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1. INTRODUCAO

A colite de exclusao (CE) é caracterizada pela presenca de processo
inflamatério na mucosa dos segmentos do intestino grosso desprovidos de
transito fecal (Glotzer et al, 1981). A enfermidade foi descrita no inicio da
década de oitenta e, a partir de entdo, estudos vém chamando a atencao para
a importancia do diagnéstico correto, principalmente, nos doentes submetidos a
derivagao do transito por complicacbes decorrentes das doencgas inflamatdrias
intestinais (DIl) (Bosshardt e Abel, 1984; Geraghty e Talbot, 1991; Lavoine et

al, 1996; Martinez et al, 2009; Sousa et al, 2009).

A CE acomete individuos submetidos a derivacdo intestinal por
diferentes situagdes clinicas, representadas pelas neoplasias obstrutivas do
colon, moléstia diverticular complicada, DII, trauma anorretocolico, afeccdes
neuroldgicas, malformagdes congénitas anorretais ou para reduzir a gravidade
das fistulas surgidas nas anastomoses realizadas a jusante (Korelitz et al,
1985; Haas e Haas, 1988; Ordein et al, 1992; Keli et al, 1997; Edwards et al,
1999a; Edwards et al, 1999b; Frisbie et al, 2000; Bax e McNevin, 2007;
Koutroubakis, 2008). A CE também foi descrita nos segmentos cdélicos exclusos
utilizados para reconstrugcéo do transito urinario ou confecgdo de neovaginas
(Toolenaar et al, 1993; Solomon et al, 1998; Syed et al, 2001; Desrayaud et al,
2003; Abbasakoor et al, 2004). Com o aumento da incidéncia do cancer
colorretal, das vias urinarias, DII, diverticulite e, sobretudo, com a violéncia
crescente nos grandes centros urbanos, a frequéncia da CE parece estar
aumentando proporcionalmente a confeccdo de estomas para derivacao

intestinal (Habr-Gama et al,1997; Curi et al, 2002; David et al, 2009).



O diagnéstico endoscopico de CE é realizado em 91% dos pacientes
submetidos ao exame sistematico do coélon excluso, apos trés meses da
realizacdo do estoma, sendo de intensidade leve em 52%, moderada em 44%
e acentuada em 4% deles (Haas e Haas, 1988; Haas et al, 1990; Whelan et al,
1994). No Brasil, revisdbes de casuistica sugerem que a incidéncia da CE,
provavelmente, encontra-se subestimada ao demonstrarem que o transito
intestinal somente é restabelecido em 57% dos doentes submetidos a
colostomias temporarias, condenando os demais a conviverem, pelo resto de
suas vidas, com a enfermidade (Habr-Gama et al, 1997; Curi et al., 2002).
Cabe destacar que nos doentes cujo transito € restabelecido, o intervalo de
tempo médio para reconstrucao varia de seis a oito meses, podendo chegar até
60 meses, tempo mais do que suficiente para o desenvolvimento da CE (Habr-

Gama et al, 1997; Curi et al, 2002).

A incidéncia da CE vem aumentando nas ultimas décadas. Recente
artigo de revisao, avaliando 3.950 doentes submetidos a cirurgia de Hartmann
por diferentes enfermidades mostrou que o transito intestinal foi restabelecido
em apenas 18,63% dos doentes submetidos a estomas temporarios (David et
al, 2009). Os autores chamam a atencédo para o fato de que 78,6% dos
enfermos operados em carater de urgéncia eram portadores de afecgdes
benignas passiveis, portanto, de restabelecimento do transito intestinal.
Destacam ainda que naqueles submetidos a reconstrucdo do transito, o
intervalo de tempo médio para a intervencao foi de 9,5 meses (David et al,

2009).

O quadro clinico da CE é variavel, estando diretamente relacionado a

extensdao da mucosa exclusa de transito e ao tempo decorrido desde a



confecgdo do estoma derivativo (Glotzer et al, 1981). Nos casos iniciais,
quando o comprometimento mucoso € menor, pode evoluir de forma
assintomatica (Lu et al, 1995). Nos doentes sintomaticos, as queixas mais
comuns incluem dor abdominal, eliminagdo de muco e sangue pelo segmento
excluso. Nos casos mais graves, pode haver a formacgao de fissuras e fistulas
perianais que dificultam o diagnéstico diferencial com as DIl (Ona e Boger,
1985; Habr-Gama et al, 1997). Esses mesmos sintomas s&o referidos por
aqueles cujo colon foi interposto para reconstituicdo do trato urogenital (Syed et

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

O diagnéstico da CE ¢é feito pelo exame endoscépico e estudo
histopatolégico da mucosa exclusa. Encontram-se alteracbes em 100% dos
submetidos a derivagao intestinal por mais de 36 meses (Lechner et al, 1990;
Ferguson e Siegel, 1991). Macroscopicamente a mucosa coélica mostra-se
hiperemiada, congesta, edemaciada, friavel, com nitido apagamento dos vasos
sanguineos da submucosa e sangramento facil ao contato do aparelho (Haas
et al, 1990; Lechner et al, 1990). Nos casos graves, o célon pode se apresentar
tubuliforme, com JUlceras aftdéides na mucosa indistinguiveis daquelas
encontradas na retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI), tornando dificil o
diagndstico diferencial (Lusk et al, 1984; Geraghty e Charles, 1994). O enema
opaco com a técnica do duplo contraste, embora ndo permita o diagndstico
definitivo, pode ser sugestivo ao mostrar pequenas irregularidades nodulares
na superficie mucosa, caracteristicas da hiperplasia linféide folicular, alteracao
histolégica encontrada em mais de 80% dos doentes (Lechner et al, 1990).
Estudos manométricos demonstraram redugao significante da capacidade retal

de retencdo de volume sem haver, contudo, alteracéo do reflexo evacuatério ou



da continéncia fecal (Roe et al, 1993).

O estudo microscopico mostra diferentes alteragbes histoldgicas
(Geraghty e Talbot, 1991). A exclusao do transito provoca atrofia das criptas
intestinais, bem como modificagcbes na espessura das demais camadas da
parede codlica acompanhadas ou nado de deplecdo das células caliciformes
(Geraghty e Talbot, 1991; Biondo-Simdes et al, 2000; Lopes-Paulo, 2002;
Greca et al, 2003 Sousa et al, 2008). Displasias nas criptas podem ser
observadas, principalmente, nos doentes submetidos a periodos mais longos
de exclusao intestinal (Keli et al, 1997). Na lamina basal, encontra-se infiltrado
inflamatoério composto por neutrdfilos, linfocitos, macrofagos, plasmaécitos e
eosindfilos, (Roediger e Nance, 1986; Ma et al, 1990; Geraghty e Talbot, 1991).
E possivel identificar abscessos na base das criptas e areas de hiperplasia
linfide nodular, considerada uma das alteragbes histoldégicas mais
caracteristica da doenga (Murray et al, 1987; Komorowski, 1990; Yeong et al,
1991; Drut e Drut, 1992). Nessas areas existe predominio dos linfocitos B, em
relacdo aos do tipo T, sugerindo que a resposta inflamatéria da mucosa seja
mais do tipo humoral, pela estimulagado antigénica persistente, do que celular,
pela infiltracdo bacteriana (Grant et al, 1997; Chetty et al, 2009).
Excepcionalmente, podem aparecer microcarcinéides mucosos, sobretudo
naqueles com maior tempo de exclusdo. Todavia, o aparecimento de
neoplasias de origem epitelial no segmento excluso de transito, de doentes
submetidos a derivagao intestinal por moléstias nio relacionadas as DIl e ao
cancer colorretal é possibilidade extremamente rara (Griffiths e Dixon, 1992;

Martinez et al, 2009).

A reducdo na populacdo das células caliciformes e a modificagcdo no



padrao de expressao das mucinas nas células epiteliais da mucosa sao
alteragcbes descritas, constituindo-se em achados uteis para o diagndstico da
CE (Haque et al, 1993; Keli et al, 1997, Biondo-Simdes et al, 2000; Martinez et
al, 2008; Martinez et al, 2009; Nonose et al, 2009). A mensuragao da
quantidade tecidual das mucinas no epitélio colico demonstrou deplegao tanto
das mucinas neutras quanto das acidas (Keli et al, 1997; Martinez et al, 2008;
Martinez et al, 2009; Nonose et al, 2009). Quando se estudou, isoladamente,
0s subtipos de mucinas acidas (sialomucinas e sulfomucinas), comparando
segmentos providos e desprovidos de transito fecal, encontrou-se redugéo
significativa na quantidade dos dois subtipos de mucinas, ao longo das criptas
colicas, havendo predominio das sulfomucinas e tendéncia ao
desaparecimento das sialomucinas (Keli et al, 1997; Martinez et al, 2009).
Essas alteracdes, peculiares da CE, sdo opostas as que ocorrem na RCUI e no
cancer colorretal e refletem as peculiaridades da modificacdo na sintese de

proteinas observada na doenga (Filipe, 1969; Swidsinski et al, 2007).

As bases fisiopatoldgicas para o desenvolvimento CE ainda néo se
encontram totalmente esclarecidas. Ja se propds que a enfermidade tenha
origem isquémica, ou se deva a mudangas na quantidade e nas caracteristicas
da flora do célon excluso, com reducao da populacido bacteriana e predominio
das bactérias redutoras de nitrato (Neut et al, 1989; Neut et al, 1997; Greca et
al., 2003; Villanacci et al, 2007). Entretanto, a maioria dos autores propde que a
doenca decorra da deficiéncia de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) na luz
intestinal, provocada pelo desvio do transito fecal (Roediger e Truelove, 1979;
Roediger e Rae, 1982; Harig et al, 1989; Neut et al, 1995; Christl et al, 1996;

Mortensen e Clausen, 1996; Scheppach et al, 1997; Velazquez et al, 1997;



Cook e Sellin, 1998; Kiely et al, 2001; Greca et al, 2003; Oliveira-Neto e
Aguilar-Nascimento, 2004; Scheppach e Weiler, 2004; Wong et al, 2006). Essa
possibilidade fica mais evidente quando se demonstrou que a reconstituicdo do
transito e a irrigacao dos segmentos exclusos, com solugdes nutricionais ricas
em AGCC, regridem os sintomas clinicos e as alteracbes histopatoldgicas
observadas (Scheppach, 1998; Greca et al, 2003 Wong et al, 2006; Nassri et

al, 2008; Szczepkowski et al, 2008).

Os AGCC, representados pelo butirato, acetato e propionato, sao
formados a partir da fermentacdo das fibras vegetais dietéticas e dos
carboidratos pelas bactérias anaerdbicas existentes na Iluz intestinal
(Clostridium sp., Eubacterium sp e Fusobacterium sp.). Os AGCC respondem
por 90% de todo o substrato utilizado pelas células da mucosa cdlica para a
obtencdo de energia (Roediger, 1982; Soergel, 1994; Jorgensen et al, 1997;
Velazquez et al, 1997). Depois de formados, sdo rapidamente absorvidos para
que essas células, através de reagdes oxidativas, produzam a energia
necessaria para seu funcionamento normal (Roediger, 1982; Velazquez et al,

1997; Sousa et al, 2008).

A presenga dos AGCC na luz intestinal regula a expressao de genes
relacionados a sintese de diferentes proteinas envolvidas na producido de
muco, colageno, na aderéncia entre as células epiteliais, na via de sinalizagao
e, principalmente, na homeostase do bindbmio proliferacdo-apoptose. (Butzner
et al, 1996; Scheppach e Weiler, 2004). Estudo analisando simultaneamente a
expressdo de 19.400 genes, nas células epiteliais da mucosa cdlica,
demonstrou que os AGCC sao capazes de regular a expressao de 221 deles.

(Daly e Shirazi-Beechey, 2006). Os AGCC aumentam a sintese das mucinas



pelo epitélio cdlico, por estimularem a expressao dos genes que transcrevem a
fracao protéica da glicoproteina (Shimotoyodome et al, 2000). Elevam em cerca
de 20 vezes a expressao do gene mucin-2 (MUC-2), o principal relacionado a
producao das mucinas codlicas (Finnie et al, 1995; Shimotoyodome et al, 2000;
Ohata et al, 2005; Gaudier et al, 2009). Estudos recentes demonstraram que
camundongos silenciados (knockout-mice) para o gene MUC-2 desenvolveram
quadros graves de colite, reafirmando a importancia dos AGCC na adequada
produgcado mucinas (Van der Sluis et al, 2006). A deficiéncia do butirato na luz
intestinal altera a permeabilidade das firmes jungdes intercelulares, por
modificar a expressao intercelular da B-catenina, principal proteina responsavel
pela adesdo celular, facilitando a penetragcdo de bactérias e antigenos
existentes na luz intestinal para o interior da camada submucosa estéril (Ohata
et al, 2005; Tureckova, 2006). A auséncia dos AGCC na luz intestinal induzindo
a apoptose celular promove a liberagao de enzimas citoliticas pelos lisossomos
que desnaturam proteinas que compdéem a membrana basal e a matriz
extracelular (Hayman et al, 1982). A deficiéncia de AGCC reduz a produgao de
colageno tecidual dificultando a reparagao tecidual (Rolandelli et al, 1986;
Greca et al, 2003) A redugao no fornecimento de AGCC aumenta a formagéao
de radicais livres de oxigénio (RLO) pelas células da mucosa cdlica e pelos
neutréfilos nos portadores de RCUI (Liu et al, 2001; Roediger e Babidge, 2000;
Pravda, 2005). Todas essas evidéncias sugerem, em ultima analise, que a
deficiéncia dos AGCC no interior da luz intestinal pode determinar disfungdes
nas diferentes linhas de defesa da barreira epitelial favorecendo o dano da

mucosa e permitindo a infiltragdo bacteriana na parede cdlica (Pravda, 2005).

Dentre todos os substratos existentes na luz intestinal, capazes de



serem utilizados pelos colondécitos como combustivel energético, verificou-se
que o butirato é o mais metabolizado, seguido pelo propionato, acetato,
cetonas, aminoacidos e glicose (Roediger e Rae, 1982; Scheppach e Weiler,
2004). Ha trés décadas, demonstrou-se que células isoladas da mucosa cdlica
sao capazes de aumentar intensamente seu metabolismo energético
(oxidativo) quando o butirato é acrescido ao meio, confirmando ser o
combustivel preferencialmente utilizado por essas células (Roediger e
Truelove, 1979; Velazquez et al, 1997). Quando € o unico AGCC disponivel, o
butirato aumenta, significativamente, a taxa celular de consumo de oxigénio,
confirmando sua importancia como fonte de energia (Roediger e Truelove,
1979; Roediger, 1982; Roediger, 1990; Velazquez et al, 1997; Greca et al,
2003). Recentes estudos demonstraram os efeitos protetores dos AGCC contra
o dano tecidual provocado pelos RLO por reduzirem os niveis de oxigénio

tecidual (Liu et al, 2001; Rosignoli et al, 2001).

Estudos experimentais observaram que substancias que inibem a
oxidacdo dos AGCC pela mucosa cdlica, impedindo seu metabolismo
energético, tais como o 2-bromo-octanoato sddico, provocaram alteragdes
histolégicas caracteristicas da colite, sugerindo que a deficiéncia energética
seja um evento inicial na etiopatogenia da doenca (Agarwal e Schimmel, 1989;
Roediger, 1990). O desvio do transito intestinal, impedindo a passagem dos
AGCC para o segmento excluso, faz com que as células da mucosa colica nao
disponham de seu principal substrato nutritivo. Dessa forma, passam a usar a
glutamina oferecida pela circulagao sistémica como fonte energética alternativa
(Lopes-Paulo, 2002). Todavia, o suprimento sanguineo de glutamina parece

ser incapaz de fornecer todo substrato necessario, modificando,



substancialmente, os mecanismos celulares para produgdo de energia
(fosforilagdao oxidativa) (Agarwal e Schimmel, 1989). Reforcam essas
evidéncias, os resultados de estudos experimentais demonstrando que a
administracao intrarretal de glutamina em altas concentragdes, provavelmente
por seu efeito antioxidante, é capaz de reduzir a formagao de RLO (Matés et al,

2002; Fillmann, 2007; Fillmann et al, 2007).

