ºC, até que o efluente drenado pelo 

ânus não apresentasse a saída de síbalos fecais. Concluída a irrigação, o cateter foi 
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removido e o cólon distal exteriorizado como colostomia (fístula mucosa distal) na face 

lateral superior direita da parede abdominal. Fixou-se a colostomia distal com a mesma 

técnica utilizada na colostomia proximal. Foi realizada a síntese da parede abdominal em 

dois planos de sutura: peritônio e aponeurose com pontos contínuos de fio de ácido 

poliglicólico 4-0 (Vicryl®) e a pele com pontos separados de nylon 4-0 (Mononylon®). 

 

4.6  Pós-operatório 

 

Concluída a operação, os animais foram mantidos por 10 minutos sob aquecimento 

por meio de lâmpada incandescente e, após a recuperação anestésica, alojados nas gaiolas 

individuais previamente identificadas, liberada a ingestão de água e ração padronizada 

(Nuvilab CR1®), após terem recuperado completamente o estado de vigília. 

Os animais permaneceram em gaiolas individuais até a data do sacrifício (duas ou 

quatro semanas), nas mesmas condições ambientais de umidade, luminosidade e 

temperatura do período de vigilância epidemiológica. Após a intervenção, não foi tomado 

qualquer cuidado adicional com relação à ferida operatória ou aos estomas, nem utilizados 

analgésicos ou antimicrobianos. 

 

4.7  Intervenção com as Soluções Propostas 

 

Os animais foram submetidos à aplicação de enemas diários com as soluções de 

intervenção padronizadas. A aplicação das substâncias foi realizada através de cateter de 

polietileno graduado em centímetros, com diâmetro interno de 14 F. O cateter foi 

introduzido, cuidadosamente, pelo ânus do animal numa profundidade padronizada em 3 cm 

a partir da margem anal. A seguir, aplicava-se o clister contendo a solução de intervenção 

correspondente para cada grupo experimental, à temperatura ambiente, até que a mesma 

saísse pela fístula mucosa distal (colostomia exclusa de trânsito fecal). As soluções de 

intervenção foram infundidas com auxílio de uma bomba de infusão numa velocidade 

padronizada em 20 mL/min. 

4.7.1  Coleta do material 

 

Na véspera do dia programado para a coleta do material, os animais foram 

novamente pesados e mantidos em jejum por 24 horas, exceto para água. Todos os animais 

receberam a aplicação do clister com a solução de intervenção, na manhã da data 

programada para a eutanásia, sempre realizada no período da tarde. Para a remoção dos 
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fragmentos cólicos a serem estudados, os animais foram anestesiados com a mesma 

técnica anteriormente descrita, realizando-se, posteriormente, incisão xifopúbica. Após 

liberação das aderências, caso presentes, removeu-se todo o cólon, incluindo a colostomia, 

desprovida de trânsito fecal, incluindo o ânus. Os animais anestesiados foram sacrificados 

com dose inalatória letal de éter. 

Depois de removidos, abriu-se longitudinalmente os segmentos do cólon, pela borda 

anti-mesocólica, e lavou-se, com soro fisiológico a 0,9 % aquecido a 37 ºC, para remoção de 

resíduos fecais, muco ou tampão de sucralfato eventualmente formado. Foram retirados três 

fragmentos, medindo cada um deles 30 mm de comprimento, interessando toda a parede 

intestinal. Todos os fragmentos foram removidos do cólon desprovido de trânsito intestinal, 

submetido às soluções de intervenção. Desprezou-se um segmento de 10 mm do cólon a 

partir da fixação do estoma ao peritônio parietal, bem como um segmento de 4 cm acima do 

ânus, que incluía o canal anal. Dois dos três fragmentos colhidos foram encaminhados para 

estudo histológico através da técnica de coloração hematoxilina-eosina (HE) e 

imunoistoquímico e o terceiro foi enviado ao laboratório para  mensuração dos níveis de 

malondialdeído (MDA). Para a dosagem do MDA, foram isolados fragmentos contendo 

exclusivamente a mucosa, obtidos por microdissecação realizada com o auxílio de lupa 

entomológica e, acondicionados em frasco com solução tampão, após identificação foram 

congelados a -22 ºC. 

 

4.8  Técnica Histológica 
 

4.8.1  Fixação e processamento 

 

Para a realização do estudo histopatológico, dispôs-se e fixou-se com alfinetes os 

fragmentos com 30 mm de extensão, retirados dos cólons submetidos à intervenção com as 

soluções propostas, em superfície plana de cortiça com a face mucosa voltada para cima. 

Após identificação, o material foi acondicionado em frascos contendo solução de 

formaldeído tamponado a 10%, com a superfície mucosa voltada para baixo. Os fragmentos 

de cólon permaneceram imersos totalmente em formaldeído por um período de 72 horas. 

Em seguida os espécimes foram acondicionados e identificados individualmente em 

recipientes adequados e foram processados na seguinte ordem: lavados em água corrente e 

água destilada para, em seguida, serem desidratados em sucessivas concentrações 

crescentes de álcool, diafanizados em xilol e impregnados em banhos de parafina líquida a 

uma temperatura prévia e constante de 60ºC. Após, o material foi incluído em blocos 

parafina. Cada bloco foi submetido à microtomia onde foram realizados seis cortes 

longitudinais, com 5μm de espessura, para confecção das lâminas destinadas ao estudo 
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histológico e imunoistoquímico.  

Para a avaliação histológica da presença de colite, as lâminas foram coradas com 

hematoxilina-eosina (HE) e montadas com lamínulas e resina.  

 

4.8.2  Técnica de coloração hematoxilina-eosina 

 

Para a realização do estudo de atividade inflamatória utilizou-se a técnica de 

coloração Hematoxilina-Eosina (HE). Os espécimes depois de coletados, processados, 

cortados e identificados foram colocados em lâminas de vidro específicas e expostos à 

temperatura de 60ºC por doze horas. Concluído este período para desparafinização foram 

submersos em dois banhos de xilol, ali permanecendo por dez minutos em cada banho. Em 

seguida as lâminas foram submetidas a três banhos de álcool absoluto por passagem e, 

hidratadas em água corrente por cinco minutos. Após a hidratação, todas as lâminas foram 

submersas em corante Hematoxilina de Harris por um minuto, realizando-se em seguida a 

lavagem das lâminas com água corrente para a remoção do excesso do corante. Terminada 

esta etapa, as lâminas foram expostas ao corante Eosina por dois minutos, novamente 

lavadas com água corrente e, logo a seguir, desidratadas através de três banhos de álcool 

absoluto, um banho com xilol/álcool e três banhos de xilol. Em seguida foram montadas 

utilizando-se lamínulas e resina para a avaliação do escore inflamatório. 

 

4.9  Avaliação Histológica da Presença de Colite 

 

A análise das lâminas foi feita com microscópio óptico comum, Nikon Eclipse DS-50, 

com magnificação final de 200x, por patologista experiente em doenças colorretais que 

desconhecia a origem do material e os objetivos do estudo. As fotomicrografias foram feitas 

com câmera de vídeo-captura (DS-Fi-50), acoplada ao microscópio e, posteriormente, 

digitalizadas em computador. 

Para confirmar o diagnóstico histopatológico de colite, consideraram-se os seguintes 

parâmetros histológicos: presença de ulcerações no epitélio e escore inflamatório, segundo 

escala anteriormente proposta (GUPTA et al., 2007), modificada (QUADRO 1).  
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Quadro 1 – Escala de graduação do escore inflamatório 

Grau de inflamação Escore Características histopatológicas 

Ausente 0 Sem infiltração neutrofílica tecidual 

Leve 

 

 

1 

Infiltração neutrofílica (<50% das criptas) 

ou 

Infiltração neutrofílica (<50% dos campos) 

+ 

Ausência de perda epitelial 

Moderado 

 

 

2 

 

 

Infiltração neutrofílica (  51% das criptas) 

ou 

Infiltração neutrofílica  ( 51% dos campos) 

+ 

Ausência de perda epitelial 

Intenso 3 Perda epitelial 

Baseada em Gupta et al. (2007) - Mount Sinai Hospital – Modificada 
 

4.10  Técnica Imunoistoquímica 

 

4.10.1 Proteínas e-caderina, β-catenina, claudina-3 e ocludina 

 

Para realização da técnica de imunoistoquímica para pesquisa das proteínas E-

caderina, β-catenina, caludina-3, ocludina e da enzima MPO nos blocos previamente 

confeccionados, foram realizados cortes histológicos, com 5 µ de espessura em todas as 

amostras colhidas dos animais dos diferentes grupos experimentais (segmentos submetidos 

às soluções de intervenção) nos dois períodos propostos. Os cortes foram dispostos em 

lâminas de vidro com extremidades foscas previamente silanizadas e identificadas com o 

grupo experimental, subgrupo, número do animal e local de onde o fragmento tinha sido 

removido. Após esses procedimentos foram submersas em solução de Trilogy em uma 

diluição de 1:100 (Trilogy, Marca Cell Marque). A exposição das lâminas ao Trilogy teve 

como objetivo promover a desparafinização, hidratação e recuperação antigênica. Essa 

exposição foi realizada em uma temperatura de 95 ºC em banho-maria por 45 minutos. Em 

seguida as lâminas foram transferidas para uma segunda cuba também contendo a solução 

de Trilogy, previamente aquecida à mesma temperatura, permanecendo em incubação por 

10 minutos. Posteriormente, retirou-se a cuba com a solução de Trilogy com as lâminas do 

banho-maria mantendo a solução em temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida as 

lâminas foram lavadas com dois banhos de água destilada por dois minutos cada e 
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submetidos posteriormente em dois banhos solução com tampão de PBS com duração de 

dois minutos cada. O bloqueio das peroxidases endógenas foi realizado através da 

incubação das lâminas em uma solução de água oxigenada 10 volumes (V) à 3% por dez 

minutos em temperatura ambiente. Terminada esta fase as lâminas foram novamente 

lavadas com dois banhos de água destilada por dois minutos e dois banhos com tampão  