Apesar da deficiéncia dos AGCC ser responsabilizada pela inflamacao
que caracteriza a CE, os mecanismos moleculares pelos quais determina a
agressao epitelial ainda nao foram totalmente esclarecidos (Scheppach e Weiler,
2004). Varias teorias relacionando a etiopatogenia da CE a diferentes alteragbes
moleculares vém sendo propostas, entretanto, nenhuma delas apresenta bases
experimentais concretas para esclarecer a modificagdo fisiolégica que
determina a agressao inicial ao epitélio mucoso, nem é capaz de explicar todos
os aspectos histopatolégicos e bioquimicos encontrados (Farrell e Peppercorn,
2002; Hendrickson et al, 2002; Pravda, 2005). A infiltragdo inflamatdria epitelial
que ocorre nos doentes com CE é evento secundario mediado pelas diferentes
células de defesa presentes no organismo. Contudo, ha duvidas quanto aos
motivos pelos quais ocorre a quebra da barreira epitelial e a consequente
infiltracdo bacteriana e neutrofilica (Pravda, 2005). Nenhuma teoria explica,
satisfatoriamente, o mecanismo inicial da quebra da barreira epitelial que
possibilita a migracdo das bactérias para o interior da submucosa estéril,

desencadeando a resposta inflamatoéria.

Diante dessas evidéncias, foi proposta a teoria de indugao da colite por
radicais livres (Radical Induction Theory) para explicar os fendmenos iniciais

que precedem e desencadeiam a infiltracdo inflamatéria da mucosa nos
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portadores de RCUI (Pravda, 2005). A teoria propds que a agressao inicial a
mucosa intestinal se deve a maior formacao de RLO pela prépria célula epitelial
da mucosa colica com alteragbes no seu metabolismo energético oxidativo.
Como sado moléculas téxicas para as células, a produgao exagerada dos RLO
ocasionando dano tecidual, determinaria quebra das diferentes linhas de
defesa que compdem a barreira mucosa. A quebra funcional da barreira
epitelial possibilitaria a migragcao das bactérias do interior da luz intestinal para
a intimidade estéril da submucosa. (Pravda, 2005). Na tentativa de combater
essa infiltracdo bacteriana, leucécitos migrariam para o interior da parede
intestinal, dando origem ao processo inflamatério caracteristico da doenga (Millar

et al, 1996; Sheridan et al, 1996; Pravda, 2005).

O termo radical livre refere-se ao atomo ou a molécula que contenha
namero impar de elétrons na sua ultima camada eletrénica (Halliwell e
Gutteridge, 1990). A denominagdo RLO é adotada porque a maioria dos
radicais livres € gerada a partir do metabolismo celular da molécula de oxigénio
(O2). Os RLO sao constantemente formados durante o metabolismo energético
de todas as células vivas, contudo, sua producio excessiva € nociva as células,
danificando proteinas, membranas, organelas e, mormente, as bases
nitrogenadas dos acidos desoxirribonucléicos (DNA) e ribonucléicos (RNA)
(Halliwell e Gutteridge, 1986; Bondy e Le Bel, 1993; Halliwell e Gutteridge,
1997; Cadenas e Davies, 2000; Gutteridge e Halliwell, 2000, McCord, 2000;
Mgller, 2005; Mgller, 2006; Ribeiro et al, 2008). As células possuem defesas
antioxidantes naturais, enzimaticas e ndo-enzimaticas, que atuam contra essa
toxicidade mantendo o equilibrio entre a produgdo e neutralizagado (Neut et al,

1995; Mortensen e Clausen, 1996; Sheridan et al, 1996; McCord, 2000).
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Todavia, em certas condi¢des, quer pela diminuicdo do sistema antioxidante do
organismo, quer pelo aumento exagerado na produgdo dos RLO, ocorre
desequilibrio, determinando o aparecimento do fendmeno conhecido como
estresse oxidativo (Mortensen e Clausen, 1996; Scheppach et al, 1997; Chen e
Schopfer, 1999; Gutteridge e Halliwell, 2000). Ja se demonstrou que a
capacidade dos sistemas antioxidantes das células do epitélio cdlico é
relativamente deficiente, quando comparada as de outros 6rgaos e tecidos,
tornando-as particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo, que ocorre de
forma mais freqlente e intensa quando comparado a outros érgaos (Fillmann,

2007).

A possibilidade de que os RLO danifiquem o epitélio mucoso ja é
conhecida ha varios anos, quando se demonstrou que a instilacao de peréxido
de hidrogénio (H20), um potente formador de RLO, no interior do célon era
seguida por quadro grave de colite (Sheeham e Brynjolfsson, 1960; Chen e
Schopfer, 1999; Thibaud et al, 2001; Cammarota et al, 2007; Almalouf et al
2008). A colite experimental induzida pelo H,O, apresenta aspectos clinicos,
macroscopicos e microscopicos semelhantes aos encontrados em outras
formas de colite (Sheeham e Brynjolfsson, 1960; Almalouf et al 2008). Relatos
na literatura também descreveram em seres humanos casos graves de colite,
alguns até mesmo fatais, apds a instilagdo de H,O, na luz do célon com os
mais diferentes objetivos (Sheeham e Brynjolfsson, 1960; Meyer et al, 1981;
Schwartz et al, 1995; Gan e Price, 2003; Lapeyre, 2005; Cammarota et al,
2007). Estudo também demonstrou que camundongos silenciados para genes
relacionados a producdo de enzimas dos sistemas antioxidantes celulares

desenvolvem quadros graves de colite (Esworthy et al, 2001). Nos ultimos
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anos, varios estudos vém demonstrando, de maneira inequivoca, que enemas
com substancias antioxidantes sdo utilizados com sucesso no tratamento da
colite quimicamente induzida, RCUI e CE. (Roediger e Millard, 1995; Zingarelli
et al, 1999; Nosal'ova et al, 2000; Cetinkaya et al, 2005; Pravda, 2005; Jiang et
al, 2006; Damiani et al, 2007; Fillmann, 2007; Reis et al, 2008; Hanai e

Sugimoto, 2009).

A CE, a semelhanca da RCUI, apresenta como uma das alteracdes
histolégicas mais comuns a infiltragdo de neutréfilos na mucosa e submucosa,
principalmente nos casos mais graves (Keli et al, 1997). Ja se demonstrou que
um dos mecanismos principais de acdo dos neutréfilos contra bactérias é a
capacidade de produzirem altos niveis de RLO, que sao considerados
poderosos agentes bactericidas (Vasina et al, 2009). Entretanto, a produgao
aumentada dos RLO pelos neutréfilos também é capaz de ocasionar as lesdes

teciduais encontradas na colite (Fillmann, 2007).

A avaliacdo do infiltrado neutrofilico tecidual nos modelos experimentais
de colite pode ser feita por estudo histolégico ou, mais frequentemente, pela
dosagem dos niveis teciduais de mieloperoxidase (MPQO), enzima
essencialmente produzida, essencialmente, pelos neutréfilos. A dosagem
tecidual da MPO vem sendo empregada como marcador fidedigno do infiltrado
neutrofilico nos modelos experimentais de colite quimicamente induzida (Reis
et al, 2008; Vasina et al, 2009). Recentes estudos demonstraram que os niveis
de RLO nos tecidos aumentam, paralelamente com os de MPO (Reis et al,
2008). A relacao entre os RLO e a infiltragao neutrofilica tecidual fica evidente
com os resultados de pesquisas, em modelos experimentais de colite

quimicamente induzida, demonstrando que a administracao de n-acetilcisteina,
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deferoxamina, acido 5-aminosalicilico (5-ASA), glutamina e os extratos de
Garcinia camboja e Curcuma longa - potentes antioxidantes naturais - é capaz
de diminuir os niveis de MPO nos tecidos por reduzir a produgdo dos RLO
pelos neutréfilos (Damiani et al, 2007; Deguchi et al, 2007; Fillmann, 2007; Reis
et al, 2008; Ancha et al, 2008; Ancha et al, 2009). Assim sendo, a dosagem
tecidual da MPO vem sendo também utilizada como potencial marcador para o
diagndstico da colite ocasionada pela produ¢do aumentada dos RLO (Fillmann,

2007; Reis et al, 2008).

Outros marcadores inflamatérios também vém sendo empregados em
estudos experimentais com modelos de colite quimicamente induzida. A
avaliagcdo da expressao tecidual da cicloxigenase-2 (COX-2) € um dos
marcadores mais utilizados (Fillmann, 2007; Fillmann et al, 2007; Kretzmann et
al, 2008; Reis et al, 2008). Estudos realizados em modelos experimentais de
colite, relacionando a expressao tecidual da COX-2 com diferentes parametros
inflamatdrios, tais como a infiltracdo neutrofilica e a atividade de MPO,
demonstraram haver relacdo direta entre eles (Martin et al, 2005; Fillmann,
2007). Niveis elevados de RLO nos tecidos podem aumentar a expressao do
gene COX-2 e, consequentemente da proteina por ele transcrita (Ancha et al,
2009). A avaliagao dos niveis teciduais da enzima COX-2 na mucosa colica
reflete, indiretamente, a presenga de atividade inflamatéria (Martin et al, 2005;
Fillmann, 2007; Fillmann et al, 2007; Kretzmann et al, 2008). Estudos recentes
vém notando que a utilizacdo de substancias com poder antioxidante, além de
reduzir a inflamacdo tecidual nos portadores de colite e nos modelos
experimentais, diminui a expressao tecidual da COX-2 (Fillmann, 2007; Reis et

al, 2008; Hanai e Sugimoto, 2009). Esses achados sugeriram que a



14

quantificacdo da expressao tecidual da enzima COX-2 possa ser empregada
como marcador fidedigno da presenga da inflamacgao tecidual, bem como da

resolugao do processo inflamatério.

Varios métodos foram propostos para a avaliagdo dos niveis de estresse
oxidativo tecidual mediado pelos RLO. A pesquisa dos aductos de oxigénio,
como o malondialdeido (MDA), a capacidade de reagao dos RLO com o acido
tiobarbiturico, a quimiluminescéncia e a cromatrografia liquida de alto
desempenho, vem sendo utilizada como métodos bioquimicos para a
determinacao indireta dos niveis teciduais de estresse oxidativo em modelos
experimentais de colite (Fillmann, 2007; Wong et al, 2008; Arafa et al, 2009).
Contudo, a mensuracido dos niveis de estresse oxidativo tecidual com esses
métodos necessita de quantidade consideravel de tecido, bem como n&o
permite avaliar o estresse oxidativo sobre o DNA celular de uma unica célula,
um dos aspectos mais importantes da relagéo entre colite e carcinoma (Ribeiro
et al, 2008). Da mesma forma, n&o permitem avaliar quebras simples e duplas
nas fitas do DNA nuclear considerado uma das alteragdes mais peculiares do
estresse oxidativo celular (Ribeiro et al, 2008). Por essa razédo, encontram-se
poucos estudos quantificando o estresse oxidativo ao DNA nuclear, nos

portadores de colite, comparando os tecidos normais com os inflamados.

Com o advento da técnica da eletroforese em gel de célula unica (ensaio
do cometa) tornou-se possivel quantificar os niveis de dano oxidativo tecidual e
ao DNA nuclear em uma unica célula (Mgller, 2005; Mgller, 2006; Glei et al,
2009). Essa possibilidade reflete com muito mais clareza os niveis de agresséo
tecidual pelos RLO que cada célula venha sofrendo isoladamente (Pool-Zobel

et al, 1999; Mgller, 2006; Glei et al, 2009; Ribeiro et al, 2008), e os niveis de
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dano as bases nitrogenadas do DNA, o efeito mais problematico do estresse
oxidativo (Mgller, 2005; Mgller, 2006; Ribeiro et al, 2008). Essas vantagens
tornam o método atraente na quantificacdo do estresse oxidativo nos modelos
experimentais de colite, comparando tecidos normais e inflamados com
diversos graus de atipia celular (Ribeiro et al, 2008). A possibilidade de
quantificar o dano oxidativo em pequenos fragmentos, permite a avaliar a
eficacia de antioxidantes, tais como inibidores da COX-2, na prevencido do
dano ao DNA celular nas diversas etapas da inflamagcdo, bem como da
carcinogénese colorretal (Jiang et al, 2006; Damiani et al, 2007; Ribeiro et al,

2008; Reis et al, 2008).

Apesar de serem consideradas entidades distintas, a CE e a RCUI
apresentam varios aspectos semelhantes quando se consideram os sintomas,
achados endoscopicos, histolégicos e, principalmente, as propostas
terapéuticas. O denominador comum entre ambas €& o intenso processo
inflamatdrio existente na mucosa codlica que se agrava com o passar do tempo
(Lim et al, 1999; Jowett e Cobden, 2000; Lim e Lim, 2000). A estreita relacao
entre as duas enfermidades foi confirmada por artigos mostrando a
possibilidade do desenvolvimento da RCUI nos segmentos providos de transito
dos doentes previamente submetidos a derivacdo intestinal por outras
moléstias e que desenvolveram CE no segmento excluso (Jowett e Cobden,

2000; Lim e Lim, 2000).

E possivel que a alteragdo metabdlica celular provocada pela deficiéncia
dos AGCC nos segmentos sem transito possa aumentar a produgéo dos RLO,
com todo o potencial efeito lesivo dessas substidncias a mucosa cdlica. A

melhora do padréo clinico e histolégico da CE, apds administragcdo de enemas
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com AGCC, glutamina ou substancias antioxidantes, como o acido 5-ASA, no
segmento excluso, parece reforcar essas evidéncias (Agarwal e Schimmel,
1989; Lohr et al, 1989; Nobels et al, 1989; Lechner et al, 1990; Ferguson e
Siegel, 1991; Guilemot et al, 1991; Haque e West, 1992; Giardello et al, 1995;
Lavoine et al, 1996; Scheppach et al, 1996; Scheppach, 1998; Eggenberger e

Farid, 2001; Bajka et al, 2008).

A maioria dos modelos experimentais de colite induz a quebra da
barreira mucosa cdlica, de modo artificial, pela infusdo de substancias toxicas,
tais como o acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS), o acido acético, o sulfato
sédico de dextran (DSS) e o H,0, (Zingarelli et al, 1999; Damiani et al, 2007;
Fillmann, 2007; Almalouf et al 2008; Reis et al, 2008). Nenhum desses modelos
permite avaliar a teoria de inducdo da colite por radicais livres aonde a
agressao inicial a barreira epitelial ocorre por alteragcbes do metabolismo
energético das proprias células da mucosa cdlica (Pravda, 2005). Apesar da
CE ocorrer, exclusivamente, pela alteracdo do metabolismo energético celular,
nenhum estudo experimental avaliou a possibilidade de que as células dos
segmentos desprovidos de transito fecal possam produzir maiores quantidades
dos RLO, e que essa producdo aumentada possa determinar o dano a mucosa
célica

Caso o estresse oxidativo esteja relacionado a etiopatogenia da CE,
poderiamos esclarecer os mecanismos moleculares para o aparecimento da
doenga e propor novas estratégias terapéuticas, como o uso de antioxidantes
para o tratamento e, até mesmo, prevencao da enfermidade. A demonstracao
experimental, de que o estresse oxidativo seja responsavel pelos mecanismos

iniciais da agressdo a mucosa, possibilita a elaboragdo de novas propostas de
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tratamento com o objetivo de reduzir o sofrimento daqueles que ja enfrentam

as dificuldades do convivio diario com um estoma.
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2. OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo verificar se existe estresse oxidativo

tecidual na colite de excluso.
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3. MATERIAL E METODO

A realizacdo deste estudo obedeceu a Lei Federal 11.794 (Lei Sérgio
Arouca) e as orientacbes do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(COBEA). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Sao Francisco, Braganca Paulista, recebendo o parecer de N°.