PBS, também por dois minutos cada. Para pesquisa da proteína E-caderina utilizou-se o 

anticorpo primário Anti-E-Caderina, (Dako do Brasil, São Paulo, Brasil; Clone: NCH-38) na 

diluição de 1:100. Foi realizada pela adição de 100 μL do anticorpo primário sobre os cortes 

em uma câmara úmida onde ficaram expostos por uma hora em temperatura ambiente. Para 

pesquisa da proteína β-Catenina utilizou-se anticorpo anti-β-Catenina (Dako do Brasil, São 

Paulo; Clone: β-Catenin-1) na diluição de 1:200. Na pesquisa da proteína claudina-3 utilizou-

se anticorpo primário anti-claudina-3, (Spring, Bioscience) na diluição de 1:300. Para 

identificar a imunoexpressão tecidual da proteína ocludina adotou-se o anticorpo primário 

anti-Ocludina (Spring, Bioscience) na diluição de 1:100. Depois de realizada a diluição 

recomendada para cada anticorpo primário, 100 μL deste foi adicionado sobre os cortes em 

uma câmara úmida e, expostos por 1 hora à temperatura ambiente. Após a exposição ao 

anticorpo primário, as lâminas foram lavadas com água destilada, dois banhos com duração 

de dois minutos cada banho e dois banhos com solução tampão de PBS também com 

duração de dois minutos cada. Posteriormente realizou-se a incubação com sistema de 

avidina-biotina (anticorpos secundários) do Kit LSAB+System-HRP (Dako do Brasil, São 

Paulo, Brasil) com um tempo de exposição das lâminas por um período de 35 minutos em 

cada reagente. Terminado este tempo, os cortes foram lavados com dois banhos em 

solução de tampão de PBS, e revelados através da utilização do Kit Líquid DAB + Substrate 

(Dako do Brasil, São Paulo, Brasil) na diluição de 1 gota de cromógeno em 1 mL de solução 

tampão, sendo adicionado 100 μL do cromógeno sobre os cortes, por um período de 

incubação entre três a cinco minutos a temperatura ambiente. Após a revelação, os cortes 

foram lavados em água corrente e realizada a contra coloração com hematoxilina de Harris 

por 30 segundos. Depois, as lâminas foram lavadas novamente com água corrente até a 

remoção total do excesso de hematoxilina. Por fim, foram desidratadas em três banhos de 

álcool absoluto, um banho de Xilol/álcool e dois banhos de xilol, para serem montadas com 

lamínulas e resina. 

 

4.10.2 Proteína mieloperoxidase (MPO) 

 

Para realização da técnica de imunoistoquímica com a finalidade de pesquisa da 

enzima MPO, nos blocos previamente confeccionados, foram realizados cortes histológicos 
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com 5 µ de espessura em todas as amostras colhidas dos animais dos diferentes grupos 

experimentais (segmentos submetidos às soluções de intervenção) nos dois períodos 

propostos. Os cortes foram dispostos em lâminas de vidro com extremidades foscas 

previamente silanizadas e identificadas como: grupo experimental, subgrupo, número do 

animal e de onde o fragmento tinha sido removido. Após esses procedimentos as lâminas 

foram submersas em solução de Trilogy em uma diluição de 1:100, Trilogy (Cell Marque), 

sendo que, a exposição das lâminas à solução tinha como finalidade promover a 

desparafinização, hidratação e a recuperação antigênica. A exposição ao Trilogy foi 

realizada em uma temperatura de 95 ºC em banho-maria por um período de 45 minutos. 

Posteriormente, as lâminas foram transferidas para uma segunda cuba com solução de 

Trilogy previamente aquecida à mesma temperatura onde permaneceram por um período de 

incubação de 10 minutos, quando foram retiradas do banho-maria e mantidas em 

temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas em dois 

banhos de água destilada (dois minutos cada banho) e dois banhos com PBS (dois minutos 

cada banho). O bloqueio das peroxidases endógenas foi realizado através da incubação das 

lâminas com água oxigenada 10 V à 3%, por um período de dez minutos em temperatura 

ambiente. Em seguida as lâminas foram lavadas novamente com dois banhos de água 

destilada por dois minutos e dois banhos com PBS, pelo mesmo período de tempo. A 

incubação com o anticorpo primário anti-mieloperoxidase (MPO) (Cell Marque), na diluição 

de 1:100, foi realizada através da adição de 100 μL do anticorpo primário sobre os cortes em 

uma câmara úmida e expostos por 1 hora à temperatura ambiente. Após a exposição ao 

anticorpo primário, as lâminas foram lavadas com água destilada, em dois banhos de dois 

minutos e dois banhos com solução tampão de PBS pelo mesmo período. A seguir, as 

lâminas foram incubadas com amplificador por 10 minutos, e novamente lavadas com dois 

banhos de PBS e incubadas com o polímero de detecção por 10 minutos. O amplificador e o 

polímero de detecção compõem o kit Sistema de detecção de alta sensibilidade com 

polímeros HiDef (Cell Marque). No final do processo os cortes foram lavados com dois 

banhos com PBS. A revelação dos cortes ocorreu através da utilização do DAB Kit 12ml 

DAB e 200ml Bufer. (Cell Marque) na diluição de 1 gota de cromógeno em 1 mL de solução 

tampão, onde foi adicionado 100 μL do cromógeno sobre os cortes, por 5 minutos à 

temperatura ambiente. Após a revelação os cortes foram lavados com água corrente e 

contracorados com Hematoxilina de Harris por 30 segundos, e lavadas novamente com 

água corrente até a remoção total do excesso do corante, após esta remoção, foram 

desidratadas em três banhos de álcool absoluto, um banho de Xilol/álcool e dois banhos de 

xilol, e por fim montadas com lamínulas e resina.  

A imunocoloração para a enzima MPO foi considerada positiva quando se detectava 

coloração acastanhada intensa que marcavam os neutrófilos presentes nas camadas 



47 
 

mucosa e submucosa, como recomenda o fabricante.  

 

4.11 Medida do Conteúdo Tecidual de E-caderina, β-catenina, Claudina-3, Ocludina e 

MPO 

 

A expressão das proteínas foi avaliada segundo o local e o conteúdo da 

imunocoloração. O conteúdo tecidual total de E-caderina, β-catenina, Claudina-3, Ocludina e 

MPO foi mensurado por análise de imagem assistida por computador (morfometria 

computadorizada), quantificando-se o conteúdo de ambas em três criptas cólicas contíguas, 

em três campos aleatórios. A imagem selecionada, após adequadamente focada, foi 

capturada por videocâmera acoplada ao microscópico óptico. A seguir a imagem captada foi 

processada e analisada pelo programa NIS-Elements instalado em um computador com boa 

capacidade de processamento de imagens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Sistema de análise de imagens assistida por computador, 
utilizado para mensuração do conteúdo tecidual das proteínas E-
caderina, β-catenina, claudina-3, ocludina e MPO. 
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A quantificação das proteínas foi sempre realizada após a calibração do programa 

para o aumento selecionado. A calibração era refeita após a leitura de cada lâmina. Para a 

quantificação da densidade de cor encontrada em cada campo selecionado, utilizou-se o 

filtro RGB adotando-se todo comprimento de onda que continha a cor parda-acastanhada 

(cor que identificava a imunoexpressão tecidual de ambas as proteínas). Com o programa, 

transformou-se a coloração parda-acastanhada, onde havia a imunoexpressão na cor 

branca e o restante do campo de visão capturado, sem imunocoloração, em preto. Os 

valores encontrados para o conteúdo tecidual das proteínas estudadas foram sempre 

expressos em porcentagem das proteínas por campo analisado (%/campo). O valor final 

adotado para os animais dos subgrupos controle e experimento (segmentos providos e 

desprovidos de trânsito intestinal) foi sempre representado pelo valor médio, com o 

respectivo desvio padrão. Todas as imagens selecionadas foram arquivadas para posterior 

documentação fotográfica. 

A Figura 7A mostra a expressão da de β-catenina na camada mucosa do cólon em 

segmento provido de trânsito fecal após 18 semanas de derivação intestinal. A figura 7B 

mostra a quantificação da β-catenina no mesmo campo mostrado pela figura 7A utilizando o 

método de análise de imagem assistida por computador. 

 

 

 

 

  

4.12 Dosagem Tecidual de Malondialdeído (MDA) 

 

Os níveis de peroxidação de lípidos foram avaliados através da medida dos níveis de 

substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), tal como ao MDA, com 

metodologia previamente descrita (BRADLEY et al., 1982). O MDA é um produto secundário 

Figura 7A – Expressão da proteína β-catenina em segmento cólico desprovido de 
trânsito de animal submetido à exclusão fecal por 18 semanas. Imunoistoquímica 
para β-catenina. 200x. Figura 7-B – Quantificação da expressão tecidual da proteína 
β-catenina (coloração branca) por análise de imagem assistida por computador no 
mesmo campo descrito na figura 7-A. (200x)  
Fonte: Figura utilizada com autorização de MARTINEZ, 2010, p. 59 
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da oxidação lipídica e é considerado um potencial candidato como um biomarcador gerando 

estresse oxidativo. Para a quantificação dos níveis teciduais da MDA, 1g de cada fragmento 

foi colocado em 5 mL de tampão fosfato e homogeneizado num vórtice e em ultra-sonicador 

durante 30 segundos, alternadamente, repetindo o processo três vezes. Em seguida, 250 uL 

do sobrenadante obtido a partir do processo de homogeneização foi transferida para um 

tubo de plástico que continha 25 mL de 4% BHT metanólico e novamente homogeneizada 

em vórtice. A amostra foi então misturada com 1 mL de ácido tricloroacético 12%, 1 mL de 

ácido tiobarbitúrico de 0,73% e 750 uL de tampão Tris/HCl e incubados em banho-maria a 

100 °C durante 60 minutos. Após este passo, os tubos foram imediatamente colocados num 

recipiente com gelo para bloquear a reação, sendo adicionado 1,5 mL de n-butanol e, em 

seguida, misturados por vortex novamente por 30 segundos. As amostras foram separadas 

por centrifugação durante 10 minutos a 5.000 rpm. Finalmente, o sobrenadante foi removido, 

e a absorvância a 532nm da fase orgânica foi analisada utilizando um espectro fotómetro 

UV/VIS,6105 (Jenway, BibbyScientificLimited,Staffordshire, RU). 