01.11.2007 (Apéndice).
3.1. Animal de experimentacao

Utilizamos 60 ratos machos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, SPF (Specific Patogenic Free) provenientes do Centro Multidisciplinar
de Investigacdo Bioldgica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-
UNICAMP), com peso variando entre 300 a 320g e média de idade de quatro

meses.
3.2. Grupos experimentais

Constituimos, aleatoriamente, trés grupos experimentais com 20
animais, divididos, equitativamente, segundo o sacrificio ter sido realizado seis,
12 e 18 semanas apods a intervengao cirurgica. Dividimos cada grupo em dois
subgrupos denominados experimento e controle. No subgrupo experimento,
com 15 animais, realizamos a derivacao do transito intestinal o colon esquerdo
e no subgrupo controle, composto de cinco animais, realizamos apenas

laparotomia sem derivagao do transito.
3.3. Etapa pré-operatoria

Durante o periodo de vigilancia epidemioldgica (sete dias), mantivemos
0s animais em gaiolas individuais, em ambiente climatizado, com controle de

temperatura, luminosidade, umidade e ruidos. Todos permaneceram em jejum
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durante 12h, exceto para agua, antes da intervencéao cirurgica. ldentificamos
cada gaiola com o numero do animal, o grupo e o subgrupo experimental a que
pertencia. Esses mesmos dados foram tatuados com tinta da China (tinta

nanquim) na cauda de cada animal.
3.4. Anestesia

No dia da intervengdo, pesamos o0s animais para calculo da dose de
anestésico. Utilizamos, 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.
3.5. Técnica operatdria

Depois de anestesiados e fixos a mesa cirdrgica, em decubito dorsal
horizontal, realizamos tricotomia da regido abdominal, da pelve até as rebordas
costais, com aparelho elétrico de depilagao. Utilizamos a polivinilpirolidona-iodo
para anti-sepsia da area depilada, posteriormente, recoberta por campo
cirargico fenestrado estéril. Abrimos a cavidade abdominal por meio de inciséo
longitudinal mediana com trés centimetros de extensao. Terminada essa etapa,
identificamos a placa de Peyer, estrutura linfoide situada na face anterior do
célon na transicdo entre o reto e o sigmodide (Fig.1). Com o auxilio de um
paquimetro, medimos a distancia entre a placa de Peyer e o local escolhido
para a seccdo do colon esquerdo, situado a quatro centimetros acima da
extremidade superior da placa. Apo6s ligadura dos vasos da arcada colica
marginal (Fig. 2), seccionamos o coélon no ponto escolhido e exteriorizamos o

segmento proximal, como colostomia terminal, através de incisédo circular, com

! Agribrands do Brasil Ltda. Brasil
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trés milimetros de didametro, realizada na regidao do hipocdndrio esquerdo.
Fixamos a colostomia a pele com pontos separados de fio absorvivel
monofilamentar 4-0 (Monocryl®)? nos quatro pontos cardinais, e depois entre

eles, amarrando com trés nos.

Terminada a confeccdo da colostomia proximal, cateterizamos o
segmento caudal do intestino grosso com sonda de polivinil medindo 12 F de
didmetro interno, e o irrigamos com 40 ml de solugao fisioldgica 0,9% aquecida
a 37°C (Fig.3), até que o efluente drenado pelo &nus nao apresentasse material
fecal. Concluida a irrigagdo, removemos o cateter e exteriorizamos o cdlon
distal como colostomia (fistula mucosa distal) na face lateral inferior esquerda
da parede abdominal (Fig.4). Fixamos a colostomia distal com a mesma técnica
utilizada na colostomia proximal. Realizamos a sintese da parede abdominal
em dois planos de sutura: peritbnio e aponeurose com pontos continuos de fio
de acido poligliclico 4-0 (Vicryl®)® e a pele com pontos separados de nylon 4-0

(Mononylon®)
3.6. Pés-operatorio

Concluida a operacdo, mantivemos os animais por 10 minutos sob
lampada aquecida e, apds a recuperacado anestésica, os alojamos nas gaiolas
individuais previamente identificadas. Liberamos a ingestdo de agua e ragao
padronizada (Nuvilab CR1® autoclavavel)!, apds terem recuperado

completamente o estado de vigilia.

2 Ethicon, Inc. Somerville, NJ, USA.
3 Ethicon, Inc. Somerville, NJ, USA
* Nuvital Nutrientes SA, Sao Paulo, Brasil



FIGURA 1 — Identificagdo da placa de Peyer (seta) na parede

anterior da transigao entre o reto e o colon sigmaide.
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FIGURA 2 - Ligadura da artéria marginal do colon descendente

no ponto determinado para secc¢ao.
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FIGURA 3 — Limpeza mecanica anterograda do coélon distal a ser

excluso de transito fecal (seta).

FIGURA 4 — Aspecto final da parede abdominal apds confecgao

dos estomas. Colostomia distal (seta).
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Os animais permaneceram em gaiolas individuais até a data do
sacrificio, nas mesmas condicbes ambientais de umidade, luminosidade e
temperatura do periodo de vigilancia epidemiologica. Apds a intervengao, nao
tomamos qualquer cuidado adicional com relagao a ferida operatéria ou aos

estomas, nem utilizamos analgésicos ou antimicrobianos.
3.7. Coleta do material

Na véspera do dia programado para a coleta do material, os animais
foram novamente pesados e mantidos em jejum por 12h, exceto para agua.
Para a remocao dos fragmentos cdlicos a serem estudados, anestesiamos os
animais com a mesma técnica anteriormente descrita, e realizamos incisao
xifopubica. Apods liberacdo das aderéncias removemos o colon provido,
incluindo a colostomia, e todo o segmento caudal do cdélon desprovido de
transito fecal, incluindo o anus. Nos animais do subgrupo controle, ressecamos
todo colon a partir da regido cecal, também incluindo o anus. Os animais

anestesiados foram sacrificados com dose inalatéria letal de éter.

Depois de removidos, abrimos longitudinalmente os segmentos do célon,
pela borda anti-mesocodlica, e os lavamos, com soro fisiolégico a 0,9%
aquecido a 37°C, para remoc¢ao dos residuos fecais ou muco. Retiramos oito
fragmentos, medindo cada um deles 10 mm de extenséo, interessando toda a
parede intestinal. Eram quatro do colon provido, quatro do desprovido de
transito intestinal e quatro dos animais do subgrupo controle. Nos animais do
subgrupo experimento colhemos os fragmentos do cdlon provido de transito,
para os estudos histoldégicos e bioquimicos, sempre de local padronizado,
situado a partir de um centimetro da fixacdo do estoma no peritdnio parietal.

Desprezamos a porcao terminal do colon que incluia a colostomia. Nos animais
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do subgrupo experimento, colhnemos os fragmentos do célon sem transito
obedecendo aos mesmos cuidados, contudo desprezando também, os 5 mm
situados acima do orificio anal. Nos animais do subgrupo controle colhemos,
sequencialmente, fragmentos do célon esquerdo a partir de um ponto situado 5
mm acima da margem anal. Nos fragmentos destinados a mensuragao dos
niveis de MPO, COX-2 e estresse oxidativo, isolamos por microdissecagao
realizada com o auxilio de lupa entomoldgica, a mucosa das demais camadas
(Fig.5). Para os estudos bioquimicos e o ensaio do cometa, a microdissecagao
dos fragmentos de mucosa do segmento sem transito fecal foi realizada em
local que n&o continha a placa de Peyer. Terminada a dissecagéao
acondicionamos os fragmentos em frasco com solugdo tampao e, apos

identificagao refrigeramos a -80°C (Fig.6).
3.8. Técnica histoldgica

Para a realizagdo do estudo histopatoldgico, dispusemos e fixamos com
alfinetes fragmentos com 10 mm de extensao, retirados dos colons com e sem
transito do subgrupo experimento e do coélon esquerdo dos animais do
subgrupo controle, em superficie plana de isopor com a face mucosa voltada
para cima. Apos identificagdo, foram acondicionados em frascos contendo
solugdo 20 ml de solugdo de formaldeido tamponado a 10%. Colocamos os
fragmentos totalmente imersos na solugédo, onde permaneciam por 72h. Depois
deste periodo os fragmentos foram retirados e lavados em agua corrente e
destilada, para em seguida serem desidratados em sucessivas concentragdes
crescentes de alcool e clarificados em xilol. Apés essa etapa, o material foi
incluido em parafina e, cada bloco, submetido a dois cortes longitudinais, com

5u de espessura, para confeccdo das laminas destinadas ao estudo
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histolégico. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e

montadas em laminulas com resina.

18.05.2006

FIGURA 5 — Fragmentos da mucosa célica isolados por micro-
dissecacao para estudo dos niveis de MPO, COX-2 e estresse

oxidativo.

FIGURA 6 — Conservagdo dos fragmentos colicos removidos

para quantificagcdo dos niveis de MPO, COX-2 e estresse

oxidativo.
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3.9. Avaliacéo histolégica

Para o diagndstico de colite a analise das laminas foi feita com
microscopio éptico comum, Nikon Eclipse DS-50°, com magnificacdo final de
200x, por patologista experiente em doencgas colorretais que desconhecia a
origem do material e os objetivos do estudo. As microfotografias foram feitas
com camera de video-captura (DS-Fi-50)°, acoplada ao microscopio e, as

imagens obtidas, posteriormente, digitalizadas em computador.

Para avaliar a gravidade da colite, consideramos o0s seguintes
parametros histoldgicos: presenga de ulceragdes epitélio (ausente, < 2 ou > 2)
no e infiltrado neutrofilico (ausente; <50% ou > 51% das criptas; <50% ou >

51% dos campos estudados) segundo escala anteriormente proposta por

Grupta et al (2007) (Quadro 1).

QUADRO 1 — Escala de graduagéao do escore inflamatério

Grau de inflamacéo Escore Caracteristicas histopatoldgicas

Ausente 0 Sem infiltracdo neutrofilica tecidual

Infiltragdo neutrofilica (<50% das criptas)
+

Leve 1-3 Infiltragc&o neutrofilica (<50% dos campos)
+

Auséncia de erosoes ou ulceras

Infiltragdo neutrofilica ( > 51% das criptas)
+

Moderado 4-6 Infiltracao neutrofilica (> 51% dos campos)
+

Auséncia de erosodes ou Ulceras

Intenso 7-8 Presencga de erosdes ou Ulceras

> Nikon Inc., Osaka, Nippon.
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3.10. Eletroforese em gel de célula isolada (ensaio do cometa)

O ensaio do cometa foi realizado no Laboratério de Farmacologia e
Gastroenterologia da Universidade Sao Francisco, Braganca Paulista

(UNIFAG).

Realizamos a quantificagdo dos niveis de estresse oxidativo pela
eletroforese em gel de células isoladas (ensaio do cometa) segundo
padronizagao técnica proposta Pool-Zobel et al (1994). Resumidamente, para
a deteccao dos niveis de estresse oxidativo, utilizamos amostras provenientes
dos animais do subgrupo controle e experimento (regido cdlica provida e
desprovida de transito intestinal). Todas as amostras foram colhidas e
analisadas em ftriplicata. Os espécimes foram incubados em 3 ml de solugcao
tampao de Hank’s® contendo 5,5 mg de proteinase K’ e 3 mg de colagenase
tipo IV'® por 45 min. a 37°C para a o isolamento das células da mucosa cdlica.

Aliquotas foram retiradas e a viabilidade celular avaliada.

Realizamos o0 ensaio do cometa apenas nas amostras que
apresentassem viabilidade celular maior que 75%. Avaliamos a viabilidade
celular com o método do diacetato de fluoresceina (FDA) / brometo de etidio
(EtBr)®. Resumidamente, a solucdo de coloragdo celular foi preparada
imediatamente antes da sua utilizagcdo e continha 30 ml de FDA em acetona
(5mg/ml), 200 ml de EtBr em tampao fosfato (PBS; 200 mg/ml), e 4,8 ml de
PBS °. A suspensdo contendo células isoladas foi entdo misturada com 25 ml

da solugdo corante, colocada sobre lamina e recoberta com laminula. As

® Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

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

% Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
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laminas foram lidas no microscépio de imunofluorescéncia. O nucleo das
células viaveis corava-se em verde, e em vermelho o das células inviaveis.
Apos analise das laminas, selecionamos apenas amostras dos tecidos que

apresentassem mais de 75% das células viaveis.

A versao alcalina do ensaio do cometa foi realizada de acordo com
protocolo publicado por Ladeira et al (2005). Em resumo, 15 ul da suspensao
celular previamente obtida foram misturados a agarose low melting point 0.5%°,
postos sobre uma lamina e cobertos com laminula. Essas foram imersas em
solugéo de lise gelada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM Tris, 1% SDS, pH
10 com 1% Triton X-100 e 10% DMSO) e permaneceram a 4°C por 12 horas.
Subsequentemente, foram expostas a um tampéo alcalino (1 mM EDTA e 300
mM NaOH, pH=13,4) por 40 min. a 4°C para lise da membrana citoplasmatica,
organelas celulares e primeira camada da carioteca, expondo somente a
camada interna da carioteca e o DNA nuclear. A eletroforese dos nucleos
isolados, contendo o DNA, foi realizada nesse tampéao, no interior da geladeira,
para inibir a acdo das proteinas de reparo, a 4°C, por 30 minutos a 25V e 300
mA. ApOs a corrida da eletroforese, as laminas foram entdo neutralizadas (0,4
M Tris, pH 7,5), coradas com corante fluoréfilo Sybr Safe'®, e analisadas ao
microscopio de fluorescéncia. Todo material foi processado e analisado
simultaneamente para evitar variagcbes da técnica empregada. Trezentas
células foram aleatoriamente selecionadas (100 de cada segmento intestinal,
provido, desprovido de transito e dos animais do subgrupo controle) e

analisadas usando o programa Komet 5.5'°. Com o auxilio do programa, foi

% Kinetic Imaging,, NY,USA
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obtido o valor da extensao da cauda do cometa (Tail moment) sendo seus
valores médios determinados. Segundo o manual do fabricante, o Tail moment
(TM) é definido como o produto entre os fragmentos de DNA da cauda e a
distancia média da migracdo da cauda do cometa, e reflete a extensdo das
rupturas das hélices de DNA (estresse oxidativo), podendo ser quantificado por
métodos de intensificagdo de imagem e analise computacional (Ribeiro et al,
2008) (Fig. 7). Para cada animal, utilizou-se a média dos valores obtidos com a
leitura de 100 células de cada segmento estudado, realizada pelo mesmo

técnico, que desconhecia a origem do material e os objetivos do estudo.

Figura 7 — Avaliagdo dos niveis de estresse oxidativo (Tail Moment), pelo ensaio do

cometa. A — Célula normal; B — Célula com dano oxidativo moderado; C — Célula com

dano oxidativo intenso.

3.11. Atividade tecidual de mieloperoxidase (MPO)

Avaliamos os niveis teciduais de MPO com objetivo de confirmar
bioquimicamente a presencga de colite. A atividade da MPO foi avaliada como
indice da infiltracao neutrofilica da mucosa e da submucosa cdlica, segundo
método descrito por Bradley et al (1982). Resumidamente, as amostras dos
segmentos colicos providos e desprovidos de transito fecal e do grupo controle
pesando 50mg foram homogeneizadas em solugcdo de brometo de

hexadexitriimetilamonio e em 50mM de tampéao de fosfato de potassio (PBS)
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em pH 6 por 15 a 20 segundos. A seguir, cada amostra foi centrifugada por 10
min., a 4°C, e o sobrenadante separado e colocado em placa de 96 pocos,
mantendo-a no gelo."" Para a determinacéo dos niveis teciduais de MPO, em
cada pogo contendo 50uL de cada amostra, foi adicionado 200uL de solugao
de o-dianisidina [(0.167mg/mL o-dianisidina dihidrocloridro, 0.0005% H>O, em
50mM de PBS (pH 6.0)], imediatamente antes da leitura das mudangas da

curva de absorbéancia a 460nm, de 30 em 30 segundos por trés minutos.
3.12. Atividade tecidual de cicloxigenase-2 (COX-2)

Os niveis de COX-2 também foram mensurados com o objetivo de
assegurar, do ponto de vista bioquimico, a presenga da colite. A determinagéo
dos niveis de COX-2 foi realizada segundo metodologia adotada por Reis et al,
(2008). Resumidamente, os fragmentos colicos destinados a quantificacédo dos
niveis teciduais de COX-2, obtidos dos animais dos subgrupos controle e
experimento (segmentos com e sem transito intestinal), foram homogeneizados
em solugdo tampao [1% Triton X-100, 100 mM Tris-HCI (pH 7.4), 100mM
pirofosfato de sédio, 100mM saodio fluoridro, 10 mM EDTA, 10mM ortovanato
de sadio, 2.0mM PMSF, e 0.1mg de aprotinina/ml] a 4°C. O material insoluvel
foi removido por centrifugacao durante 20min., a 9.000g, a 4°C. A concentragao
protéica do sobrenadante foi determinada pelo método do biureto. Os extratos
foram tratados em amostra de solugcdo tampao de Laemmeli contendo 100 mM
ditiotreitol, aquecida em banho-maria por 5 min., e apods, submetidos ao SDS-
PAGE em aparelho laboratorial de gel (Bio-Rad-Mini-Protean). Para o

imunoblot, 0,15mg do extrato protéico de cada tecido foram separados por

1 Multiscan MS, Labsystems, Chicago, USA
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SDS-PAGE e transferidos para membranas de celulose e expostos aos
anticorpos anti-COX-2 ou anti-beta-actina (anti-#actina)'?>. As membranas de
nitrocelulose ~ foram desenvolvidas usando kit ~ comercial de
quimiluminescéncia.”® As intensidades das bandas foram quantificadas por

densitdmetro dptico.™
3.13. Método estatistico

Os resultados encontrados foram descritos pelo valor médio e respectivo
desvio padrao, adotando nivel de significancia de 5% (p<0,05) para todos os
testes. Utilizamos o teste t de Student pareado para comparar resultados
encontrados na mensuragao dos niveis teciduais de MPO, COX-2 e TM entre
0s segmentos providos e desprovidos de transito no subgrupo experimento e o
teste t de Student para as mesmas variaveis comparando animais dos
subgrupos controle e experimento. Adotamos o teste de Mann-Whitney para
comparar os resultados encontrados quanto a presenca de ulceras e escore
inflamatorio, entre os subgrupos controle e experimento, nos segmentos colicos
providos e desprovidos de transito, nos trés periodos de exclusdo fecal.
Empregamos o teste de Kruskal-Wallis para analise de variancia dos
parametros estudados com relagdo ao tempo de exclusdao do transito.
Adotamos os testes de correlacdo de Pearson e Spearman para avaliar as
correlagdes entre as variaveis consideradas. Todos os testes foram realizados
com o programa estatistico SPSS™ (versao 13.0) e os graficos elaborados com

o programa Microsoft Office Exel, 2007 para Windows.