 

4.13  Método Estatístico 

 

Os resultados foram sempre descritos pela mediana com respectivo erro padrão. 

Adotou-se sempre nível de significância de 5% (p<0,05). Foi utilizado o teste de Mann-

Whitney para analisar o escore de graduação inflamatória e o conteúdo tecidual das 

proteínas E-caderina, β-catenina, claudina-3, ocludina, MPO e MDA, comparando os 

animais do grupo controle e experimental (sendo os segmentos irrigados com solução 

fisiológica e sucralfato nas concentrações de 1,0 g/Kg/dia e 2,0 g/Kg/dia). Empregou-se o 

teste de Kruskal-Wallis para análise de variância do conteúdo tecidual das proteínas E-

caderina, β-catenina claudina, ocludina, MPO e MDA com relação ao tempo de intervenção. 

Para o estudo estatístico utilizou-se o programa SPSS (versão 13.0).  
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5.  RESULTADOS 

5.1  Avaliação Histológica da Presença CE 

  

As Figuras 8A e 8B mostram a parede cólica em segmentos desprovidos de trânsito 

fecal em animais submetidos à intervenção com SF e SCF 2,0 g/kg/dia por 2 e 4 semanas. 

 

 

 

 

 

 

As Figuras 9A e 9B mostram a parede cólica em segmentos desprovidos de trânsito 

fecal em animais submetidos à intervenção com SCF 1.0 g/kg/dia por duas semanas e com 

SCF 2,0 g/kg/dia por quatro semanas. 

 

 

 

 

 

Figura 8A – Epitélio cólico sem trânsito fecal de animal submetido à intervenção com SF 
por 2 semanas, com perda da arquitetura linear da superfície epitelial e formação de micro-
úlceras (HE 200 x). Figura 8B – Epitélio cólico sem trânsito fecal após intervenção com 
SCF 2,0 g/kg/dia por 4 semanas onde observa-se a preservação epitelial e a manutenção 
da altura das glândulas cólicas (HE 200x) 

Figura 9A – Epitélio cólico sem trânsito fecal de animal submetido à intervenção com SCF 1,0 

g/kg/dia por 2 semanas, com formação de uma película protetora de sucralfato sobre sua 

superfície com preservação epitelial (HE 200 x). Figura 9B – Epitélio cólico sem trânsito fecal 

após intervenção com SCF 2,0 g/kg/dia por 2 semanas, com formação de uma película de 

sucralfato sobre sua superfície com preservação epitelial (HE 400x) 
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5.2  Úlceras Epiteliais 

 

A Figura 10 mostra a perda epitelial nos animais submetidos à intervenção com SF, 

SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/Kg/dia por 2 e quatro semanas. Ao analisar os níveis de perda 

epitelial verificou-se que nos animais irrigados com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia por 

duas semanas, em média com respectivo erro padrão, os valores foram de 2,2 ± 0,7, 2,2 ± 

0,7 e 1,6 ± 0,6, respectivamente.  Ao analisar os níveis de perda epitelial verificou-se que 

nos animais irrigados com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia por quatro semanas, em 

mediana com respectivo erro padrão, os valores foram de 2,6 ± 0,5, 2,5 ± 0,7 e 1,0 ± 0,1, 

respectivamente.  Ao comparar os resultados foi constatado que a irrigação com SCF 2,0 

g/kg/dia por quatro semanas reduz significativamente a perda epitelial (p<0,05) em relação 

aos animais do grupo controle e àqueles irrigados com SCF 1,0 g/kg/dia também por quatro 

semanas. 

 

 

 

 

 

A Figura 11 mostra os escores encontrados quando se analisou o infiltrado 

inflamatório nas camadas mucosa e submucosa, dos segmentos cólicos irrigados com SF, 

SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os resultados mostraram que a 

intervenção do cólon excluso de trânsito intestinal com SCF na concentração de 2,0 g/kg/dia 

Figura 10 – Valores médios da intensidade (escore) da perda epitelial nos animais 
submetidos à intervenção com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/Kg/dia, por 2 e 4 semanas. * = 
significante (SCF 2,0 g/Kg/dia × SF); † = significante (SCF 2,0 g/kg/dia × SCF 1,0 g/kg/dia). 
Teste de Mann-Whitney 
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foi capaz de diminuir o escore apenas após quatro semanas de irrigação quando comparado 

aos animais irrigados com SF (p = 0,003) e SCF 1,0 g/kg/dia (p=0,004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3  Expressão Tecidual da Proteína E-caderina 

 

A Figura 12A mostra a expressão da proteína E-caderina nas glândulas da mucosa 

cólica em segmentos desprovidos de trânsito fecal nos animais submetidos à intervenção 

com SF por 4 semanas. A figura 12B mostra a expressão da proteína E-caderina nas 

glândulas da mucosa cólica em segmentos desprovidos de trânsito fecal nos animais 

submetidos à intervenção com SCF 2,0 g/kg/dia por 4 semanas. 

 

 

 

Figura 11– Valores médios do escore inflamatório encontrado nos animais submetidos à 
intervenção com SF, SCF 1,0 g/Kg/dia e 2,0 g/Kg/dia por 2 e 4 semanas. ** = significante 
(SCF 2,0 kg/dia × SF) (p<0,01); †† = significante (SCF 2,0 g/kg/dia × SCF 1,0g/Kg/dia). 
Teste de Mann-Withney. 
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Figura 12A – Epitélio cólico sem trânsito fecal de animal submetido à intervenção com SF por 4 
semanas, com perda da expressão de E-caderina na superfície epitelial e formação de úlceras (200 
x). Figura 12B – Epitélio cólico sem trânsito fecal após intervenção com SCF 2,0 g/kg/dia por 4 
semanas com expressão da proteína E-caderina na porção apical das criptas cólicas (200x) 

 

5.4  Conteúdo Tecidual da Proteína E-caderina 

 

A figura 13 mostra os valores encontrados do conteúdo tecidual da proteína E-

caderina nos animais submetidos à intervenção diária com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 

g/kg/dia por duas e quatro semanas. Ao mensurar o conteúdo da proteína E-caderina, no 

cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia, por duas 

semanas, encontrou-se, em média com respectivo erro padrão, o conteúdo em 

porcentagem/campo histológico de 2.8 ± 0.43, 5.68 ± 1.2 e 7.62 ± 1,16, respectivamente. 

Esses resultados mostraram que a intervenção do cólon excluso de trânsito intestinal com 

SCF na concentração de 1,0 g/kg/dia por duas semanas aumenta, significativamente, o 

conteúdo da proteína E-caderina (p=0,01). Esse aumento é ainda maior nos animais 

irrigados com 2,0 g/kg/dia (p=0,001). Quando medimos o conteúdo da proteína E-caderina, 

no cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia, por 

quatro semanas, em média com respectivo erro padrão, o conteúdo em porcentagem/campo 

histológico foi de 3.5 ± 0.20, 6.38 ± 0.64 e 6.12 ± 0.80, respectivamente. Esses resultados 

mostram que independente da concentração utilizada houve aumento significativo 

(p=0,001).  
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5.5  Expressão da Proteína β-catenina 

 

A Figura 14A mostra a expressão da proteína β-catenina nas glândulas da mucosa 

cólica em segmentos desprovidos de trânsito fecal nos animais submetidos à intervenção 

com SF por 4 semanas. A figura 14B mostra a expressão da proteína β-catenina nas 

glândulas da mucosa cólica em segmentos desprovidos de trânsito fecal nos animais 

submetidos à intervenção com SCF 2,0 g/kg/dia por 4 semanas. 
 

 

 

 

Figura 13 – Valores médios do conteúdo da proteína E-caderina encontrado nos animais 
submetidos à intervenção com SF, SCF 1,0 g/Kg/dia e 2,0 g/Kg/dia por 2 e 4 semanas. * = 
significante (p<0,05) ** = significante (p<0,01). Teste de Mann-Withney 

Figura 14A – Epitélio cólico sem trânsito fecal de animal submetido à intervenção com SF por 4 
semanas, com perda da expressão de β-catenina na superfície epitelial com a formação de úlceras 
(200 x). Figura 14B – Epitélio cólico sem trânsito fecal após intervenção com SCF 2,0 g/kg/dia por 4 
semanas com expressão da proteína β -catenina na porção apical das glândulas cólicas (200x). 
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5.6  Conteúdo Tecidual da Proteína β-catenina 

 

A Figura 15 mostra os valores encontrados do conteúdo tecidual da proteína β-

catenina nos animais submetidos à intervenção diária com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 

g/kg/dia por duas e quatro semanas. Ao mensurar o conteúdo da proteína β-catenina, no 

cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia, por duas 

semanas foi encontrado, em média com respectivo erro padrão, o conteúdo, em 

porcentagem/campo histológico, de 2.89 ± 0.38, 5.28 ± 0.5 e 6.41 ± 0,44, respectivamente. 

Esses resultados mostraram que a intervenção do cólon excluso de trânsito intestinal com 

SCF na concentração de 1,0 g/kg/dia por duas semanas aumenta, significativamente, o 

conteúdo da proteína β-catenina (p=0,004). Esse aumento é ainda maior nos animais 

irrigados com 2,0 g/kg/dia (p=0,0007). Quando se mediu o conteúdo da proteína β-catenina, 

no cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia, por 

quatro semanas, em média com respectivo erro padrão, o conteúdo em porcentagem/campo 

histológico foi de 3.51 ± 0.22, 5.34 ± 0.64 e 7.49 ± 0.75, respectivamente. Esses resultados 

mostram que houve aumento significativo no conteúdo de β-catenina nos animais irrigados 

com SCF 1,0 g/kg/dia (p=0,04), e maior ainda com concentração de 2,0 g/kg/dia(p=0,003). 