12 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
3 GE Healthcare, London, UK

4 Scion Image software, ScionCorp, Frederick, MD
> SPSS Inc., Chicago, USA
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4. RESULTADOS

Os animais toleraram bem o procedimento cirurgico e anestésico nao
ocorrendo Obitos durante a intervengdo assim como no pds-operatério
imediato. Dois deles apresentaram estenose da colostomia com impactagao
fecal e consequente obstrucdo intestinal, durante o acompanhamento poés-
operatorio, sendo substituidos. Dois outros, do subgrupo experimento, tiveram
pequena deiscéncia cutanea que cicatrizou espontaneamente antes da data

prevista para o sacrificio.

Durante a evolucdo pods-operatdria, os animais, independente do
subgrupo experimental a que pertenciam (controle ou experimento),
apresentaram perda ponderal de 30+9 g nas duas primeiras semanas de poés-
operatorio. Apos esse periodo, recuperaram progressivamente o peso até a

data do sacrificio (Anexo 1).

Apos quatro semanas de exclusdo, constatamos a eliminacado de muco
pelo dnus em todos os animais submetidos a exclusao intestinal e, apés 18
semanas, notamos a presenca de sangue nos pelos da regido perianal em
quatro deles. A colostomia distal obliterou-se a partir da 82 semana de exclusao
fecal. Nos animais submetidos a derivagao por 18 semanas, o estoma distal

nao era mais encontrado e no seu local existia apenas pequena cicatriz.

Durante a etapa de coleta do material, encontramos aderéncias frouxas
entre as algas intestinais independente do grupo experimental considerado.
Apesar de nao mensurarmos, verificamos, macroscopicamente, que nos
animais submetidos a exclusdo fecal o célon sem transito apresentava-se

contraido e encurtado quando comparado ao coélon com transito preservado,
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independendo do tempo de exclusdo considerado, mas com maior evidéncia

naqueles submetidos a derivagao por 18 semanas.

Durante a abertura dos segmentos célicos a serem analisados, nao
encontramos residuos fecais nas algas exclusas de transito, independente do
tempo de exclusdo proposto. Em todos os segmentos colicos exclusos de
transito, encontramos cilindro espesso de muco que ocupava a luz intestinal

mais evidente no grupo submetido a exclusédo por 18 semanas.
4.1 - Alteragdes histologicas

A Fig. 8 mostra as camadas da parede cdlica no segmento provido de

transito apds 18 semanas de excluséo intestinal.

FIGURA 8 — Parede cdlica no célon provido de transito apos

18 semanas de exclusao intestinal. (H.E.100x). ¢ = criptas;
mm = muscular da mucosa; sm = submucosa; mp = muscular

prépria; s= serosa.

A Fig. 9 mostra as camadas da parede cdlica em segmento desprovido

de transito apds 18 semanas de exclusao intestinal.
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FIGURA 9 — Parede cdlica no colon desprovido de transito
apos 18 semanas de exclusao intestinal (H.E.100x). m = muco;
¢ = criptas; mm = muscular da mucosa; sm = submucosa; mp
= muscular prépria; s = serosa.

4.1.1 - Ulceragdes na mucosa colica

A Fig. 10 mostra a superficie mucosa cdlica de segmento provido de
transito apés 18 semanas de exclusao intestinal. Verificamos que as criptas
célicas encontravam-se preservadas sem a formacdo de Ulceras epiteliais.
Identificamos pequena infiltragdo de neutréfilos na base das criptas e no interior

de vasos da camada submucosa.

A Fig. 11 mostra a superficie mucosa cdlica de segmento desprovido de
transito apds 18 semanas de exclusao intestinal. Verificamos a presencga de
infiltrado inflamatério intenso na mucosa e submucosa, congestdo vascular da
submucosa e ulceragbes com tamanho variavel que atingiram a camada

muscular da mucosa em dois animais.



FIGURA 10 — Superficie mucosa codlica no célon provido de
transito apds 18 semanas de exclusao intestinal. (H.E.100x).

FIGURA 11 - Superficie mucosa no coélon desprovido de
transito apdés 18 semanas de exclusao intestinal. (H.E.100x).
Presengca de ulcera no epitélio (seta vermelha) e infiltrado
inflamatdrio na base das criptas (seta azul).

36
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A Fig. 12 mostra a média com o respectivo desvio padrao, dos valores
encontrados para o numero de ulceragcdes na mucosa colica, comparando
animais dos subgrupos controle e experimento (segmentos providos e
desprovidos de transito fecal) nos diferentes periodos de exclusdo propostos.
Nao encontramos Ulceras epiteliais nos animais do subgrupo controle,
segmentos providos de transito e desprovidos de transito apds seis semanas
de exclusdo. Verificamos ulceragbes, na mucosa célica nos segmentos
desprovidos de transito intestinal, a partir da 122 semana aumentando em
numero com o progredir do tempo de derivagdo. Nos segmentos exclusos apds
12 semanas o numero de ulceras era de 2,0+0,30, enquanto apds 18 semanas
de 2,9+0,30. Comparando segmentos colicos com e sem transito e animais do
subgrupo controle, verificamos que apds 12 e 18 semanas o numero de Ulceras

era significativamente maior (p<0,05).

*%

2.5 4

15

Ulceragdo da mucosa

0.5

6 semanas 12 semanas 18 semanas
Controle E Com transito . Sem transito
FIGURA 12 — Ulceragdes da mucosa colica comparando os subgrupos controle e

experimento (colons proximal e distal) nos diferentes periodos de exclusdo.
** significante (distal x controle e proximal). Teste de Mann-Whitney.
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4.1.2 - Escore inflamatério

A Fig. 13 mostra, em média com o respectivo desvio padrao, os valores
encontrados para o escore inflamatério, comparando animais dos subgrupos
controle e experimento (segmentos providos e desprovidos de transito fecal)
nos diferentes periodos de exclusao propostos. Comparando os segmentos
providos de transito e os animais do subgrupo controle o escore de graduagao
inflamatdrio ndo apresentava diferenga independente do tempo de exclusao.
No subgrupo experimento, encontramos maior escore inflamatério nos
segmentos desprovidos de transito independente do tempo de excluséo
considerado. O valor do escore inflamatério no célon desprovido de transito por
seis semanas era de 3+0,40 e apds 12 e 18 semanas de exclusao intestinal
esses valores aumentaram para 8,0+0,37, apresentando significancia
estatistica quando comparado ao célon com transito preservado e aos animais

do subgrupo controle (p<0,05).

escore 9

Grau de inflamagéo

6 semanas 12 semanas 18 semanas

Controle E Com transito . Sem transito

FIGURA 13 — Escore inflamatério comparando os subgrupos controle e experimento
(colons proximal e distal) nos diferentes periodos de excluséo. ** significante (distal x
controle e proximal). Teste de Mann-Whitney.
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4.2 - Avaliagdes bioquimicas
4.2.1 - Niveis teciduais de mieloperoxidase (MPO)

A Fig. 14 mostra, em média, com o respectivo desvio padréo, os niveis
teciduais de MPO, comparando os subgrupos controle e experimento
(segmentos providos e desprovidos de transito fecal) nos diferentes periodos
de exclusdo de transito fecal. Os niveis de MPO eram semelhantes nos
animais do subgrupo controle e nos segmentos provido de transito dos animais
do subgrupo experimento, independente do tempo de exclusdo proposto. No
célon excluso por seis semanas os niveis de MPO foram de 1,96+0,51 U.g”",
enquanto nos animais submetidos a derivagdo por 12 e 18 semanas de
1,09+0,12 U.g" e 0,70+0,12 U.g", respectivamente. Encontramos niveis
teciduais mais elevados de MPO no coélon desprovido de transito fecal apds
seis e 12 semanas de exclusdo (p<0,05) quando comparados aos dos
segmentos com transito preservado e aos animais do subgrupo controle. Apos
18 semanas de exclusdo, os niveis de MPO nos segmentos sem transito
reduziam tornando-se idénticos aos do cdlon provido de transito fecal e

semelhantes aos dos animais do grupo controle.
4.2.2 - Niveis teciduais de cicloxigenase-2 (COX-2)

A Fig. 15 mostra as membranas de nitrocelulose apds imunoblot e
eletroforese das enzimas COX-2 e factina comparando animais do subgrupo
controle e experimento apds seis, 12 e 18 semanas. A densitometria mostrou
aumento dos niveis de COX-2 nos fragmentos removidos do célon sem transito
quando comparados aos segmentos obtidos dos animais do subgrupo controle

e dos animais do subgrupo experimento com transito preservado.
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Atividade de MPO U.g™

0.5 4

6 semanas 12 semanas 18 semanas

Controle E Com transito - Sem transito

FIGURA 14 — Niveis de atividade da mieloperoxidase (MPO) comparando
animais dos subgrupos controle e experimento (célons proximal e distal) nos
diferentes periodos de exclusdo do transito intestinal. ** significante (Sem
transito x Controle; Sem transito x Com transito). Teste t de student e t de
student pareado.

Sham Proximal Distal

5
Semanas COX-2 (72 KDa)
[(-Actin (43 KDa)

12 semanas
COX-2(72 KDa)
p-Actin (43 KDa)

18 semanas

COX-2 (72 KDa)

FIGURA 15 — Atividade da cicloxigenase-2 nas membranas de nitrocelulose
apos o imunobloting. COX-2 = cicloxigenase-2; B-actin = beta-actina; KDa =
quilo-daltons.
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A Fig. 16 mostra em média, com o respectivo desvio padrao, os niveis
de teciduais de COX-2, comparando os subgrupos controle e experimento
(segmentos providos e desprovidos de transito fecal) nos diferentes periodos
de exclusao do transito fecal. Os niveis de COX-2, nos segmentos sem transito
fecal apos seis semanas, 0,57+0,02 Ug-actina, foram semelhantes aos dos
segmentos providos de transito e aos do subgrupo controle. Constatamos que
apos 12 e 18 semanas de exclusao fecal os niveis de COX-2 nos segmentos
desprovidos de transito eram de 1,38+0,01 Ug-actina e 1,31+0,02 Up-actina,
respectivamente. Esses valores apds 12 semanas eram significativamente
mais elevados nos colons desprovidos de transito quando comparados aos
animais do subgrupo controle e, apés 18 semanas, aos dos animais do
subgrupo controle nos segmentos com transito preservado dos animais do

subgrupo experimento (p<0,05).

1.6
U.A.

1.4

1.2 4

0.8

0.6

0.4

Atividade de COX-2 - Unidades de b-actina

0.2 4

6 semanas 12 semanas 18 semanas

E Controle E Com transito . Sem transito

FIGURA 16 — Niveis de cicloxigenase-2 (COX-2) comparando os subgrupos
controle e experimento (cdlons proximal e distal) nos diferentes periodos de
exclusao intestinal. ** significante (Sem transito x Controle; Sem transito x Com
transito). * significante (Sem transito x Controle); Teste t de student e teste t de
student pareado.
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4.3 — Avaliacdo dos niveis de estresse oxidativo

A Fig. 17 mostra, em média, com o respectivo desvio padrao, os valores
encontrados para os niveis de estresse oxidativo tecidual, comparando animais
dos subgrupos controle e experimento (segmentos providos e desprovidos de
transito fecal) nos diferentes tempos de exclusdo do transito. Os niveis de
estresse foram semelhantes no subgrupo controle e segmentos com transito,
independente do tempo de exclusdo considerado. Encontramos niveis de
estresse oxidativo significativamente maiores nos segmentos sem transito
quando comparados aos segmentos com transito preservado e ao subgrupo
controle, independente do tempo (p<0,05). No cdélon sem transito por seis

semanas, esses valores eram de 3,24+0,44TM, enquanto apds 12 e 18

semanas os valores eram de 3,74+0,40TM e 4,37+0,32TM, respectivamente.

U.A. 5 -
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FIGURA 17 — Niveis de estresse oxidativo comparando os subgrupos controle e
experimento (colons proximal e distal) nos diferentes tempos de exclusdo. **
significante (Sem transito x Controle e Com transito). Teste t de student e teste t
de student pareado.
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4.4 - VariagOes segundo o tempo de excluséo

Nao encontramos variagcbes no numero ulceragdes da mucosa célica,
bem como no escore inflamatoério, nos animais do subgrupo controle e nos
segmentos com transito preservado dos animais do subgrupo experimento,

independente tempo de exclusao considerado.

A Tab. 1 mostra a variagao da presenca de ulceras na mucosa cdlica, e
escore inflamatério no célon desprovido de transito fecal, em relagdo aos
tempos de exclusao propostos. Verificamos que a o numero de ulceragdes no
epitélio célico nos segmentos sem transito aumentava com o decorrer do
tempo de exclusao (p=0,001). Do mesmo modo, constatamos que o grau de
inflamacao nos segmentos desprovidos de transito intestinal aumentava com o

progredir do tempo de exclusao intestinal (p=0,001).

TABELA 1 - Variagao dos valores médios mensurados para presencga de
ulceras, congestdo vascular e escore inflamatério em segmentos
desprovidos de transito fecal, em relagdo aos diferentes tempos de

exclusdo.

Colon sem transito intestinal

(Média + Desvio Padréao)

6 semanas 12 semanas 18 semanas p
Ulceragées da
0+0 2,0+£0,30 29+0,30 0,001*
mucosa
Escore
3+0,40 8,0£0,37 8,0+ 0,37 0,001*
inflamatério

* = significante; Teste de Kruskal-Wallis
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Nao encontramos variagao nos niveis de MPO, COX-2 e de estresse
oxidativo nos animais do subgrupo controle e nos segmentos com transito

preservado com o decorrer do tempo do experimento.

A Tab. 2 mostra a variacdo dos niveis de atividade de MPO, COX-2 e
niveis teciduais de estresse oxidativo no coélon sem transito fecal, em relagao
aos diferentes tempos de exclusdo propostos. Verificamos que nesses
segmentos os niveis teciduais de MPO diminuiam, significativamente, com o
decorrer do tempo de exclusao fecal (p=0,00001). Os niveis teciduais de COX-
2 e estresse oxidativo nos segmentos desprovidos de transito aumentavam,
significativamente, com o progredir do tempo de exclusao intestinal (p=0,0001

e p=0,0007, respectivamente).

TABELA 2 - Variacido dos valores médios mensurados para niveis de atividade
de MPO, COX-2 e niveis de TM, no célon desprovido de transito fecal, em

relagao aos diferentes tempos de exclusao.

Co6lon sem transito intestinal

Média = D.P.
6 semanas 12 semanas 18 semanas p
MPO (u.g”) 1,96 + 0,51 1,09+0,12 0,70+0,12 0,00001*
COX-2 (u-p-actina) 0,57 + 0,02 1,38+0,01 1,31+0,02 0,00001*
T™ (u.A) 3,24 +0,44 3,74+0,40 4,37+0,32 0,0007*
MPO = Mieloperoxidase; COX-2 = Cicloxigenase-2; TM = Tail moment;

D.P. = Desvio padrao; * = significante; Teste de Kruskal-Wallis.
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4.5 - Correlagdes entre as variaveis

Nao encontramos correlacdo entre presengca de Ulceras, escore
inflamatorio e tempo de excluséo intestinal, nos animais do grupo controle e

nos segmentos providos de transito fecal.

A Tab. 3 mostra a correlagado entre ulceras e escore inflamatorio (grau
de inflamagdo), no cdélon desprovido de transito em relagdo ao tempo de
exclusdo. Encontramos correlagdo entre a presenca de ulceras no epitélio
colico e o escore inflamatério e o decorrer do tempo de exclusao intestinal

(p=0,0001 com rs de 0,967 e p=0,0001 com rs de 0,799, respectivamente).