Não houve variação no conteúdo de β-catenina com o decorrer do tempo de intervenção, 

independente da concentração de SCF utilizada (p>0,05).  

 

 

 

Figura 15 – Valores médios do conteúdo tecidual de β-catenina encontrado nos animais 
submetidos à intervenção com SF, SCF 1,0 g/Kg/dia e 2,0 g/Kg/dia por 2 e 4 semanas. * 
= significante (p<0,05); **= significante (p<0,001). Teste de Mann-Withney 
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5.7  Expressão da Proteína Claudina-3 

 

A Figura 16A mostra a expressão da proteína claudina-3 nas glândulas da mucosa 

cólica em segmentos desprovidos de trânsito fecal nos animais submetidos à intervenção 

com SF por 4 semanas. A figura 16B mostra a expressão da proteína claudina-3 nas 

glândulas da mucosa cólica em segmentos desprovidos de trânsito fecal nos animais 

submetidos à intervenção com SCF 2,0g/kg/dia por 4 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

5.8  Conteúdo Tecidual da Proteína Claudina-3 

 

A Figura 17 mostra os valores encontrados para o conteúdo tecidual da proteína 

claudina-3 nos segmentos cólicos desprovidos de trânsito fecal nos animais submetidos à 

intervenção com SF, SCF 1.0 g/kg/dia e SCF 2,0 g/kg/dia por 2 e 4 semanas. Ao mensurar o 

conteúdo da claudina-3, no cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia 

e 2,0 g/kg/dia, por duas semanas foi encontrado, em média com respectivo erro padrão, o 

conteúdo, em porcentagem/campo histológico, de 8.39 ± 0.87, 14.35 ± 0.89 e 19.69 ± 0,83, 

respectivamente. Esses resultados mostraram que a intervenção do cólon excluso de 

trânsito intestinal com SCF por duas semanas, independente da concentração utilizada 

aumenta, significativamente, o conteúdo da proteína claudina-3 (p<0,0001). Esse aumento 

após duas semanas de intervenção é maior nos animais irrigados com 2,0 g/kg/dia quando 

comparado aos irrigados com 1,0 g/kg/dia (p=0,0003). Quando se mensurou o conteúdo 

tecidual de claudina-3, no cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia 

Figura 16A – Epitélio cólico sem trânsito fecal de animal submetido à intervenção com SF por 4 

semanas, com perda da expressão de claudina-3 na superfície epitelial (200 x). Figura 16B – 

Epitélio cólico sem trânsito fecal após intervenção com SCF 2,0 g/kg/dia por 4 semanas com 

expressão da proteína claudina-3 na porção apical das glândulas cólicas (200x). 
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e 2,0 g/kg/dia por quatro semanas, em média com respectivo erro padrão, o conteúdo foi de 

11.1 ± 0.45, 16.36 ± 1.52 e 17.94 ± 0.59, respectivamente.  Esses resultados mostram que 

houve aumento significativo no conteúdo de claudina-3 nos animais irrigados com SCF 1,0 

g/kg/dia (p=0,0001), e 2,0 g/kg/dia (p=0,0001). Esse aumento após duas semanas de 

intervenção é maior nos animais irrigados com 2,0 g/kg/dia quando comparado aos irrigados 

com 1,0 g/kg/dia (p=0,0001). Não houve variação no conteúdo tecidual de claudina-3 com o 

decorrer do tempo de intervenção, independente da concentração de SCF utilizada (p>0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

5.9  Expressão da Proteína Ocludina 

 

A Figura 18A mostra a expressão da proteína claudina-3 nas glândulas da mucosa 

cólica em segmentos desprovidos de trânsito fecal nos animais submetidos à intervenção 

com SF por 4 semanas. A figura 18B mostra a expressão da proteína claudina-3 nas 

glândulas da mucosa cólica em segmentos desprovidos de trânsito fecal nos animais 

submetidos à intervenção com SCF 2,0 g/kg/dia por 4 semanas. 

 

Figura 17 – Valores médios do conteúdo tecidual de claudina-3 encontrado nos 
animais submetidos à intervenção com SF, SCF 1,0 g/Kg/dia e 2,0 g/Kg/dia por 2 e 4 
semanas. **= significante: SCF 1,0 g × SF e SCF 2,0 g × SF (p<0,0001); †= 
significante; SCF 2,0 g × SCF 1,0 g (p=0,01); †† = significante: SCF 2,0g × SCF 1,0 g 
(p=0,0003). Teste de Mann-Withney 
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5.10  Conteúdo Tecidual da Proteína Ocludina 

 

A Figura 19 mostra os valores encontrados para o conteúdo tecidual da proteína 

ocludina nos segmentos cólicos desprovidos de trânsito fecal nos animais submetidos à 

intervenção com SF, SCF 1.0 g/kg/dia e SCF 2,0 g/kg/dia por 2 e 4 semanas. Ao mensurar o 

conteúdo da ocludina, no cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 

2,0 g/kg/dia, por duas semanas encontrou-se, em média com respectivo erro padrão, o 

conteúdo, em porcentagem/campo histológico, de 9.73 ± 1.02, 13.21 ± 0.85 e 17.95 ± 0,60, 

respectivamente. Esses resultados mostraram que a intervenção do cólon excluso de 

trânsito intestinal com SCF por duas semanas, independente da concentração utilizada 

aumenta, significativamente, o conteúdo da proteína ocludina (p<0,0001). Esse aumento 

após duas semanas de intervenção é maior nos animais irrigados com 2,0 g/kg/dia quando 

comparado aos irrigados com 1,0 g/kg/dia (p=0,0003). Quando se mensurou o conteúdo 

tecidual de ocludina, no cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 

2,0 g/kg/dia por quatro semanas, em média com respectivo erro padrão, o conteúdo foi de 

11.1 ± 0.45, 16.36 ± 1.52 e 17.94 ± 0.59, respectivamente.  Esses resultados mostram que 

houve aumento significativo no conteúdo de ocludina nos animais irrigados com SCF 1,0 

g/kg/dia (p=0,0001), e 2,0 g/kg/dia (p=0,0001). Não houve variação no conteúdo tecidual de 

ocludina com o decorrer do tempo de intervenção, independente da concentração de SCF 

utilizada (p>0,05).  

Figura 18A – Epitélio cólico sem trânsito fecal de animal submetido à intervenção com SF por 4 
semanas, com perda da expressão de ocludina na superfície epitelial com a formação de úlceras 
(200 x). Figura 18B – Epitélio cólico sem trânsito fecal após intervenção com SCF 2,0 g/kg/dia por 4 
semanas com expressão da proteína ocludina na porção apical das glândulas cólicas (200x). 
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5.11  Expressão Tecidual da Enzima MPO 

 

A Figura 20A mostra a expressão da enzima MPO em segmentos cólicos 

desprovidos de trânsito fecal nos animais submetidos à intervenção com SF por 4 semanas. 

A figura 20B mostra a expressão da enzima MPO em segmentos cólicos desprovidos de 

trânsito fecal nos animais submetidos à intervenção com SCF 2,0 g/kg/dia por 4 semanas. 

 

 

 

Figura 19 – Valores médios do conteúdo tecidual de ocludina encontrado nos animais 
submetidos à intervenção com SF, SCF 1,0 g/Kg/dia e 2,0 g/Kg/dia por 2 e 4 semanas. **= 
significante: SCF 1,0 g × SF e SCF 2,0 g × SF (p<0,0001); †† = significante: SCF 2,0g × SCF 
1,0 g (p=0,0003). Teste de Mann-Withney 

Figura 20A – Expressão de MPO em animal submetido à intervenção com SF por 4 semanas com 

um infiltrado de leucócitos do tipo neutrófilos marcados com setas (400 x). Figura 20B – 

Expressão de MPO após intervenção com SCF 2,0 g/kg/dia por 4 semanas. Com um menor 

número de leucócitos neutrófilos nas setas (400x). 
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5.12  Conteúdo Tecidual da Enzima MPO 

 

A Figura 21 mostra os valores encontrados para o conteúdo tecidual da enzima MPO 

nos segmentos cólicos desprovidos de trânsito fecal nos animais submetidos à intervenção 

com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e SCF 2,0 g/kg/dia por 2 e 4 semanas. Ao mensurar o conteúdo 

de MPO, no cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia, 

por duas semanas encontrou-se, em média com respectivo erro padrão, o conteúdo, em 

porcentagem/campo histológico, de 13,77 ± 0,62, 10,32 ± 0,48 e 10,36 ± 0,54, 

respectivamente. Esses resultados mostraram que a intervenção do cólon excluso de 

trânsito intestinal com SCF por duas semanas, independente da concentração utilizada 

reduziu, significativamente, o conteúdo da enzima MPO (p<0,0001) mostrando diminuição 

do infiltrado neutrofílico. Essa redução após duas semanas de intervenção não dependia da 

concentração utilizada. Quando se mensurou o conteúdo tecidual de MPO, no cólon excluso 

de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia por quatro semanas, em 

média com respectivo erro padrão, o conteúdo foi de 14,70 ± 0,40, 9,82 ± 1,12 e 10,08 ± 

0,46, respectivamente.  Esses resultados mostram que, da mesma forma que ocorria após 

duas semanas de intervenção, houve redução do infiltrado neutrofílico nos animais irrigados 

com SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia (p=0,0001). A diminuição do infiltrado neutrofílico após 

quatro semanas também não estava relacionado à concentração utilizada. Não houve 

variação no conteúdo tecidual de MPO com o decorrer do tempo de intervenção, 

independente da concentração de SCF utilizada (p>0,05).  

 

 

 

Figura 21– Valores médios do conteúdo tecidual de MPO encontrado nos animais 
submetidos à intervenção com SF, SCF 1,0 g/Kg/dia e 2,0 g/Kg/dia por 2 e 4 semanas. 
**= significante: SF × SCF 1,0 g e SCF 2,0 g (p<0,0001). Teste de Mann-Withney 
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5.13  Conteúdo Tecidual de MDA 

 

A Figura 22 mostra os valores encontrados para o conteúdo tecidual de MDA nos 

segmentos cólicos desprovidos de trânsito fecal nos animais submetidos à intervenção com 

SF, SCF 1,0g/kg/dia e SCF 2,0 g/kg/dia por 2 e 4 semanas. Ao mensurar o conteúdo de 

MDA, no cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF 0,9%, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 

g/kg/dia, por duas semanas encontrou-se, em média com respectivo erro padrão, o 

conteúdo, em porcentagem/campo histológico, de 0,045200±0,003, 0,0074623±0,002 e 

0,0106303±0,004, respectivamente. Esses resultados mostraram que a intervenção do cólon 

excluso de trânsito intestinal com SCF por duas semanas, independente da concentração 

utilizada reduziu, significativamente, o conteúdo da enzima MDA (p<0,0001) mostrando 

diminuição dos níveis de peroxidação lipídica. Essa redução após duas semanas de 

intervenção não dependia da concentração utilizada. Quando se mensurou o conteúdo 

tecidual de MDA, no cólon excluso de trânsito fecal irrigado com SF, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 

g/kg/dia por quatro semanas, em média com respectivo erro padrão, o conteúdo foi de 

0,0610614±0,006, 0,023973±0,01 e 0,0114457±0,002, respectivamente.  Esses resultados 

mostram que, da mesma forma que ocorria após duas semanas de intervenção, houve 

redução da peroxidação lipídica nos animais irrigados com SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia 

(p=0,0001). A diminuição da peroxidação lipidica após quatro semanas também não estava 

relacionado à concentração utilizada. Não houve variação no conteúdo tecidual de MDA 

com o decorrer do tempo de intervenção, independente da concentração de SCF utilizada 

(p>0,05).  

 

 5.14  Variações no Conteúdo Tecidual das Proteínas E-caderina, β-catenina, 
Claudina, Ocludina, MPO e MDA em Relação ao Tempo de Intervenção com SF, SCF 
1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia 

 

Figura 22 – Valores médios do conteúdo tecidual de MDA encontrado nos animais 
submetidos à intervenção com SF, SCF 1,0 g/Kg/dia e 2,0 g/Kg/dia por 2 e 4 semanas. **= 
significante: SF × SCF 1,0 g e SCF 2,0 g (p<0,0001). Teste de Mann-Withney 
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A Tabela 1 mostra em mediana com o respectivo erro padrão, a variação para os 

valores encontrados para o conteúdo tecidual das proteínas E-caderina, β-catenina, 

claudina, ocludina, MPOe MDA nos segmentos cólicos desprovidos de trânsito fecal, nos 

animais submetidos à intervenção com SF 0,9%, SCF 1.0g/kg/dia e SCF 2,0 g/kg/dia após 2 

e 4 semanas. 

 

Tabela 1 – Variação no conteúdo tecidual das proteínas E-caderina, β-catenina, claudina, 

ocludina, MPO e MDA nos segmentos cólicos submetidos à intervenção com SF, SCF 

1.0g/kg/dia e SCF 2,0 g/kg/dia em relação ao tempo de intervenção. 

 2 semanas 

(M ± EP) 

4 semanas 

(M ± EP) 

 SF-0,9% SCF-1 SCF-2 SF-0,9% SCF-1 SCF-2 

E-caderina 2,81±0,38 4,35±1,20 6,18±1,16 3,50±0,22 6,38±0,64 6,35±0,87 

β-catenina 2,68±0,38 4,95±0,50 6,03±0,44 3,36±0,22 5,31±0,64 7,99±0,75 

Claudina 8,39±0,87 14,35±0,89 19,69±0,83 7,55±0,79 16,95±1,26 20,94±0,94 

Ocludina 9,73±1,02 13,21±0,85 17,95±0,60 11,14±0,45 16,36±1,52 17,94±0,59 

MPO 13,77±0,62 10,32±0,48 10,36±0,54 14,70±0,40 9,82±1,12 10,08±0,46 

MDA 0,045±0,003 0,0074±0,002 0,010±0,004 0,0610±0,006 0,0092±0,003 0,0114±0,002 

Teste de Kruskal-Wallis; M = Mediana; EP= Erro padrão. 
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6.  DISCUSSÃO 

 

6.1  Considerações Gerais 

 

O SCF é o sal formado pelo dissacarídeo octosufalto de sacarose associado ao 

hidróxido de polialumínio (VOLKIN et al., 1993). A substância é considerada um complexo 

citoprotetor, sendo inicialmente utilizada para prevenir ou tratar doenças do trato digestivo 

superior, principalmente representadas pela doença ulcerosa péptica, úlceras de estresse e 

lesões agudas da mucosa gástrica (SZABO e HOLLANDER, 1989; SZABO, 1991). 

Posteriormente, em virtude da destacada capacidade de adesão sobre superfícies cruentas, 

a substância também se mostrou eficaz para prevenção e tratamento de úlceras varicosas 

crônicas, mucosites pós-radioterapia cervical, queimaduras e cicatrizes com aquelas 

decorrentes das hemorroidectomias (BANATI; CHOWDHURY e MAZUMDER, 2001; GUPTA 

et al., 2008; TUMINO et al., 2008; ALA et al., 2013; QUTOB et al., 2013).  

A primeira referência ao uso do SCF em portadores de DII foi publicada em meados 

da década de 1980 (CARLING; KAGEVI; BORVALL, 1986). A partir de então uma série de 

autores publicaram os resultados do uso do SCF para o tratamento de diferentes 

enfermidades cólicas que evoluem com inflamação, entre elas a retocolite ulcerativa e a 

retite actínica (KOCHHAR et al., 1988; LADAS e RAPTIS, 1989; KOCHHAR et al., 1990; 

HIDALGO VERA et al., 1990; KOCHHAR et al., 1991; VALLS et al., 1991; HENRIKSSON; 

FRANZÉN; LITTBRAND, 1992; ARDIZZONE et al., 1996; STOCKDALE; BISWAS, 1997; 

O'BRIEN et al., 1997; SASAI et al., 1998; ZIMMERMANN; FELDMANN, 1998; KOCHHAR et 

al., 1999; MELKO et al., 1999; KNEEBONE et al., 2001; DENTON et al., 2002; O'BRIEN et 

al., 2002; GUL et al., 2002; SANGUINETI et al., 2003; MANOJLOVIC e BABIC, 2004; 

HOVDENAK; SØRBYE;  DAHL, 2005; SEO, 2006; LEIPER; MORRIS, 2007, DE PARADES 

et al., 2008; HENSON, 2010; RUSTAGI e MASHIMO, 2011; NELAMANGALA 

RAMAKRISHNAIAH et al., 2012; HAWKINS; BILLINGHAM e BASTAWROUS, 2012; 

HANSON; MACDONALD; SHAUKAT, 2012; CHRUSCIELEWSKA-KILISZEK et al., 2013; 

SARIN; SAFAR, 2013; STACEY; GREEN, 2013; MCELVANNA; WILSON; IRWIN, 2014; 

MENDENHALL et al., 2014). Os resultados desses estudos são conflitantes, pois apesar da 

maioria mostrar que a aplicação de enemas com SCF melhora a sintomatologia e os 

achados endoscópicos em portadores de retite actínica, outros não foram capazes de 

mostrar benefícios significantes. Ao revisar a literatura somente quatro estudos, todos 

realizados com o Projeto Fomentado pela FAPESP relacionado a esta tese, avaliaram a 

eficácia do SCF num modelo experimental de CE (PEREIRA et al., 2013; CHAIM et al., 

2014; BONASSA et al., 2015; MARTINEZ et al., 2015b). Cabe destacar que dois desses 
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estudos, já mostram parte dos resultados encontrados durante a elaboração desta Tese. No 

primeiro artigo verificou-se que a aplicação de enemas com SCF foi capaz de reduzir a 

perda epitelial e a formação de úlceras epiteliais. O SCF reduzia significativamente o grau 

de inflamação no cólon excluso de trânsito preservando a arquitetura normal do epitélio 

cólico (PEREIRA et al., 2013). O segundo artigo mostrou que a aplicação diária de SCF 

reduzia significativamente o infiltrado inflamatório avaliado pelos níveis teciduais de MPO, 

bem como os níveis de peroxidação lipídica, confirmando descrições anteriores que o SCF 

apresenta atividade antioxidante (MARTINEZ, 2015b). 

Os efeitos terapêuticos do SCF nas lesões cutâneo mucosas estão relacionados à 

propriedade que a substância tem em aderir-se, firmemente, à superfície cruenta de lesões 

epiteliais, tornando difícil a remoção da camada gelatinosa que se forma (WADA et al., 

1997). No presente estudo foram confirmados esses achados, pois em todos os animais que 

sofreram a intervenção com SCF, quando da abertura do cólon após a eutanásia, 

apresentavam um cilindro de coloração esbranquiçada e aspecto mucoso, firmemente 

aderido à mucosa intestinal. Quando se estudou microscopicamente esses animais, 

confirmou-se a formação de uma película protetora sobre a mucosa cólica, melhor 

observada nas figuras 9A e 9B. 