TABELA 3 - Correlagdes entre a presenga de ulceras, congestao vascular, grau

de inflamagao, no célon sem transito intestinal em relagao ao tempo de exclusao.

Coeficiente Tempo de Escore
Ulcera
Valor de p exclusao inflamatorio
Tempo de rs 0,967 0,799
excluséo p 0,0001* 0,0001*
rs 0,967 0,799
Ulcera
p 0,0001* 0,0001*
inflamatorio p 0,0001* 0,0001*

rs = Coeficiente de Spearman; * = Significante.
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As correlagdes entre os niveis de atividade de MPO, COX-2 e niveis
teciduais de estresse oxidativo nos célons sem transito fecal, em relagdo ao
tempo de exclusdo, sdao mostradas na Tab. 4. Verificamos que 0s niveis
teciduais de MPO estavam inversamente relacionados ao tempo de exclusao
(p=0,00001 com r= -0,9679). Os niveis teciduais de COX-2 e estresse oxidativo
ao DNA encontravam-se diretamente relacionados ao tempo de exclusdo
intestinal (p=0,00001 com r= 0,8207 e p=0,00000 com r= 0,7721,
respectivamente. Os niveis de COX-2 e estresse oxidativo mostraram-se
inversamente relacionados aos niveis teciduais de MPO (p=0,00001 com r = -

0,9143 e p=0,00001 com r=-0,7173, respectivamente).

TABELA 4 — Correlagbes entre niveis de teciduais de MPO e COX-2 e RLO no

célon desprovido de transito intestinal com o tempo de exclusdo.

Coeficiente
Tempo MPO COX-2 ™
Valor de p
r= -0,9679 0,8207 0,7721
Tempo
p= 0,00001* 0,00001* 0,00001*
r= -0,9679 -0,9143 -0,7173
MPO
p= 0,00001* 0,00001*  0,00001*
r= 0,821 -0,9143 0,6049
COX-2
p= 0,0001*  0,00001* 0.00001*
™ r= 0,7721 -0,7173 0,6049
p = 0,00001* 0,00001* 0.00001*

MPO= mieloperoxidase; COX-2 = cicloxigenase-2; TM = Tail moment; r = Coeficiente

de Pearson; * = correlagao significante
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5. DISCUSSAO
5.1 — Quanto ao método

Os ratos sdo os animais mais freqientemente utilizados nos modelos
experimentais para o estudo da colite. Pesquisas avaliando a colite
quimicamente induzida por acido acético, H,O,, TNBS e DSS, mostraram que
as alteragdes histopatoldgicas encontradas nos ratos sdo semelhantes as
descritas na RCUI (Schwartz et al, 1995; Gan e Price, 2003; Hoffmann et al,
2003; Segui et al, 2004; Cetinkaya et al, 2005; Damiani et al, 2007; Fillmann,
2007; Fillmann et al, 2007; Ancha et al, 2008; Reis et al, 2008; Ancha et al,
2008; Ancha et al, 2009; Kretzmann et al, 2008). Revisando a literatura
verificamos que, todos os trabalhos experimentais avaliando a colite poés-
derivagao intestinal utilizaram o Rattus norvegicus albinus da linhagem Wistar
como animal de experimentacdo. Estes estudos demonstraram que as
alteragdes histolégicas encontradas, também sao semelhantes as que ocorrem
em seres humanos com CE (Keli et al, 1997; Biondo-Simdes et al, 2000;
Lopes-Paulo, 2002; Greca et al, 2003; Pinto Jr et al, 2007; Martinez et al, 2008;
Nasrri et al, 2008; Sousa et al, 2008). Baseados nesses aspectos também

optamos pela utilizagao dessa espécie.

Utilizamos apenas animais SPF com o objetivo de evitar que parasitoses
intestinais pudessem determinar o aparecimento de colite infecciosa. A
semelhancga de outros autores, selecionamos apenas animais machos com o
objetivo de eliminar quaisquer variagdes significantes com relagdo ao reparo
anatbmico adotado (placa de Peyer) na padronizagdao do local, no cdlon
esquerdo, onde seria realizada a secg¢ao e posterior confecgao dos estomas

(Sousa et al, 2008; Nonose et al, 2009; Martinez et al., 2009). Em artigo
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recentemente encaminhado para publicacdo, confirmamos que ocorrem
diferengas na distancia com relacao a reflexdo peritoneal ao comparar animais
pertencentes a diferentes sexos (Priolli et al, 2009). Acreditamos que, excluindo
as fémeas, estariamos reduzindo os efeitos das mudancgas fisiolégicas que
ocorrem durante o ciclo hormonal que poderiam interferir nos resultados dos

ensaios bioquimicos realizados (Sousa et al, 2008).

Seguindo as diretrizes, da Lei Federal 11.794 (Lei Sérgio Arouca),
elaboramos grupos experimentais com o0 menor numero de animais possivel
apos teste de selecdo de amostra. O numero de animais que adotamos foi
semelhante aos utilizados em estudos anteriores que empregaram o rato como
animal de experimentagao (Greca et al, 2003; Sousa et al, 2008) Dedicamos
especial atencdo para que o0s mesmos fossem mortos segundo as
recomendagdes preconizadas pelo COBEA com relacdo aos métodos de
sacrificio para roedores (dose letal de veiculo anestésico inalatorio sob

anestesia).

Durante todo o periodo do experimento os ratos foram mantidos em
gaiolas individuais até a data do sacrificio, permanecendo em ambiente
climatizado com temperatura variando entre 20°C e 24°C, umidade relativa do
ar entre 40% e 60%, com exposicdo a luz durante 12 horas/dia. Esses
cuidados favoreceram a diminuicdo do estresse dos animais que se
mostravam, invariavelmente, faceis de manusear. A manutengcao em ambientes
climatizados e o manuseio cuidadoso sao medidas importantes uma vez que
estudos ja demonstraram que o estresse fisico pode provocar dano oxidativo
ao DNA celular, o que poderia interferir nos resultados do presente estudo

(Konig et al, 2001; Mayr et al, 2002).
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Os estudos que avaliaram as principais alteragbes histoldégicas em
modelos experimentais de CE consideram o rato um bom animal para o estudo
da doenga. O cdélon excluso desenvolve atrofia de criptas cdlicas, criptites,
congestao vascular da submucosa, infiltrado neutrofilico na lamina prépria,
ulceragdes da mucosa e hiperplasia nodular linféide, comparaveis as descritas
nos seres humanos (Keli et al, 1997; Lopes-Paulo, 2002; Pinto Jr et al, 2007;
Nasrri et al, 2008; Sousa et al, 2008). No entanto, outros autores julgaram que
nao seja um animal de experimentagcdo adequado para o estudo da CE, pois a
frequéncia com que desenvolvem as alteragdes histolégicas que caracterizam
a CE é muito baixa (Biondo-Simdes et al, 2000). E possivel que essas opinides
divergentes estejam relacionadas aos diferentes modelos experimentais

adotados para indugao da CE.

No presente estudo, entendemos que o rato revelou-se um animal de
experimentagcdo adequado, pois além da facil manipulagdo e resisténcia ao
procedimento cirurgico, desenvolveu alteragdes histoldégicas no colon excluso
de transito fecal que permitiram o diagndéstico de colite em todos os animais do

grupo experimento.

Optamos por manter os animais em jejum de 12 horas antes do
procedimento, com intuito de diminuir o conteudo fecal no interior do célon. O
acondicionamento em gaiolas individuais com identificagdo (numero do animal
e grupo experimental) para o acompanhamento pés-operatoério, assim como as
anotacbées na ficha individualizada, tornou possivel o controle das
caracteristicas das fezes e os aspectos relacionados a ferida cirurgica e ao
estoma. O isolamento também evitou que um animal agredisse o estoma do

outro, fato que observamos durante a elaboracdo do estudo piloto para
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padronizagao das etapas experimentais desenvolvidas na presente pesquisa.

Revisando a literatura recente, os autores fazem pouca mengao com
relacdo aos cuidados dispensados no preparo pré-operatoério (Keli et al, 1997;
Biondo-Simdes et al, 2000; Lopes-Paulo, 2002; Pinto Jr et al, 2007). Um estudo
isolou os animais em gaiolas individuais, uma semana antes do procedimento
cirargico, porém nao adotou o jejum pré-operatério empregado em nossa
pesquisa (Keli et al, 1997). Outro autor ndo faz mencdo em relagédo aos
cuidados pré-operatorios, mas utilizou, assim como no presente estudo,
periodo de jejum de 12 horas (Greca et al, 2003). Acreditamos que o jejum,
iniciado 12 horas antes do procedimento cirurgico, evita a privagao prolongada
de substrato fecal, que poderia interferir nos resultados histolégicos e
bioquimicos caso adotassemos periodo mais prolongado. Cabe lembrar que
um dia de vida em ratos Wistar corresponde, aproximadamente, a um ano de

vida no homem (Araujo, 2007).

De modo semelhante ao anteriormente proposto, optamos pelo
fornecimento de racado padronizada autoclavada nos dias que antecederam a
intervencao cirurgica (Keli et al,1997). Desta forma, foi possivel o controle das
fezes de cada roedor, diminuindo as chances de se selecionar para o
experimento animal com qualquer tipo de doenca intestinal prévia. Durante o
periodo pré-operatério, ndo observamos diarréia ou outro sinal que sugerisse a
presenca de colite em qualquer dos animais selecionados. A padronizacao de
ragcao que contém 8% de fibras dietéticas na sua composicdo assegurou que
todos os animais recebessem o mesmo conteudo de fibras, mantendo uniforme

o fornecimento de AGCC para o célon provido de transito.

Optamos por utilizar como agente anestésico a xilazina 2% associada ao
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cloridrato de quetamina na dose de 0,1ml/100g, administradas por via
intramuscular. Em estudo semelhante, foi utilizado o éter inalatério como
agente anestésico, porém, os autores descreveram complicagdes respiratdrias
que levaram a morte de um animal durante o procedimento cirurgico (Keli et al,
1997). No grupo piloto idealizado para a padronizagao técnica do presente
estudo, quando utilizamos a anestesia inalatéria com éter, notamos maior
ocorréncia de depressido respiratoria que culminou com a perda de trés
animais. Outros autores que utilizaram a anestesia inalatdria com éter etilico,
nao encontraram complicagcdes, mas também nao expressaram os beneficios
relacionados ao anestésico empregado (Biondo-Simbes et al, 2000; Greca et
al, 2003). Estudo que utilizou a anestesia geral intraperitoneal com tiopental na
dose de 50 mg/kg de peso, nao referiu complicagdes relacionadas a droga ou a
via de administracao (Lopes-Paulo, 2002). Evitamos a via intraperitoneal por
acreditarmos que traumatismos viscerais acidentais assim como a presencga do
anestésico na cavidade peritoneal poderiam interferir nos resultados das
variaveis bioquimicas analisadas. Constatamos que a via intramuscular foi bem
tolerada por todos os animais, ndo ocorrendo depressido respiratéria ou
necessidade de complementacdo anestésica durante a operagdo. A
recuperagao anestésica ocorreu de forma progressiva e os roedores se

apresentavam calmos ao recuperarem o estado de vigilia.

Realizamos a abertura da cavidade através de incisdo mediana infra-
umbilical longitudinal de trés centimetros de extensao para a identificagdo da
porcao retossigmoideana do intestino grosso. A extensdo e a localizagao da
incisdo na parede abdominal permitiram, com facilidade, a localizagdo do cdlon

esquerdo situado a frente do epididimo, a identificagcdo da placa de Peyer,
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reparo anatdmico adotado para a secgao do célon, bem como a confecgao dos
estomas. A extensdo da incisdo cirurgica, também facilitou a utilizagdo do

paquimetro para a identificagdo do ponto exato de seccao cdlica.

A colostomia proximal e a fistula mucosa distal foram realizadas no
hipocdndrio e na fossa iliaca esquerda, respectivamente, para evitar que o
animal alcancasse o0 estoma com a boca, o que poderia ocasionar
complicacbes poés-operatérias. A confeccdo de dois estomas terminais
separados evitou a migracao de fezes da colostomia proximal para a distal, o
que poderia fornecer algum grau de substrato energético (AGCC) para o cdélon
excluso. Ao realizar-se a colostomia em alca, a completa exclusao fecal, em
algumas oportunidades, pode n&o ser alcangada (Keli et al, 1997). Acreditamos
que essa opc¢ao foi valida a medida que ndo encontramos material fecal em
nenhum animal quando do sacrificio e abertura do cdélon excluso. A exclusao
do cdlon distal a Hartmann também assegura boa exclusao fecal, todavia torna
dificil a sua identificagcdo e liberagcdo durante o sacrificio, fato anteriormente
descrito e que tivemos a oportunidade de confirmar durante a fase de
padronizagao do nosso estudo (Keli et al, 1997; Curi et al, 2002; Greca et al,
2003; Sousa et al, 2008). A técnica adotada para fixacdo cutdnea da
colostomia e da fistula mucosa distal provocou boa cooptagdo das bordas do
estoma a pele e ndo observamos necrose ou deiscéncia da fixacdo da
colostomia. Da mesma forma, a sintese da parede abdominal, em dois planos,
também se mostrou adequada ndo ocorrendo casos de deiscéncia total da

parede abdominal ou evisceragao.

Acreditamos que a limpeza mecanica do célon, em modelos

experimentais propostos para CE, é etapa fundamental e imprescindivel para
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assegurar a completa eliminagao de todo conteudo fecal residual no segmento
colico a ser excluso. A limpeza mecanica do segmento excluso de transito em
modelos experimentais de CE ja havia sido preconizada anteriormente
(Margarido et al, 2003; Nassri et al, 2008; Sousa et al, 2008). Todavia, poucos
trabalhos experimentais com modelos de CE mencionaram que tal cuidado
tenha sido tomado (Greca et al, 2003; Margarido et al, 2003; Nassri et al, 2008;
Sousa et al, 2008; Martinez et al, 2009; Nonose et al, 2009). No presente
estudo, realizamos, em todos os animais, o preparo mecanico anterégrado
intra-operatério pela instilacdo de soro fisioldgico 0,9% pela colostomia distal,
até que o efluente drenado pelo dnus do animal ndo mais apresentasse saida
de material fecal. Com isso, podiamos assegurar a inexisténcia de residuos
fecais no colon distal, fato confirmado durante o sacrificio. Um estudo adotou a
limpeza mecanica do cdélon excluso estimulando o reflexo evacuatério nos
animais, entretanto ndo descreve o método (Greca, et al, 2003). Outros nao
descreveram qualquer método de limpeza mecanica do coélon antes da
exclusao intestinal (Keli et al, 1997; Biondo-Simdes et al, 2000; Lopes-Paulo,
2002). E importante ressaltar que a presenca de contetdo fecal residual no
segmento intestinal excluso pode alterar os resultados encontrados, pois as
fezes remanescentes, ricas em AGCC, ainda continuariam servindo de
substrato energético para a porgdo do colon excluso de transito intestinal
interferindo no desenvolvimento da CE (Greca et al, 2003). Sendo assim, os
estudos que nao efetuaram a limpeza mecanica prévia no segmento excluso de
transito, e que nao descreveram alteragdes histopatoldgicas compativeis com
desenvolvimento da CE, podem ter encontrado resultados pouco fidedignos.

Essa possibilidade € mais comum do que se imagina, uma vez que em todos
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os animais do subgrupo experimento independente do tempo de exclusao
considerado, verificamos a saida de fezes formadas pelo anus durante a
realizacdo da lavagem anterégrada com solucgao fisioldgica. Ao elaborarmos
um grupo controle, onde nao realizamos o preparo mecanico, possibilitamos a
comparagao com resultados encontrados no coélon provido de transito nos
animais do subgrupo experimento. Tomamos esse cuidado com o intuito de
verificar se o preparo poderia influenciar nas alteracbes histologicas e
bioquimicas por um efeito sistémico. Os resultados semelhantes encontrados
comparando-se os dois subgrupos permitem assegurar que O preparo intra-
operatério ndo modificou os resultados dos testes bioquimicos e de estresse
oxidativo. Quanto ao cdlon excluso de transito, como o preparo mecanico foi
realizado com antecedéncia minima de seis semanas antes da coleta dos
espécimes, acreditamos que n&o influenciou nas analises histologicas e

bioquimicas.