A capacidade adesiva parece ser o principal mecanismo de ação da droga, todavia, 

recentemente, demonstrou-se que a molécula do SCF possui ainda, outras propriedades 

funcionais (ROBERT et al., 1979; REES, 1992). Demonstrou-se, que, o SCF aumenta a 

produção de muco pelas células caliciformes gastrointestinais por inibir a atividade da 

enzima acetiltransferase, e aumenta a produção de prostaglandinas E2(PGE2) (SLOMIANY 

et al., 1989). Como se sabe a camada de muco que recobre o epitélio intestinal além de 

servir como proteção mecânica, cria um meio essencial para que ocorra a restituição e 

reparação do epitélio lesado (SCHEIMAN et al., 1992). Estudo experimental que avaliou as 

características físicas e químicas do muco que recobre o epitélio gástrico mostrou que após 

a administração do SCF ocorria aumento de 8% na espessura da camada de muco 

(SLOMIANY et al., 1989). O estudo mostrou que o SCF aumentava em 63% o conteúdo de 

sulfomucinas e em 81% o de sialomucinas, aumentando a proteção epitelial conferida por 

esses subtipos de mucinas ácidas (SLOMIANY et al., 1989). Essas alterações foram 

acompanhadas de um aumento de quase duas vezes na viscosidade do muco e de 60% na 

hidrofobicidade (SLOMIANY et al., 1989). Essas modificações aumentam a capacidade 

adesiva do muco sobre a superfície epitelial conferindo proteção maior e por tempo mais 

prolongado contra agressões oriundas do meio externo. De modo semelhante, 

recentemente foi demonstrado que essas alterações, também ocorrem na mucosa do 

intestino grosso exclusa de trânsito fecal que desenvolve CE. Constatou-se, que após a 

aplicação de clistéres diários com SCF no cólon excluso, que existia significativo aumento 
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da produção de mucinas neutras e, principalmente ácidas (CHAIM et al., 2014).  Num 

segundo estudo avaliando os efeitos do SCF sobre as subtipos de mucinas ácida, verificou-

se que o aumento no conteúdo de mucinas ácidas se dava principalmente às custas de 

sialomucinas, justamente o subtipo que sofre a maior redução no cólon excluso como foi 

demonstrado em estudo anterior (MARTINEZ et al., 2010; BONASSA et al., 2015). Esses 

achados sugerem que o SCF apresenta papel de destaque aumentando a proteção 

fornecida pela camada de muco que recobre o epitélio cólico e que representa a primeira 

linha de defesa da barreira epitelial do intestino grosso.  

Estudos demonstraram que o SCF é capaz de estimular a produção de fator de 

crescimento epitelial (EGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PGDF) 

favorecendo a cicatrização de lesões epiteliais (SLOMIANY et al., 1992; MASUELLI et al., 

2010). Com isso o SCF acelera a reparação dos tecidos por estimular a migração de 

fibroblastos para o local onde houve a lesão tecidual (ROBERT et al., 1979). Cabe destacar 

que esses dois efeitos se encontram relacionados ao estimulo da produção de mucinas, 

PGE2 e EGF. As prostaglandinas, particularmente a PGE2, representam os principais 

produtos do metabolismo do ácido araquidônico, desempenhando um papel crítico na 

manutenção da integridade do epitélio gastrointestinal (SLOMIANY et al., 1994). O SCF 

aumenta a produção de prostaglandina pelo epitélio gastrointestinal por estimular a 

produção e secreção da fosfolipase A2 (SLOMIANY et al., 1994). O aumento na produção 

de PGE2, principal metabólito da COX-1 e COX-2, é capaz de induzir a angiogênese local, a 

motilidade e a sobrevivência de células epiteliais e endoteliais. Cabe lembrar que o maior 

aporte sanguíneo é uma condição importante em todo processo de cicatrização tecidual. 

Dentre os vários mecanismos de ação que estimulam a cicatrização, estudos mostraram 

ainda na década de 1990, que o SCF aumenta significativamente a produção de TGF-α e 

que a associação de SCF e TGF-α estimula a proliferação de células da mucosa e aumenta 

ainda mais o suprimento sanguíneo local, favorecendo todo processo de reparação (LOUW 

et al., 1998). Apesar de não ter sido mensurado até a presente data os níveis de EGF, PGE-

2, COX-2 e TGF-, os resultados encontrados no presente estudo parecem corroborar 

esses achados. Os animais submetidos à intervenção com SCF, independente do tempo de 

aplicação e da concentração utilizada, apresentam melhora da integridade epitelial 

sugerindo que as duas concentrações, de alguma forma, melhorou a reparação tecidual. Os 

animais do grupo controle apresentavam maior quantidade de perda epitelial associada a 

maiores valores de escore inflamatório. 

A aplicação tópica do SCF possui ainda, atividade antioxidante sendo capaz de 

reduzir a formação de RLO produzidos por neutrófilos presentes no tecido inflamado 

(KESHAVARZIAN et al., 1990; WADA et al., 1997; PAVLICK et al., 2002; MARQUES et al., 

2010). Essa ação antioxidante protege contra a peroxidação de lipídios componentes das 
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membranas celulares, segunda linha de defesa epitelial, protegendo a mucosa 

gastrointestinal contra o estresse oxidativo tecidual (WADA; et al., 1997). Estudos 

experimentais em ratos mostraram que ao se expor a mucosa gastrointestinal ao H2O2, 

potente formador de RLO ocorre a formação de inflamação da mucosa cólica e formação de 

úlceras epiteliais semelhantes àquelas encontradas na colite ulcerativa (WADA et al., 1997; 

MARQUES et al., 2010). O SCF possui notável ação antioxidante, protegendo a mucosa não 

só pela presença do sulfato de alumínio na sua composição, como pelo aumento da síntese 

de mucinase PGs endógenas (LAUDANNO et al., 1990; LAUDANO et al., 1991). O SCF 

também possui destacada atividade contra o estresse oxidativo (KONTUREK; 

BRZOZOWSKI; PYTKO-POLONCZYK,1995). Recentemente, com intuito de confirmar essa 

ação antioxidante avaliou-se a eficácia antioxidante do SCF num modelo experimental de 

CE (MARTINEZ et al., 2015). Os resultados encontrados mostraram que os animais tratados 

com enemas de SCF apresentaram redução significativa dos níveis de lipoperoxidação de 

membranas, avaliado pela dosagem tecidual de malondialdeído, assim como do infiltrado 

neutrofílico, avaliado pela dosagem tecidual dos níveis de MPO. Esses achados não se 

mostraram relacionados à dose ou ao tempo de intervenção, mas diretamente relacionados 

à melhora do processo inflamatório (MARTINEZ et al., 2015). Esses resultados sugerem que 

a aplicação de enemas com SCF no cólon excluso melhora a o processo inflamatório 

tecidual, provavelmente, pela sua ação antioxidante. 

 

6.2  Estresse Oxidativo e Lesão da Barreira Epitelial na CE 

 

 Em 2010, nosso grupo, pela primeira vez na literatura, foi demonstrado que o 

estresse oxidativo decorrente da maior produção de RLO pelas células do epitélio cólico 

desprovido de suprimento de AGCC, poderia ser um dos mecanismos etiopatogênicos 

envolvidos da CE (MARTINEZ et al., 2010b). A partir desse estudo pioneiro, dedicou-se 

especial atenção aos mecanismos pelos quais a produção aumentada de RLO poderia 

ocasionar quebra dos diferentes sistemas de defesa do epitélio intestinal. Inicialmente 

verificou-se que a exclusão do trânsito intestinal ocasionava alterações morfológicas 

estruturais em diferentes camadas da parede cólica (SOUSA et al., 2008). Foi constatado 

que no cólon excluso havia importante redução na altura das glândulas cólicas com 

formação de úlceras superficiais na mucosa, configurando que existia importante quebra da 

barreira epitelial cólica (SOUSA et al., 2008). Paralelamente, encontrou-se maior infiltrado 

inflamatório e maiores níveis de estresse oxidativo tecidual na mucosa exclusa de trânsito 

quando comparada à mucosa com trânsito preservado.  

A partir da constatação de que a exclusão intestinal modificava, reduzia a espessura 

da parede cólica e provocava quebra da barreira epitelial, iniciou-se a avaliação das 
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diferentes linhas de defesa, componentes do epitélio cólico. Como a camada de muco 

representa a primeira linha e defesa da mucosa cólica e, recentemente, vem sendo 

considerada um dos mais importantes mecanismos de defesa contra a agressão bacteriana 

julgou-se interessante avaliar sua integridade mecânica e funcional no modelo de CE 

proposto. Verificou-se que a exclusão intestinal modificava consideravelmente aspectos 

morfofuncionais relacionados à proteção conferida pela camada de muco que recobre o 

epitélio intestinal. Foi constatada redução na população de células caliciformes produtoras 

de muco existentes nas glândulas intestinais (MELLO et al., 2012). Essas células no cólon 

excluso apresentavam depleção acentuada de mucinas no citoplasma celular estando a 

maior quantidade de muco concentrada na luz das glândulas cólicas (MELLO et al., 2012). 

Ao analisar a camada de muco do ponto de vista bioquímico, foi verificado que nos 

segmentos sem trânsito fecal ocorria redução no conteúdo dos diferentes subtipos de 

mucinas pela mucosa cólica e que esta redução se dava principalmente à custa das 

mucinas ácidas. Ao avaliar os subtipos de mucinas ácidas constatou-se que a depleção se 

dava principalmente das sialomucinas, importante fator de proteção da mucosa intestinal 

(NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010a; MELLO et al., 2012). Ao medir os níveis de 

estresse oxidativo tecidual verificou-se que existia correlação inversamente proporcional ao 

conteúdo de mucinas (MARTINEZ et al., 2010a). Dessa forma, ficou demonstrado que, o 

estresse oxidativo era capaz de alterar de modo significativo a proteção conferida pela 

camada de muco possibilitando a invasão bacteriana da parede cólica. 

A segunda linha de defesa da barreira mucosa cólica é representada pelo complexo 

sistema de adesão intercelular, formados pelas junções de oclusão, adesão e comunicantes. 