Para determinar o ponto aonde seria realizada a seccao célica para
confecgdo dos estomas, adotamos a placa de Peyer como reparo anatémico.
Outros autores adotaram a reflexao peritoneal ou realizaram a colostomia em
local determinado pela introdugédo de cateter graduado em centimetros por via
anal marcando a distancia para confeccionar a colostomia (Kissmeyer-Nielsen
et al 1994; Lopes-Paulo, 2002; Greca et al, 2003). A introdugéo de cateter via
anal, em algumas oportunidades, provoca traumatismos a mucosa
anorretocolica levando ao aparecimento de solugbes de continuidade na
mucosa. Como pretendiamos adotar a presenca de Ulceras epiteliais, como
uma das varidveis selecionadas para elaboracdo do escore de graduagao

inflamatdria, evitamos esse método de mensuracédo. Além do mais, as ulceras
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traumaticas da mucosa colica poderiam determinar quebra da barreira epitelial
possibilitando a translocagdo bacteriana para a submucosa estéril, e o
consequente desenvolvimento de infiltrado inflamatério, o que também poderia
interferir na graduagao inflamatéria, bem como na avaliagdo das variaveis

bioquimicas estudadas.

A placa de Peyer é estrutura singular localizada na altura da transigao
retossigmoideana e foi descrita como estrutura linféide, invariavelmente,
localizada na regidao terminal do célon dos ratos (Junqueira et al, 1947).
Encontra-se anteriormente ao epididimo, em machos, ou ao utero, em fémeas.
A placa de Peyer aparece como area de conformagao ovalada, esbranquicada,
ligeiramente espessada, na parede anterior do coélon, contralateral a linha de
insercdo do mesentério e mais cranial a reflexdo peritoneal. Quando adotada
como reparo anatébmico permite que a medida do local exato, escolhido para a
seccgao do colon, seja mais facilmente encontrada quando comparado reflexdo
peritoneal (Priolli et al, 2009). Acreditamos que a adogao da placa de Peyer,
como reparo anatdbmico em detrimento a reflexdo peritoneal, facilitou a
identificacdo do ponto de seccdo do cdélon. Sua localizacdo foi prontamente
realizada em todos os animais e o auxilio do paquimetro foi Gtil para uniformizar
o ponto exato padronizado para realizacdo do estoma. Entretanto, é
importante salientar que a placa de Peyer é estrutura rica em células
inflamatdrias capazes de produzir RLO. Para o estudo dos niveis de MPO,
COX-2 e estresse oxidativo, sempre tivemos o cuidado de coletar os
fragmentos fora da regido célica que continha a placa. Com isso acreditamos
que os niveis de MPO, COX-2 e estresse oxidativo foram mensurados sempre

na mucosa célica, e ndo sobre uma estrutura rica em células capazes de
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alterar os resultados bioquimicos encontrados. Estudos que adotaram a
reflexdo peritoneal como reparo anatdémico e avaliaram aspectos relacionados
a resisténcia de anastomoses retocélicas, ou a quantificacdo de colageno na
linha de sutura podem ter realizado as avaliagbes sobre a placa de Peyer,
estrutura composta por tecido diferente do restante da parede cdlica (Greca et

al, 2003; Biondo-Simdes et al, 2004; Priolli et al, 2009)

A maioria dos estudos publicados, avaliando a CE, foi feita a partir de
espécimes retirados de doentes, submetidos a exclusao fecal por enfermidades
variadas e com diferentes tempos de exclusao intestinal (Glotzer et al, 1981;
Ferguson e Siegel, 1991; Frisbie et al, 2000). Assim sendo, ndo é possivel
comparar de modo uniforme os diferentes aspectos histoldégicos, bem como
medir o tempo necessario para o desenvolvimento da doenca. De modo
semelhante, revisando os estudos experimentais com modelos de CE,
verificamos diferencas com relacdo ao tempo adotado para promover a
exclusao intestinal (Keli et al 1997; Biondo-Simdes et al, 2000; Lopes-Paulo,
2002; Greca et al, 2003; Pinto Jr et al 2007; Sousa et al, 2008). Essa falta de
uniformidade dificulta a comparacdo com os resultados encontrados nos
diferentes estudos. Alguns constituiram grupos experimentais excluindo o
transito fecal por uma, duas, quatro e doze semanas e adotando como grupo
controle animais sacrificados logo no inicio do experimento. (Kissmeyer-Nielsen
et al, 1994). Outros elaboraram dois grupos experimentais, sacrificados
imediatamente apds a operacdo e depois de 17 semanas adotando como
grupo controle fragmentos cdlicos obtidos do segmento provido de transito
removido no inicio do experimento (Keli et al, 1997). Outro autor utilizou dois

grupos experimentais, sacrificando alguns animais no inicio do experimento e
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retirando uma porcéo do colon para analise comparativa com o segundo grupo,
sacrificado apds quatro semanas (Lopes-Paulo, 2002). Outro estudo avaliou
animais submetidos a exclusao, sacrificando-os apés uma, duas, quatro e oito
semanas, porém, diferente dos demais, adotando espécimes obtidos do cdlon
provido de transito dos mesmos animais como controle (Biondo-Simdes et al,

2000).

Percebe-se, portanto, que ndo existe consenso com relagdo ao tempo
de exclusdo nos modelos propostos, bem como a forma de se constituir o
grupo controle. Apesar de termos adotado um subgrupo controle e um
subgrupo experimento, acreditamos que as diferentes interveng¢des realizadas
nos dois subgrupos poderiam determinar alteragdes histoldgicas, bioquimicas e
niveis de estresse oxidativo tecidual distintas, tornando os resultados dificeis
de serem comparados. Foi por esta razao que propusemos, também, a
comparagao entre espécimes retirados do colon com transito preservado do
mesmo animal do subgrupo experimento. Desta forma, avaliamos dois
segmentos colicos obtidos de animais submetidos a mesma operacéo, sem a

interferéncia da técnica cirurgica adotada.

Em nosso estudo, a semelhanca de outros autores, optamos por excluir
o transito fecal por seis, 12 e 18 semanas (Sousa et al, 2008; Nonose et al,
2009). Com essa padronizagdo, encontramos alteragcées histolégicas nos
segmentos desprovidos de transito de todos os animais, independendo do
tempo de exclusdo, permitindo concluir que com tempo de exclusdo adotado
ocorreram alteragcdes histolégicas que permitiram o diagnéstico de CE. Em
recente estudo utilizando o mesmo modelo experimental e avaliando a

espessura das diferentes aspectos da parede célica, encontramos atrofia das
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criptas da mucosa colica, aumento da espessura das camadas muscular da
mucosa e submucosa, maior congestao vascular submucosa e maior grau de
infiltrado inflamatério nos segmentos desprovidos de transito fecal, alteragées

histolégicas comumente descritas na CE (Sousa et al, 2008).

A padronizagdo do local de coleta dos espécimes para o estudo
histolégico e bioquimico é determinante para comparagao entre diferentes
grupos experimentais e animais. Quando néo se define o local, retirando-se
material de diferentes regides do célon, pelas variagbes existentes, ndo €&
possivel assegurar uma comparagao adequada. Para minimizar esse viés de
coleta, padronizamos nao so o local da colostomia, bem como o local no coélon
de onde seria retirado o fragmento destinado para as avaliagbes histoldgicas e
bioquimicas. Dessa forma, encaminhamos para as avaliagbes histolégicas e
bioquimicas fragmentos obtidos sempre de uma mesma regido, independente
do animal pertencer a um dos grupos ou subgrupos elaborados. Somente um
unico estudo experimental descreveu este mesmo cuidado (Kissmeyer-Nielsen

et al, 1994).

Para a realizagdo do estudo histopatolégico, todos o0s espécimes
previamente fixados, foram submetidos a cortes de 5u, sempre no sentido
longitudinal em relagdo as camadas da parede célica. Esse cuidado permitiu a
confeccdo das laminas sempre com a mesma disposicdo do espécime,
facilitando a interpretacdo das variaveis histologicas estudadas. Cortes
transversais ou mais espessos dificultam a avaliacdo da presenca de
ulceracbes no epitélio colico e da intensidade do infiltrado inflamatério na

mucosa e submucosa.

Utilizamos a técnica de coloracdo pela HE por acreditarmos ser o
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meétodo de coloragdo mais utilizado em laboratérios de anatomia patoldgica
para o diagnostico de colite. Durante a analise das laminas, em nenhum
momento o patologista foi informado quanto ao local de onde o fragmento tinha
sido removido, bem como de que grupo ou subgrupo experimental o fragmento
provinha. Com isso, acreditamos ter tornado a interpretagdo dos resultados

histopatolégicos mais fidedigna.

O infiltrado neutrofilico € uma caracteristica comumente encontrada nos
portadores de colite (Yamada e Grisham, 1981; Noséalova et al, 2000).
Constitui-se no tipo mais proeminente de infiltrado inflamatério e, vem sendo
sugerido, que contribui significativamente para a leséo tecidual (Nosal’'ova et al,
2000). Os neutrdfilos sao células inflamatérias capazes de produzir altos niveis
de RLO e, portanto, capazes de determinar estresse oxidativo aos tecidos. A
produgao desses radicais geralmente aumenta com a gravidade e o tempo da
inflamacao (Fillmann, 2007). Os neutrdfilos ativados produzem o radical
superoxido através da reagdo com a nicotinamida-adenina-dinucleotideo
oxidase (NADPH) a qual reduz o O, molecular em superéxido, RLO capaz de
determinar consideravel nivel de dano oxidativo tecidual. A producao do radical

superoxido é essencial para degradagao bacteriana (Fillmann, 2007).

O infiltrado neutrofilico é encontrado nos modelos de colite
quimicamente induzida assim como nos modelos experimentais de CE (Keli et
al, 1997; Greca et al, 2003; Biondo-Simdes et al, 2004; Segui et al, 2004;
Fillmann, 2007; Naito et al, 2007; Reis et al, 2008; Sousa et al, 2008). A
avaliagcdo do infiltrado neutrofilico tecidual pode ser feita por técnicas
histolégicas e bioquimicas. A pesquisa da MPO é um dos métodos mais

frequentemente utilizado para avaliar a intensidade do infiltrado inflamatério
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mediado por neutrofilos. A MPO é uma enzima presente nos granulos
azurodfilos dos neutrdéfilos estimando-se que mais de 95% do seu total esta
presente nessas células. Os restantes 5% sao encontrados nos mondcitos
circulantes (Naito et al, 2007). Como o maior contingente de MPO ¢é oriundo
dos neutrdfilos, a dosagem dos niveis da enzima nos tecidos é utilizada como
fiel marcador da presenga de infiltragdo tecidual por essas células (Fillmann,
2007; Naito et al, 2007). A maioria dos estudos experimentais adotou a
quantificacdo dos niveis teciduais de MPO para avaliar o grau de infiltragéo
neutrofilica em modelos de colite induzida por TNBS (Yamada e Grisham,
1991; Segqui et al, 2004; Reis et al, 2008), DSS (Jiang et al, 2006; Aoi et al,
2008) e acido acético (Butzner et al, 1996; Cetinkaya et al, 2005; Damiani et al,
2007; Almalouf et al, 2008). Esses estudos mostraram que existem altos niveis
de atividade de MPO nos tecidos cdlicos inflamados, fazendo com que sua
determinagao possa ser considerada como indice fidedigno da presenga de
colite (Nos@’lova et al, 2000; Aoi et al, 2008; Reis et al, 2008). A dosagem da
atividade da MPO também vem sendo utilizada para avaliar o potencial de
resposta terapéutica de varias substancias em modelos de colite (Schwartz et
al, 1995; Reis et al, 2008). Estudo recente demonstrou que ratos com colite
induzida, quando tratados com enemas de AGCC, apresentaram melhora no
escore histolégico de inflamagdo e redugdo nos niveis teciduais de MPO,
concluindo que os AGCC podem ser utilizados, com sucesso no tratamento da

colite (Cetinkaya et al, 2005).

Existem varios métodos para a quantificacdo da atividade da MPO
(Bradley et al, 1982; Reis et al., 2009). O método que utilizamos vem sendo

adotado nos estudos mais recentes que avaliaram sua expressao tecidual em
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modelos experimentais de colite (Reis et al, 2008; Arafa et al, 2009). Em nosso
estudo optamos por avaliar a intensidade do infiltrado neutrofilico associando a
avaliacao histologica aos niveis teciduais de MPO com o intuito de conferir
maior fidedignidade aos resultados quanto a presenca de infiltrado neutrofilico
em todos os periodos propostos de exclusdo do transito fecal. Apesar da
quantificacdo da atividade de MPO ser considerado pardmetro util para a
avaliagao da atividade inflamatdria mediada por neutrdfilos, do melhor do nosso
conhecimento, nenhum estudo tinha avaliado os niveis teciduais de MPO em
modelos experimentais de CE. Acreditamos que a avaliagdo do grau de
infiltracdo neutrofilica associando analise histolégica e determinagdo dos niveis
teciduais de MPO, em modelos experimentais de CE, seja uma contribuigdo
inédita.

Ja se demonstrou que nas afeccdes inflamatdrias do coélon existe
aumento da sintese e liberacdo tecidual de diferentes mediadores pro-
inflamatdrios, incluindo interleucinas, eicosandides, prostandides, e fator
nuclear de transcricdo kappa-beta (NF-xB) (Fillmann, 2007; Fillmann et al,
2007). Esses mediadores contribuem para a cascata patogénica que inicia e
perpetua a resposta inflamatoria da mucosa colica (Camuesco et al, 2004,
Sanchez-Munoz et al, 2008). A cicloxigenase (COX) é a enzima mais
importante na formacdo dos mediadores bioldgicos conhecidos como
prostanoides (prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano). A COX converte o
acido araquidénico em prostaglandina H,, substancia precursora dos demais
prostanoides (Fillmann, 2007; Fillmann et al, 2007). A COX é composta por trés
isoformas, representadas pela cicloxigenase-1 (COX-1), COX-2 e a

cicloxigenase-3 (COX-3). Os tecidos expressam niveis variaveis de COX-1 e
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COX-2. A COX-1 é considerada como uma enzima constitutiva, encontrada na
maior parte das células. A COX-2, por sua vez, € indetectavel na maior parte
dos tecidos em condicdes fisiologicas. E considerada uma enzima induzivel e
encontrada em grande quantidade em macréfagos ativados e nos tecidos

inflamados (Meyer et al, 1981; Fillmann, 2007; Fillmann et al, 2007).

A localizagcao e a expressao tecidual da COX-1 e da COX-2, no intestino
grosso normal e inflamado, ja sdo conhecidas (Fillmann, 2007). A COX-1 é
expressa da mesma maneira e em quantidades equivalentes tanto no colon
normal quanto no inflamado. Localiza-se, preferencialmente, na base das
criptas colicas. A COX-2, por sua vez, ndo se expressa no colon normal, sendo
apenas induzida na regido apical das células inflamadas do célon (Fillmann,
2007; Fillmann et al, 2007). Pesquisas anteriores demonstraram haver
importante aumento da expressdao de COX-2 na colite experimental
quimicamente induzida (Martin e Villegas 2005; Fillmann, 2007; Fillmann et al,
2007). Demonstrou-se importante aumento da expressao da COX-2 nas colites
induzidas por DSS e TNBS, tanto na fase aguda quanto crénica, relacionando-
se diretamente com a intensidade de inflamagao (Martin e Villegas, 2005; Reis
et al, 2008). Estudos avaliando a atividade da COX-2 na colite experimental,
comparando-a com diferentes parametros inflamatérios tais como a infiltracédo
leucocitaria, mostraram importante aumento da sua atividade, que se
encontrava relacionada, diretamente, com o aumento dos demais marcadores
inflamatadrios. (Martin e Villegas, 2005). Dessa forma, a medida da expressao
da COX-2 serve como parametro para a avaliagdo da gravidade do processo
inflamatorio e a sua mensuragdo vem sendo realizada para demonstrar o grau

de inflamac&o do tecido. A semelhanca do que ocorre com relacdo a dosagem
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dos niveis teciduais de MPO, a atividade tecidual da COX-2 vem sendo
empregada para avaliar o efeito de diferentes substancias utilizadas no
tratamento da colite (Martin e Villegas, 2005; Fillmann, 2007; Reis et al, 2008).
Do mesmo modo ao que descrevemos em relacdo a dosagem tecidual da
MPO, do melhor do nosso conhecimento, até a presente data, a quantificacao

tecidual da COX-2 ainda nao foi avaliada em modelos experimentais de CE.