Estudos em modelos de colite experimental e em portadores de DII mostraram que a quebra 

das junções intercelulares é um evento precoce na etiopatogênese das DII (SCHMITZ et al., 

2000; GASSLER et al., 2001; KUCHARZIK et al., 2001; OSHIMA; MIWA e JOH, 2008; 

SCHULZKE et al., 2009; SU et al., 2009; JOHN; FROMM; SCHULZKE, 2011; HERING; 

FROMM; SCHULZKE, 2012; IWAYA et al., 2012). Demonstrou-se que o estresse oxidativo é 

um dos principais mecanismos envolvidos na quebra desses sistemas de junção intercelular 

(JOHN; FROMM; SCHULZKE, 2011, HAIDARI; ZHANG; WAKAME, 2013). As junções de 

oclusão, situadas mais próximas da região apical das células do epitélio cólico selam 

hermeticamente o espaço intercelular impedindo a passagem de antígenos e bactérias para 

o meio interno. As junções de adesão, situadas logo abaixo das junções de oclusão unem o 

esqueleto intercelular de uma célula epitelial a sua vizinha aumentando a resistência epitelial 

e também contribuindo para a impermeabilidade do espaço intercelular. As junções 

comunicantes, situadas na região basocelular permitem a passagem de íons e pequenas 

moléculas de uma célula a outra. Estudos mostraram que essas junções se encontram 

comprometidas em diferentes formas de colite e que a deficiência de AGCC pode ocasionar 
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quebra das junções intercelulares (VIVINUS-NÉBOT et al., 2014). A integridade das junções 

intercelulares, também foi estudada pelo nosso grupo no modelo experimental de CE 

proposto (MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013; MARTINEZ et al., 2015). Nesses 

estudos, mensurou-se o conteúdo tecidual das principais proteínas componentes das 

junções de oclusão (claudina-3 e ocludina) e de adesão intercelular (E-caderina e β-

catenina) comparando os cólons providos e desprovidos de trânsito fecal após seis, doze e 

dezoito semanas de derivação. Ao mensurar o conteúdo da proteína E-caderina verificou-se 

que existia acentuada redução nas células do epitélio excluso de trânsito fecal e que essa 

redução se relacionava ao aumento dos níveis de estresse oxidativo tecidual avaliado pelo 

ensaio em cometa (KADRI; et al., 2013). No mesmo grupo de animais, foi avaliado o 

conteúdo da proteína β-catenina comparando segmentos providos e desprovidos de trânsito 

fecal. Como ocorria com a E-caderina, encontrou-se redução do conteúdo da proteína nas 

porções apicais das células epiteliais, porém aumento do conteúdo nas células localizadas 

nas regiões proliferativas das criptas cólicas (MARTINEZ et al. 2012). Esses achados 

sugeriam que havia quebra das junções de adesão com migração do conteúdo de β-

catenina do citoplasma para o núcleo celular, justamente onde estava ocorrendo maior 

proliferação celular (MARTINEZ et al., 2012). Como se sabe a proteína β-catenina faz parte 

da via de sinalização Wnt e é um importante sinalizador de genes envolvidos na divisão 

celular. A redução do conteúdo da proteína β-catenina nas junções de adesão intercelular 

também estava inversamente relacionada aos maiores níveis de estresse oxidativo. 

Com o objetivo de verificar se o mesmo fenômeno ocorria com as junções de oclusão 

intercelular, recentemente foram publicados os resultados da avaliação do conteúdo das 

proteínas claudina-3 e ocludina, principais constituintes das junções de oclusão, nos 

mesmos animais (MARTINEZ et al., 2015). De modo semelhante aos resultados antes 

descritos para as proteínas componentes das junções de adesão, verificou-se que também 

ocorria expressiva redução do conteúdo de ambas as proteínas nas células superficiais do 

epitélio desprovido de trânsito intestinal (MARTINEZ et al., 2015). Essa redução era mais 

evidente no conteúdo de claudina-3 principal proteína constituinte das junções de oclusão 

da mucosa cólica. Assim como ocorria com as junções aderentes, a redução da expressão 

tecidual de ambas as proteínas das junções de oclusão estava inversamente relacionada 

aos níveis de estresse oxidativo e a piora da inflamação tecidual (MARTINEZ et al., 2015). 

Os resultados encontrados nos estudos acima descritos sugeriam que o emprego de 

substâncias com atividade antioxidante talvez pudesse ser eficaz na preservação do epitélio 

intestinal desprovido de trânsito fecal. Com o objetivo de estudar esse postulado, avaliaram-

se os efeitos da aplicação de clisteres contendo ácido 5-aminosalicilico (5-ASA) e n-

acetilcisteína (NAC), substâncias com reconhecida atividade antioxidante, no modelo 

experimental de CE. Nos dois estudos verificou-se que ambas as substâncias além de 
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reduzirem os níveis de estresse oxidativo tecidual, diminuíam a inflamação tecidual avaliada 

tanto do ponto de vista histológico, utilizando escala de graduação inflamatória previamente 

validada, quanto bioquímico pela avaliação do grau de infiltração neutrofílica estimado pelos 

níveis teciduais de MPO (CALTABIANO et al., 2011; ALMEIDA et al, 2012; MARTINEZ et 

al., 2013). A importância dos RLO na etiopatogenia da CE ficou ainda mais evidente quando 

foi demonstrado que mesmo a aplicação de extratos obtidos de plantas que possuem menor 

atividade antioxidante era capaz de melhorar a inflamação tecidual no modelo experimental 

de CE (CUNHA et al., 2011). De modo contrário, a exposição da mucosa do cólon excluso 

de trânsito a substâncias capazes de aumentar a formação de RLO piorava sensivelmente o 

processo inflamatório tecidual (MARQUES et al., 2010). O simples restabelecimento do 

suprimento de butirato ao colón excluso ou soluções nutricionais ricas em AGCC era capaz 

de reverter o processo inflamatório tecidual (NASRRI; et al., 2008; LAMEIRO et al., 2011). 

Entretanto, todas essas substâncias quando aplicadas no cólon excluso, 

permaneciam pouco tempo em contato com a mucosa cólica por não apresentarem boa 

adesividade. A substância ideal para o tratamento da CE, além de possuir propriedades 

antioxidantes e anti-inflamatórias deveria apresentar boa adesão com a superfície epitelial 

inflamada. Revisando a literatura foi verificado que o SCF apresentava essas propriedades, 

sendo utilizados em diferentes enfermidades do trato gastrointestinal que cursavam com a 

formação de úlceras epiteliais. Constatou-se que o SCF já vinha sendo utilizado desde a 

década de 1980 para o tratamento das ulcerações epiteliais existentes na colite ulcerativa e 

na colite pós-radioterapia (CARLING et al, 1986; KOCHHAR et al., 1988; LADAS e RAPITIS, 

1989; HIDALGO VERA et al., 1990; KOCHHAR et al, 1990; KOCHHAR et al., 1991; 

ARDIZZONE et al., 1996; DELANEY et al., 1997; O’BRIEN et al., 1997; STOCKDALE; 

BISWAS,1997; DE PARADES et al., 1998; SASAI et al., 1998; KOCHHAR et al., 1999; 

MELKO et al., 1999; DENTON et al., 2002; GUL et al., 2002; SANGUINETI et al., 2003; 

MANOJLOVIC e BABIC, 2004; HOVDENAK et al., 2005; SEO, 2006; HENSON, 2010; 

HANSON et al., 2012; STACEY; GREEN, 2013). Recentemente com o objetivo de aumentar 

a adesividade do SCF no interior do reto assim como prolongar o tempo de contato da 

substância com a parede cólica, formulações utilizando o SCF em forma de pasta vem se 

demonstrando mais eficazes quando comparada ao uso da emulsão atualmente disponível 

no comércio (MCELVANNA et al., 2014). Entretanto, a utilização do SCF para o tratamento 

da CE clínica ou experimental nunca tinha sido avaliada anteriormente. Nosso grupo foi 

pioneiro ao testar a eficácia da aplicação do SCF num modelo experimental de CE 

(PEREIRA et al., 2013; CHAIM et al., 2014; BONASSA et al., 2015). 

Inicialmente, num primeiro estudo, foi verificada a eficácia da aplicação de enemas 

diários com SCF em duas concentrações diferentes na mucosa do cólon de ratos 

submetidas à exclusão por duas e quatro semanas (PEREIRA et al., 2013). Os resultados 
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encontrados nesse primeiro estudo mostraram que a aplicação diária de enemas com SCF 

diminuía a perda epitelial, a formação de abscessos nas criptas cólicas, o infiltrado 

inflamatório e a presença de fibrose tecidual não relacionada ao tempo de intervenção. A 

intervenção com SCF preservava a população de células caliciformes sugerindo que existia 

a manutenção da produção de mucinas pelas células da mucosa cólica submetida à 

intervenção. Os efeitos da substância estavam relacionados à concentração utilizada e ao 

tempo de intervenção (PEREIRA et al., 2013). Esses resultados levaram à avaliação dos 

efeitos do SCF na produção de mucinas pelo epitélio cólico desprovido de trânsito (CHAIM 

et al., 2014). Verificou-se que a aplicação de SCF no cólon excluso além de diminuir o 

processo inflamatório mucoso, aumentava o conteúdo de mucinas ácidas e neutras no 

interior das células caliciformes sugerindo que a substância é capaz de estimular a produção 

de mucinas e aumentar a proteção sobre a mucosa cólica (CHAIM et al., 2014).Todavia, era 

importante verificar se a substância era capaz de aumentar a produção de sialomucinas, o 

subtipo de mucinas ácidas que sofre a maior depleção no cólon excluso (MARTINEZ et al., 

2010). Foi constatado que a aplicação do SCF aumentava a produção de ambos os subtipos 

de mucinas ácidas (sulfomucinas e sialomucinas), porém o aumento do conteúdo de 

sialomucinas além de ser maior estava relacionado à concentração utilizada e ao tempo de 

intervenção (BONASSA et al., 2015). Todos esses resultados mostram que o SCF além de 

melhorar o processo inflamatório do ponto de vista histológico aumenta a proteção conferida 

pela primeira linha de defesa do epitélio intestinal, representada pela camada de muco.  