Um dos principais mecanismos de destruicao tecidual nas colites é
decorrente da excessiva sintese e liberacdo dos RLO pelos neutrdfilos e,
provavelmente, pelas proprias células epiteliais da mucosa célica com
alteragdes de seu metabolismo energético (Roediger e Nance, 1986; McCord,
2000; Liu et al, 2001; Nieto et al, 2002; Damiani et al, 2007; Fillmann, 2007,
Fillmann et al, 2007). Embora a formagao desses radicais seja essencial para a
defesa do hospedeiro no combate a infeccdo bacteriana, sua producéio
excessiva, durante o processo inflamatoério, pode causar extensa destruicdo
tecidual por estresse oxidativo (Liu et al, 2001; Pravda, 2005; Mgller, 2006;

Damiani et al, 2007; Roessner et al, 2008).

Até a ultima década, a quantificacdo dos niveis de estresse oxidativo
envolvia técnicas bioquimicas sofisticadas que necessitavam consideravel
quantidade de tecido para a sua quantificacdo. (Mgller, 2005; Mgller, 2006;
Ribeiro et al, 2008). Em virtude dos limites relacionados com a obtencéo de
material suficiente para analise, essas técnicas ndo podiam ser aplicadas em
pequenas quantidades de tecido, como aqueles obtidos durante os
procedimentos endoscopicos (Ribeiro et al, 2008). Por essa razéo, encontram-
se poucos estudos avaliando o estresse oxidativo, em portadores de colite,

comparando os tecidos normais e inflamados em diferentes fases evolutivas da
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doenga (Pool-Zobel et al, 1999; Blau et al, 2000; Glei et al, 2009). Com o
advento da técnica da eletroforese em gel de célula unica (ensaio do cometa),
tornou-se possivel quantificar a agressao pelos RLO ao DNA de uma unica
célula, o que reflete de maneira mais precisa os niveis de estresse oxidativo
em todo o tecido (Mgller, 2006; Glei et al, 2009). O ensaio do cometa possibilita
a medida dos niveis de estresse oxidativo em pequenos fragmentos de tecido.
Além disso, permite a comparacado entre células obtidas da mucosa normal
com as obtidas do epitélio inflamado. Da mesma forma permite a comparacéao
dos niveis de dano nas células obtidas de tecidos com diferentes graus de
displasia ou, até mesmo, nas células neoplasicas. (Pool-Zobel et al, 1999; Blau

et al, 2000; Mgller, 2005; Mgller, 2006; Ribeiro et al, 2008 ; Glei et al, 2009).

Essas propriedades tornaram o método atraente para quantificacdo do
nivel de estresse oxidativo comparando tecidos normais e inflamados (Pool-
Zobel et al, 1999). A quantificacdo dos niveis de estresse oxidativo em
pequenos fragmentos teciduais também possibilita a avaliacdo da eficacia de
agentes antioxidantes, AGCC e inibidores de COX-2, na prevengédo da
agressao inflamatéria mediada pelos RLO nas diversas fases da colite e na
progressao do epitélio inflamado para carcinoma (Ribeiro et al, 2008; Arafa et

al, 2009).

O método do ensaio do cometa ndo € a unica técnica utilizada para
avaliar os niveis teciduais de estresse oxidativo, mas é um dos métodos mais
sensiveis, apresentando maior acuracia quando comparado a outras técnicas
(Glei et al, 2009). Sua alta sensibilidade aliada ao seu baixo custo faz com que
venha sendo cada vez mais empregado (Abrahamse et al, 1999; Pool-Zobel et

al, 1999; Mgller, 2005; Mgller, 2006; Ribeiro et al, 2008; Reis et al, 2008; Glei et
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al, 2009). Apesar da quantificacdo dos niveis de estresse oxidativo tecidual ja ter
sido utilizada em modelos experimentais de colite quimicamente induzida por
TNBS, demonstrando niveis progressivamente maiores e relacionados ao grau
de inflamagao tecidual, do melhor do nosso conhecimento, ainda nao tinha sido

empregada em modelos experimentais de CE (Reis et al, 2008).
5.2 — Quanto aos resultados

Avaliagbes microscopicas realizadas em tecidos obtidos de enfermos
com CE mostraram uma variedade de aspectos, porém sem nenhuma
alteragao caracteristica (Keli et al 1997; Biondo-Simdes et al, 2000; Lopes-
Paulo, 2002; Pinto Jr et al 2007; Sousa et al, 2008). A maioria dos autores
encontrou ulceragdes no epitélio e infiltrado inflamatério na mucosa do cdlon
excluso, acompanhado ou nao de atrofia das criptas de Lieberkiihn, abscesso
glandular ou hiperplasia linféide nodular, considerada a alteragao histolégica
mais especifica (Lusk et al, 1984; Komorowski, 1990; Ma et al, 1990;

Kissmayer-Nielsen et al,1994; Sousa et al, 2008).

A presenca de erosbes e ulceracbes da mucosa colica € um dos
achados endoscopicos e histoldégicos mais frequentes. (Geraghty e Charles,
1994). Estudo anterior encontrou ulceras na mucosa intestinal em 100% dos
doentes estudados, relacionando-as ao tempo de exclusao (Glotzer et al,1981).
Outros autores encontraram erosdes na superficie epitelial dos segmentos
exclusos somente ap6s 17 semanas de exclusao sem, contudo, haver relacao
significante com o tempo de exclusdao (Keli et al1997). Outra pesquisa
experimental relatou o aparecimento de ulceras superficiais em apenas 31,43%
dos segmentos coélicos sem transito, referindo comprometimento apenas da

camada mucosa e nao relacionada ao tempo de exclusao (Biondo-Simoes et
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al, 2000). Cabe destacar que nesses dois ultimos estudos, os autores nao
descrevem qualquer cuidado que pudesse garantir a auséncia de residuos
fecais no colon derivado, pois nao realizaram limpeza mecanica. Talvez, a
presenca de fezes nesses segmentos possa ter mantido algum grau de
suprimento de AGCC a mucosa cdlica, interferindo no aparecimento das

ulceracgdes epiteliais.

Apesar da presenca de Uulceras epiteliais ser considerado achado
comum na CE, nenhum estudo explicou os mecanismos pelos quais elas se
desenvolvem. Estudos demonstraram que pode ocorrer a formacido de
ulceracdes epiteliais e destruicdo da membrana basal antes mesmo que exista
infiltracdo neutrofilica na mucosa cdlica, sugerindo que a lesdo epitelial possa
ser provocada por alteracdes metabdlicas das proprias células do epitélio colico
(Riedle e Kerjaschki, 1997; Pravda, 2005). A formagéo de ulceras na mucosa
dos segmentos desprovidos de transito ocasiona ruptura na barreira epitelial
funcional, apesar de alguns autores demonstrarem que essa alteragdo nao
aumenta, necessariamente, a translocagao bacteriana em modelos de CE
(Pinto Jr et al, 2007). E possivel que a menor translocacédo na CE decorra da
exclusdo fecal que diminui, consideravelmente, a populacdo bacteriana no

segmento sem transito intestinal (Pinto Jr et al, 2007).

No presente estudo, verificamos que nos animais do subgrupo controle e
nos segmentos providos de transito fecal dos animais do subgrupo
experimento, nao houve formagao de ulceragdes no epitélio mucoso
independente do tempo considerado, embora fosse possivel encontrar algum
grau de infiltrado neutrofilico (Fig.12 e Fig.13). Da mesma forma, né&o

encontramos formagao de ulceras nos segmentos desprovidos de transito por
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seis semanas, apesar de ja encontrarmos niveis teciduais elevados de MPO
(Fig.12 e Fig.14). De modo diferente, encontramos ulceras na mucosa colica
dos segmentos desprovidos de transito a partir de 12 semanas de excluséo,
periodo em que também constatamos maior de infiltracdo neutrofilica avaliada
tanto pelo escore inflamatério, quanto pelos niveis de MPO (fig. 12 e Fig. 14). E
possivel que a formacao das ulceras epiteliais, apds 12 semanas de exclusao
fecal, ainda pudesse estar relacionada a maior formagdo de RLO pelos
neutréfilos, uma vez que os niveis de MPO nesse segmento ainda
encontravam-se elevados (Fig.14). Contudo, nos animais submetidos a
exclusdo por 18 semanas, apesar de ocorrer normalizagao dos niveis de MPO
e praticamente ndo encontrarmos mais neutréfilos na avaliagao histologica, o
numero de ulceras aumentou, elevando o escore inflamatério e sugerindo outra
origem etiopatogenica (Fig.12, Fig. 13 e Fig.14). Em dois animais, submetidos
a 18 semanas de exclusao, identificamos, nos segmentos sem transito, ulceras
profundas que atingiam a camada muscular da mucosa. Ambos os animais
apresentavam niveis de MPO, nos segmentos desprovidos de transito,
semelhantes aos dos segmentos com transito preservado, sugerindo que a
formacao dessas Ulceras nao estava relacionada a infiltragao neutrofilica, e sim
a outro tipo de agressao inflamatéria confirmada pelos valores elevados de
COX-2 (Fig.16). Nesses animais, os niveis de estresse oxidativo no segmento
excluso foram significativamente mais elevados quando comparados aos dos
animais do subgrupo controle e aos segmentos providos de transito sugerindo
que o estresse oxidativo talvez pudesse estar relacionado a lesdo epitelial e

consequente formagao dessas ulceras (Fig.17).

A infiltracao de células inflamatérias na |amina prépria € outro achado
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freqiente no homem e nos modelos experimentais de CE (Glotzer et al, 1981;
Keli et al, 1997; Sousa et al, 2008). A quantificacdo do infiltrado inflamatério da
lamina propria € passivel de ceticismo, pelo fato de ja existir na mucosa célica
normal algum grau de infiltrado inflamatério celular (Keli et al, 1997). Com o
objetivo de diminuir a subjetividade dessa interpretacdo, alguns autores
propuseram a analise quantitativa e qualitativa de todas as células presentes
no infiltrado inflamatério (Jenkins et al, 1988). Entretanto, esse método é
trabalhoso, de dificil quantificacdo e sofre a subjetividade da interpretagao por

diferentes patologistas.

No presente estudo, para melhor caracterizar histologicamente a
presenca de CE, optamos por utilizar a escala de graduacao inflamatdria,
previamente validada, que considera duas das alteragcdes histologicas mais
freqientemente descritas nas colites: a presenga de Ulceras epiteliais e o
nuamero de neutréfilos presentes numa determinada cripta ou em diferentes
campos estudados (Gupta et al, 2007). Acreditamos que o emprego da escala
validada, que considera conjuntamente as alteragcbes histologicas mais
prevalentes, proporciona maior acuidade no diagndstico histopatologico da

doenca.

Constatamos que nos segmentos providos de transito e nos animais do
subgrupo controle, independente do tempo de exclusdo, havia presencga de
algum grau de infiltrado neutrofilico sem, contudo, identificarmos ulceragdes
epiteliais (Fig. 12 e Fig.13). De modo diferente, nos segmentos sem transito
fecal, constatamos que apds 12 e 18 semanas de exclusao, além do infiltrado
inflamatorio mais evidente, encontramos a formacéao de ulceras, que aumentou

o escore de graduacao adotado (Fig.13). Verificamos ainda, que o maior
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escore inflamatério nos segmentos desprovidos de transito fecal apresentou
correlaggo com o tempo de exclusdo, sugerindo que com o passar das
semanas aumentava o grau de inflamacdo na parede colica (Tab.1).
Constatamos que o maior escore nos segmentos exclusos de transito apos 12
e 18 semanas encontrava-se mais relacionado a presenca de ulceras epiteliais
do que a infiltracdo neutrofilica (Fig.12, Fig.13 e Fig. 14). A maior graduagéao
inflamatodria mostrou-se diretamente relacionada aos niveis de COX-2 e de
estresse oxidativo e, inversamente aos niveis de MPO, confirmando os
achados histolégicos (Tab.3 e Tab.4). Cabe destacar que os niveis de MPO
foram significativamente mais elevados nos segmentos desprovidos de transito,
apos seis e 12 semanas de exclusdo, normalizando-se apos 18 semanas (Fig.
14). Esses achados sugerem que o processo inflamatério até 12 semanas de
exclusdo se deve, principalmente, a presenca de neutrdfilos e que, apds esse
periodo, talvez esteja relacionado a outra forma de agressao (Fig.14). Os niveis
teciduais de COX-2 elevados nos segmentos exclusos de transito apdés 18
semanas e a diminuicao dos niveis de MPO, sugerem que 0 maior grau de
inflamagao possa estar relacionado aos maiores niveis de estresse oxidativo

encontrados (Fig.15, Fig.16 e Fig.17).

O infiltrado neutrofilico, avaliado pelos niveis de atividade tecidual da
MPO, é uma caracteristica comumente encontrada em modelos experimentais
de colite quimicamente induzida, assim como nas DIl (Wallace, 1988; Naito et
al, 2007). Constitui-se no tipo mais proeminente de infiltrado celular e vem
sendo sugerido que contribua, significativamente, para o dano tecidual (Naito et
al, 2007). Essas suposi¢cbes foram confirmadas quando se verificou, em

modelos experimentais de colite quimicamente induzida por TNBS, que existem
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altos niveis teciduais de MPO, fazendo com que sua determinagao possa ser
considerada como indice fidedigno para a quantificacdo do infiltrado neutrofilico

e, indiretamente, da presenca de colite aguda (Reis et al, 2008).

No presente estudo, verificamos apds seis e 12 semanas de exclusao
fecal, que os segmentos desprovidos de transito fecal apresentaram niveis de
atividade da MPO significativamente mais elevados quando comparados aos
dos segmentos colicos com transito preservado, sugerindo a presenga de
processo inflamatério agudo determinado pela infiltragao neutrofilica (Fig.13 e
Fig.14). Contudo, apés 18 semanas, o indice de atividade da MPO, no
segmento excluso de transito, retornou a valores semelhantes aos dos
segmentos providos de transito fecal e aos dos animais do subgrupo controle
(Fig.14). Esses achados sugerem que no modelo experimental de CE que
propusemos no presente estudo ocorreu inflamagdo aguda nas primeiras
semanas de exclusdo, e que, a partir dai, houve redugcdo progressiva no
infiltrado neutrofilico, sugerindo a presenga de inflamagao crénica (Fig.14).
Apesar da redugao na infiltracdo de neutréfilos nos segmentos exclusos de
transito, ndo encontramos linfécitos ou monécitos em maior quantidade no
tecido, embora os niveis teciduais de COX-2 permanecessem elevados,
sugerindo que a manutengdo da agressao crénica esteja relacionada a outro
mecanismo. (Fig.15 e Fig.16). Cabe destacar que os niveis de estresse
oxidativo mantinham-se elevados nesses segmentos apdés 18 semanas de
derivacao fecal, sugerindo que os RLO estejam relacionados a manutengao da
agressao inflamatéria crénica (Fig.17). E possivel que as células desprovidas
de seu principal substrato energético possam sofrer alteragdes no seu

metabolismo energético e produzir maior quantidade de RLO, como suspeitado
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pela teoria de indugao da colite por radicais livres (Pravda, 2005).

Hipoteses podem ser levantadas para explicar a presenga do infiltrado
neutrofilico nas primeiras semanas de exclusdo. A mucosa intestinal funciona
como importante mecanismo de barreira, ndo permitindo a translocacéo das
bactérias e endotoxinas para a intimidade da parede colica (Pravda, 2005). Ja
se demonstrou que os RLO podem destruir as diferentes linhas de defesa do
epitélio célico permitindo a migragdo de bactérias para o interior da parede
célica. (Pravda, 2005) Os resultados encontrados no presente estudo,
mostrando niveis elevados de estresse oxidativo nos segmentos exclusos de
transito nas primeiras semanas de derivagcdo, parecem confirmar essa
possibilidade (Fig.17). A quebra da barreira funcional pelos RLO pode facilitar a
translocacdo bacteriana determinando resposta inflamatéria inicialmente
aguda, mediada por neutréfilos, para combater as bactérias e, posteriormente,
pela reducdo progressiva do conteudo bacteriano, resposta inflamatéria
humoral decorrente da infiltragao tecidual de substancias com poder antigénico.
A maior proliferagdo de linfécitos do tipo B nas fases mais tardias da
inflamacdo na CE, em detrimento aos linfocitos T parece reforcar essa

possibilidade (Sedman et al, 1994; Grant et al, 1997; Chetty et al, 2009).