Restava verificar se a substância era eficaz na manutenção da integridade das 

junções intercelulares, estruturas importantes para isolar o meio interno do lúmen intestinal 

evitando a infiltração de antígenos e bactérias para o meio interno. Assim sendo, no 

presente estudo foram avaliados os efeitos do SCF na expressão e conteúdo tecidual das 

proteínas das junções de oclusão (claudina-3 e ocludina) e de adesão (E-caderina e β-

catenina), apenas nos segmentos exclusos de trânsito. A expressão dessas proteínas no 

cólon com trânsito fecal já tinha sido objeto de estudos anteriores (MARTINEZ et al., 2012; 

KADRI et al., 2013; MARTINEZ et al., 2015). Os resultados encontrados no presente estudo 

parecem confirmar os efeitos benéficos do SCF na preservação da integridade epitelial e 

das junções ocludentes e aderentes intercelulares. Ao sacrificar os animais submetidos à 

intervenção com SCF, independente da concentração ou tempo de intervenção considerado, 

havia a formação de uma camada esbranquiçada sobre a superfície epitelial. Em alguns 

animais era possível identificar a formação de uma rolha de muco no interior do lume 

intestinal, o que não acontecia nos animais submetidos à intervenção com SF. Ao analisar 

as lâminas histológicas dos animais submetidos à intervenção com SCF, era facilmente 

observada a formação de uma fina película sobre a superfície epitelial, como se houvesse a 
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formação de um filme protetor sobre a mucosa intestinal. Esses achados sugerem que o 

SCF é capaz de se aderir firmemente sobre a mucosa intestinal. 

Ao estudar a ação do SCF no grau de inflamação no epitélio intestinal avaliado por 

escala de graduação previamente validada, constatou-se que os animais submetidos à 

intervenção com maiores concentrações e por período maior de tempo apresentavam menor 

perda epitelial e redução no escore de graduação inflamatória. Ao avaliar o processo 

inflamatório por meio da pesquisa de infiltrado neutrofílico pesquisada pela identificação 

imunoistoquímica da enzima MPO, constatou-se que nos animais submetidos à intervenção 

com SCF, ocorria redução significativa da população de neutrófilos nas camadas mucosa e 

submucosa, sugerindo que o SCF possua atividade anti-inflamatória. A redução do infiltrado 

neutrofílico não estava relacionada à concentração utilizada nem ao tempo de intervenção 

mostrando que mesmo com concentrações menores e utilizadas por um curto período de 

tempo o SCF era eficaz na redução da resposta inflamatória aguda. Seria interessante 

avaliar o conteúdo tecidual de citocinas, TNF-α, COX-2, bem como da via do NF-κB. Da 

mesma forma, seria interessante avaliar a expressão dos genes envolvidos na transcrição 

dessas proteínas. Entretanto, não se dispunha de recursos financeiros que possibilitasse 

aprofundar mais essa avaliação. Quem sabe em outra oportunidade seja possível dar 

continuidade a essa pesquisa. 

Em estudos anteriores utilizando modelo experimental de CE foi demonstrado que a 

exclusão do trânsito fecal reduzia significativamente o conteúdo de E-caderina e β-catenina 

nas glândulas do epitélio intestinal, principalmente na superfície luminal das células 

(MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013).  No presente estudo, ao avaliar o conteúdo 

tecidual de E-caderina e β-catenina, na mucosa dos segmentos desprovidos de trânsito 

verificou-se que a intervenção diária com SCF preservava o conteúdo tecidual de ambas as 

proteínas nas glândulas cólicas, independente da concentração utilizada. Foi constatado 

que a aplicação de enemas diários com SCF na concentração de 1,0 g/kg/dia por duas 

semanas mantinha o conteúdo de E-caderina significativamente mais elevados que os 

animais do grupo controle. Utilizando concentrações mais elevadas, o conteúdo era ainda 

maior. Esses dados sugerem que os efeitos da substância após duas semanas de aplicação 

estão relacionados à concentração utilizada. De modo distinto, ao realizar a intervenção por 

maior período de tempo (quatro semanas), apesar do conteúdo tecidual de E-caderina 

manter-se significativamente mais elevados, esses valores não estavam relacionados à 

concentração utilizada. O SCF possui uma molécula de glicose na sua composição química. 

A glicose é um substrato energético também utilizado pelas células epiteliais da mucosa 

cólica para obtenção de energia e, consequentemente, estimular a síntese de proteínas. 

Apesar disso, a aplicação isolada de SCF por maior período de tempo (4 semanas) não foi 

suficiente para manter o conteúdo de SCF estável. Esses achados sugerem que a menor 
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oferta de AGCC ao colón excluso pode influenciar na capacidade de síntese da proteína 

pela célula epitelial. Essa possibilidade em breve poderá ser confirmada após a análise dos 

resultados obtidos com um novo experimento, onde, está sendo avaliado o conteúdo das 

proteínas componentes das junções intercelulares no cólon excluso submetido à intervenção 

com SCF associada ou não aos AGCC. 

Em estudos anteriores mostrou-se que a derivação do trânsito intestinal, reduzia de 

modo significativo o conteúdo tecidual das duas principais proteínas constituintes das 

junções de oclusão tecidual (claudina-3 e ocludina) (MARTINEZ et al., 2015). Relembrando, 

as junções de oclusão intercelular são as principais responsáveis pela preservação da 

permeabilidade altamente seletiva do espaço intercelular. Quando se constata que na CE 

existe quebra das proteínas constituintes desse sistema de junção intercelular, é lícito supor 

que exista maior possibilidade de migração de antígenos e bactérias para o meio interno, 

agravando e perpetuando o processo inflamatório local. Assim, qualquer substância que 

aplicada no cólon excluso, possa preservar o conteúdo das proteínas formadoras dessas 

junções, seria interessante no tratamento da CE. Ao analisar o efeito da aplicação de 

enemas contendo SCF no conteúdo de claudina-3, verificou-se que ocorria aumento no 

conteúdo tecidual da proteína quando comparado aos animais do grupo controle. Esse 

efeito era dose-dependente mostrando que a aplicação de concentrações mais elevadas de 

SCF estavam relacionadas ao maior conteúdo tecidual de claudina-3, independente do 

tempo de aplicação considerado. Esses achados estavam relacionados à melhora do 

processo inflamatório tecidual avaliado tanto pela intensidade de infiltração neutrofílica 

(níveis teciduais de MPO), quanto pela simples análise histológica do cólon irrigado. 

De modo semelhante, ao avaliar os efeitos do SCF na segunda proteína mais 

importante do sistema de junção de oclusão intercelular, a ocludina, verificou-se que havia 

aumento no conteúdo tecidual nos animais tratados com SCF. O aumento no conteúdo de 

ocludina já ocorria após duas semanas de intervenção e, da mesma forma que acontecia 

com a proteína claudina-3, era relacionado à concentração utilizada, particularmente após 

duas semanas de intervenção. 

Todos esses resultados sugerem que a aplicação de enemas com SCF é capaz de 

preservar a integridade dos sistemas de junção de oclusão e de adesão celular, importantes 

constituintes da barreira mecânica da mucosa cólica. É possível que a película de SCF que 

se forma recobrindo o epitélio intestinal possa dificultar a lesão dessas importantes 

estruturas de defesa. Quando se sabe que o SCF possui destacada ação antioxidante, e 

que o estresse oxidativo é um dos mecanismos etiopatogênicos responsáveis pelo 

desenvolvimento da CE, é coerente suspeitar que a ação antioxidante do SCF possa estar 

contribuindo para a preservação das proteínas das junções intercelulares de oclusão e 

adesão por diminuir o estresse oxidativo local. Esses resultados tornam-se mais evidentes 
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quando se encontra menor infiltração neutrofílica tecidual nos animais tratados com SCF. O 

menor infiltrado neutrofílico nos animais tratados com SCF se traduz numa menor produção 

de RLO e, consequentemente, menor dano epitelial provocado por RLO produzidos por 

essas células. Dessa forma, o SCF reduzindo a produção de RLO, indiretamente está 

protegendo os sistemas de junção intercelular do dano ocasionado pelos RLO. 

Os achados do presente estudo mostram que o SCF é eficaz na manutenção da 

integridade das junções de oclusão e adesão celular. Sua capacidade de adesão epitelial e 

efeitos anti-inflamatórios sugerem que a droga possa ser utilizada no tratamento da CE. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 Considerando a metodologia empregada os resultados obtidos no presente 

estudo é possível concluir que: 

 

  O conteúdo das proteínas claudina-3, ocludina, E-caderina e β-catenina nos 

animais submetidos à intervenção com SCF é maior quando comparado aos 

submetidos a intervenção com SF 0,9%; 

   A aplicação tópica de SCF reduz o processo inflamatório da mucosa do cólon 

excluso de trânsito intestinal, independente da concentração utilizada e do tempo de 

intervenção; 

   Não houve variação no conteúdo das proteínas claudina-3, ocludina, E-

caderina e β-catenina segundo o tempo de intervenção com o SCF; 

  A aplicação tópica de SCF reduz os níveis de estresse oxidativo tecidual 

independente da concentração utilizada e do tempo de intervenção adotado. 
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9. ANEXOS 
 

9.1 Carta de aprovação do comitê de ética 
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9.2 Artigos publicados relacionados a essa tese 

9.2.1 Claudin-3 and occludin tissue content in the glands of colonic mucosa 

with and without a fecal stream 
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9.2.2 Tissue content of sulfomucins and sialomucins in the colonic mucosa, 

without fecal stream, undergoing daily intervention with sucralfate 
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9.2.3 Evaluation of the application of enemas containing sucralfate in tissue 

contente of neutral and acid mucins in experimental modelo of diversion colitis 
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9.2.4 Evaluation of sucralfate enema in experimental diversion colitis 
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9.2.5 Evaluation of the anti-inflammatory and antioxidante effects of the 

sucralfate in diversion colitis 
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