A lesdo tecidual produzida pelos neutrofilos tem sido atribuida a
capacidade dessas células em formar e liberar uma variedade de RLO e
nitrogénio (Liu et al, 2001). Pesquisas recentes vém demonstrando que os
RLO estdo envolvidos nos mecanismos de proliferacdo celular, sinalizacao e
expressao génica (Tannickal e Fanburg, 2000; Ancha et al, 2009). Os RLO
podem ativar diferentes vias de sinalizacdo como a do NF-k[3, que modula uma

série de etapas da reacdo inflamatéria, pela producdo de citocinas,
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interleucinas e algumas proteinas, tais como a COX-2, importantes na
determinacao da inflamacgao ao epitélio célico (Hollenbach et al, 2005; Fillmann,

2007).

No presente estudo, encontramos aumento nos niveis teciduais de COX-
2 nos segmentos desprovidos de transito fecal (Fig. 15 e Fig.16). A expressao
dessa proteina nas fases iniciais e tardias do desenvolvimento da CE
confirmou a presenca do processo inflamatério, semelhante ao que é
encontrado na colite quimicamente induzida (Fillmann, 2007; Reis et al, 2008).
E provavel que nas primeiras semanas, os niveis elevados de COX-2 estejam
relacionados a infiltracdo neutrofilica (Fig.14 e Fig.16). Todavia, € possivel que
a manutengao dos niveis elevados de COX-2, nos segmentos desprovidos de
transito por 18 semanas, possa estar relacionada a maior presenca de estresse
oxidativo (Fig.16 e Fig.17). Corroborando com essa possibilidade, ja se
demonstrou acentuado aumento na expressao de COX-2 apods a resolugao da
colite induzida por TNBS (Zamuner et al, 2005) e redug¢ao nos seus niveis apos
0 uso de substancias antioxidantes (Damiani et al, 2007; Fillmann, 2007;
Fillmann et al, 2007; Reis et al, 2008). No presente estudo, também
encontramos expressao elevada de COX-2 no colon sem transito apds 18
semanas de exclusdo quando o infiltrado neutrofilico, avaliado histologicamente
e pelos niveis de atividade tecidual de MPO, ja ndo era tdo intenso. Cabe
lembrar que os niveis teciduais de estresse oxidativo nesse periodo
encontravam-se elevados sugerindo que a manutengdo da agresséao tecidual
possa estar sendo ocasionada pela propria célula com alteragdes no
suprimento de AGCC. Esta possibilidade fica evidente quando encontramos

aumento na expressao de COX-2 e maior estresse oxidativo com o decorrer do
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tempo de exclusdo enquanto o infiltrado neutrofilico reduzia-se
significativamente (Tab.2). Reforca ainda mais essa possibilidade o fato de
termos encontrados correlagdo direta entre o tempo de exclusdo e niveis
teciduais de COX-2 e estresse oxidativo e inversa com os niveis de MPO

(Tab.4).

Nos ultimos anos, uma importancia cada vez maior vem sendo dada ao
papel desempenhado pelos RLO na iniciagdo e na progressao da agressao
inflamatoria @ mucosa célica nas DIl (Kruidenier e Verspaget, 2002; Dryden et al,
2005; Pravda, 2005; Fillmann, 2007; Rezaie et al, 2007). Da mesma forma,
estudos experimentais também confirmaram a importancia do estresse oxidativo
no desenvolvimento da colite quimicamente induzida por acido acético, TNBS e
DSS (Grisham et al, 1991; Chamulitrat e Spitzer, 1997; Damiani et al, 2007;
Fillmann, 2007; Fillmann et al, 2007; Reis et al, 2008). Nao obstante os niveis de
dano oxidativo tecidual terem sido avaliados com diferentes métodos, todos eles
demonstraram relagao direta entre a maior produg¢ao de RLO e o dano epitelial a

mucosa colica.

O método do ensaio do cometa nao € a unica técnica para mensurar 0s
niveis de estresse oxidativo, mas € um dos mais sensiveis, apresentando maior
acuracia quando comparado a outros ensaios (Abrahamse et al, 1999; Mgller,
2005; Ribeiro et al 2008). O método nunca havia sido empregado na
quantificacdo do estresse oxidativo em modelos experimentais de CE, tornando

a comparacao com outros estudos dificil de ser estabelecida.

Verificamos que animais submetidos a exclusao de transito fecal, durante
seis semanas, apresentaram niveis de estresse oxidativo significativamente mais

elevados no célon excluso quando comparados aos dos segmentos providos de
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transito e aos animais do grupo controle (TM de 3,24, 2,18 e 1,60,
respectivamente; p=0,00001; 1.C.95%:-1,9888 a -0.9687). Quando comparamos
segmentos providos de transito do subgrupo experimento com segmentos de
mucosa colica dos animais do subgrupo controle, os niveis de estresse ao DNA
foram maiores, porém sem significancia estatistica (Fig.17). Os niveis de dano
mais elevados no célon sem transito mostraram que nas primeiras semanas de
exclusao intestinal ja existe estresse suficiente para determinar ulceragdes ao
epitélio colico e maior infiltragao neutrofilica (Fig.12 e Fig.14). Contudo, n&o é
possivel afirmar que esses maiores niveis se devem apenas as modificacdes
energéticas nas células do epitélio colico desprovidas dos AGCC, pois a maior
presenca de neutréfilos, avaliado pela analise histolégica e pela atividade
tecidual de MPO, também poderia ser responsabilizada pela produgao

aumentada de RLO (Fig.13 e Fig.14).

Nos animais submetidos a 12 semanas de exclusdo de transito
encontramos niveis de estresse oxidativo significativamente mais elevados no
célon excluso quando comparado aos segmentos providos de transito e aos
animais do subgrupo controle (TM de 3,74, 2,60 e 2,60, respectivamente;
p=0,00001; 1.C.95%:-1,5622 a -1.1031). Verificamos, comparando segmentos
providos de transito aos dos animais do subgrupo controle, que os niveis de
estresse oxidativo ao DNA apresentavam valores semelhantes (Fig.17). Nesses
animais, a infiltracdo neutrofilica nos segmentos desprovidos de transito ja era
menor que naqueles submetidos a exclusdo por seis semanas e mesmo assim
os niveis de COX-2 e estresse oxidativo mantiveram-se elevados, sugerindo

menor participagao dos neutrdéfilos na produgao de RLO (Fig.14, Fig.16 e Fig.17).

Nos animais submetidos a exclusdao por 18 semanas, encontramos
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niveis de estresse oxidativo tecidual significativamente mais elevados nos
segmentos colicos desprovidos de transito quando comparado aos segmentos
providos e ao subgrupo controle (TM de 4,37, 2,61 e 2,63, respectivamente;
p=0,00001; 1.C.95%:-1,3335 a -0.8315). De forma semelhante ao grupo com 12
semanas de exclusao, ndao encontramos diferenca significante ao se comparar
segmentos providos de transito com os dos animais do subgrupo controle
(Fig.17). Nestes animais, encontramos niveis de MPO no célon desprovido de
transito, semelhantes aos dos segmentos providos de transito e aos dos
animais do subgrupo controle, mas os niveis de estresse oxidativo e COX-2
permaneciam elevados (Fig.14, Fig.16 e Fig.17). Esses achados sugerem que
os maiores niveis de RLO possam estar sendo formados pelas proprias células
epiteliais colicas desprovidas de substrato energético (AGCC) por um longo

periodo.

Nos segmentos providos de transito intestinal dos animais do grupo
experimento assim como nos animais do grupo controle, verificamos que com o
progredir do tempo de exclusdo nao existia variagdo nos niveis de estresse
oxidativo apos seis, 12 e 18 semanas de exclusao fecal (p=0,77). Estes
achados sugerem que a manutengao do substrato alimentar em segmentos
providos de transito faz com que as células epiteliais mantenham equilibrio

metabdlico e, consequentemente produzam menor quantidade de RLO.

Quando analisamos a variagdo nos niveis de estresse oxidativo nos
segmentos desprovidos de transito intestinal, comparando animais submetidos
a exclusdao por seis, 12 e 18 semanas, verificamos que esses valores
aumentavam com o progredir do tempo de exclusao fecal (p=0,0007) (Tab.2).

Esses achados sugerem que as células desprovidas de transito fecal produzem
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niveis cada vez mais elevados de RLO a medida que a deficiéncia do

suprimento de AGCC se agrava.

Os resultados que encontramos sugerem que células da mucosa codlica
desprovidas de transito fecal onde existe interrupcdo do fornecimento dos
AGCC, encontram-se submetidas a maior estresse oxidativo. Mostram ainda,
que nos segmentos célicos sem transito, as alteragdes histologicas séo idénticas
as descritas na CE humana e semelhante as encontradas nos modelos
experimentais de colite quimicamente induzida. Os maiores niveis de estresse
oxidativo nas fases mais tardias da exclusao fecal sugerem que os RLO possam
estar sendo formados pelas préprias células epiteliais, com modificacbes do seu
metabolismo energético, conseqlente a deficiéncias no fornecimento dos AGCC.
Os resultados que encontramos demonstram que os maiores niveis de estresse
oxidativo aumentam com o decorrer do tempo de exclusdo e encontram-se
relacionados alteragdes histopatolégicas e bioquimicas encontradas nas colites.
Essas evidéncias sugerem, pela primeira vez na literatura, que o estresse
oxidativo possa ser responsavel pelo dano tecidual que ndo s6 deflagra, mas

perpetua a CE, referendando a teoria de indugao da colite por radicais livres.

Do ponto de vista pratico, os resultados que encontramos sugerem que o
uso de substancias com atividade antioxidante talvez possa ser eficaz na
prevencao e tratamento da CE. Recentemente, com o objetivo de testar essa
possibilidade, delineamos um novo estudo utilizando o mesmo modelo
experimental de CE proposto, para verificar se o acido 5-ASA, substancia com
reconhecida atividade antioxidante, era capaz de reduzir os niveis de estresse
oxidativo em segmentos melhorando as alteragdes histolégicas e bioquimicas

(Maximo et al, 2009a; Maximo et al, 2009b). Os resultados encontrados
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mostram que a aplicacdo de enemas com acido 5-ASA nos segmentos
exclusos de transito reduziu, significativamente, os niveis de dano oxidativo ao
DNA nas células mucosas obtidas de segmentos exclusos de transito. Da
mesma forma, mostraram que animais tratados com o acido 5-ASA apresentam
significativa melhora do escore inflamatério, menor atividade tecidual de MPO e
reducdo dos niveis teciduais de COX-2, quando comparados aos animais
tratados com enemas contendo, apenas solugéo fisiolégica a 0,9%. A redugao
dos niveis de dano mantinha-se mesmo apdés o desafio in vitro com H,O2, um
potente agente oxidante sugerindo um efeito protetor da substancia (Maximo et

al, 2009a; Maximo et al, 2009b).

Novos ensaios, utilizando substidncias com diferentes potenciais
antioxidantes, facil biodisponibilidade e baixo custo, ainda sdo necessarios para
oferecer a opcao terapéutica com melhor custo-beneficio, a um numero
crescente de individuos submetidos a operacdes de derivacao de transito e que

terdo que conviver com os limitantes sintomas da doenca.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas condicbes de execucdo do presente estudo
permitem concluir que o estresse oxidativo encontra-se relacionado as

alteragdes histologicas e bioquimicas que caracterizam a colite de excluséo.



7. ANEXOS

ANEXO 1: Evolucéo ponderal dos animais
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Martinez CAR. O estresse oxidativo na etiopatogenia da colite de exclusdo. Estudo
experimental em ratos. Tese [Doutorado]. Sdo Paulo: Faculdade de Ciéncias Médicas
da Santa Casa de S&o Paulo; 2009.

RESUMO

A etiopatogenia da colite de exclusdo vem sendo relacionada a deficiéncias no
suprimento de acidos graxos de cadeia curta as células epiteliais da parede célica. A
doencga apresenta aspectos clinicos, endoscopicos e histopatolégicos semelhantes a
da colite ulcerativa, porém, até a presente data, ndo se estudou a importancia do
estresse oxidativo como fendmeno inicial relacionado a etiopatogenia da colite de
exclusdo. OBJETIVO: O objetivo do presente estudo foi verificar se o estresse oxidativo
poderia ocasionar a colite de exclusdo. METODOS: Sessenta ratos Wistar foram
submetidos a derivacdo do transito intestinal por meio de colostomia proximal
esquerda e fistula mucosa distal. Os animais foram divididos em trés grupos
experimentais segundo o sacrificio ter sido realizado seis, 12 e 18 semanas apds o
procedimento cirdrgico. Para cada grupo, cinco animais foram submetidos
exclusivamente a laparotomia (grupo controle). Avaliou-se histologicamente a
presengca de colite com escala de graduacdo inflamatéria. Estudou-se a infiltragao
neutrofilica tecidual pelos niveis de mieloperoxidase e a presenca de inflamagao pelos
niveis teciduais de cicloxigenase-2. A medida do estresse oxidativo foi feita pela
técnica do ensaio do cometa. Foram utilizados testes t de Student, Mann-Whitney,
Kruskal-Wallis, correlagdo de Pearson e Spearman, estabelecendo-se nivel de
significancia de 5% (p<0,05). RESULTADOS: Nos segmentos desprovidos de transito
fecal existe maior grau histologico de inflamacédo quando comparado aos tecidos com
transito fecal preservado (p=0,001). Os niveis de mieloperoxidase nos segmentos
desprovidos de transito fecal reduzem com o progredir do tempo de exclusao
(p=0,00001). Os niveis de cicloxigenase-2 nos segmentos sem transito aumentam
com o decorrer do tempo de exclusao intestinal (p=0,00001). Os niveis de estresse
oxidativo foram significativamente maiores nos segmentos desprovidos de transito
(p<0,0001) quando comparados aos segmentos providos de transito e aumentavam
com o progredir do tempo de exclusdo (p=0,007). Os niveis de estresse oxidativo
encontram-se diretamente relacionados ao tempo de exclusdo grau de inflamacao
tecidual, e niveis teciduais de cicloxigenase-2 e inversamente relacionados aos niveis
de mieloperoxidase (p=0,0001). CONCLUSAO: Os resultados do presente estudo
permitem concluir que o estresse oxidativo encontra-se relacionado as alteragbes
histoldgicas e bioquimicas que caracterizam a colite de excluséo.

Palavras chave: Colite, Estresse oxidativo, Dano ao DNA, Acidos graxos volateis,
Ensaio em cometa, Modelos animais de doencas.
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Martinez CAR. Oxydative stress in the etiopathogenesis of diversion colitis.
Experimental study on rats. Thesis [Doctorate]. Sdo Paulo: Faculdade de Ciéncias
Médicas da Santa Casa de S&o Paulo; 2009.

ABSTRACT

The etiopathogenesis of diversion colitis has been related to deficiencies of short-chain
fatty acids supply to cells of colon mucosa. The disease presents clinical, endoscopic
and histopathological features that are similar to those of ulcerative colitis, but there
have not been any studies on the importance of oxidative stress as an initial
phenomenon related to the etiopathogenesis of diversion colitis. OBJECTIVE: The aim
of this study was to determine if oxidative stress could cause diversion colitis.
METHODS: Sixty Wistar rats were subjected to deviation of fecal stream by means of a
left proximal colostomy and a distal mucosal fistula. The animals were divided into
three experimental groups that were sacrificed six, 12 and 18 weeks after the surgical
procedure. In each of these three groups, five animals underwent laparotomy alone
(control group). The histopathological diagnosis of colitis was made by inflammatory
grade validated scale. The presence of neutrophilic infiltrate was studied by the
measure of the tissue levels of myeloperoxidase. The presence of tissue inflammation
was evaluated by the tissue levels of cicloxigenase-2. The oxidative stress level was
evaluated using the comet assay. The Student t test, Mann-Whitney, Kruskal-Wallis,
Pearson and Spearman correlation test were used and the significance level was set at
5% (p<0.05). RESULTS: In segments without fecal stream we found greater degree of
histological inflammation compared to tissues with preserved fecal stream (p=0.001).
The levels of myeloperoxidase activity in segments excluded of the fecal stream
decrease with the time of intestinal exclusion (p=0.00001). The tissue levels of
cyclooxygenase-2 in the segments without fecal stream increase with the time of the
intestinal diversion (p=0.00001). The levels of oxidative stress were significantly higher
in segments without fecal stream when compared to the segments with fecal stream
(p=0.0001) and increase with the time of intestinal diversion (p=0.007). The levels of
oxidative stress, are directly related to the time of intestinal divertion, higher histological
grade of tissue inflammation, tissue levels of cyclooxygenase-2 and inversely related to
levels of myeloperoxidase (p=0.0001). CONCLUSION: The results of this study show
that oxidative stress is related to histological and biochemical changes that
characterize the diversion colitis.

Key words: Colitis; Oxidative stress; DNA damage; Fatty acids, volative; Comet assay;
Disease models, animal
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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