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RESUMO: Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) representam o principal substrato energético para células da mucosa célica. A
derivacao intestinal, reduzindo suprimento de AGCC, responsabiliza-se pela colite de exclusdo (CE). Aplica¢ao retal de butirato tem
sido eficaz no tratamento da doenc¢a. Entdo, o objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de lipoperoxidacio na mucosa colica, apos
aplicacio de butirato, em modelo de CE. Vinte seis ratos Wistar foram submetidos a colostomia proximal e fistula mucosa distal. Os
animais foram divididos em dois grupos segundo sacrificio ser realizado em duas ou quatro semanas. Cada grupo foi subdividido em
dois subgrups segundo interven¢io com soro fisiologico ou butirato. O diagnéstico de CE foi estabelecido por estudo histopatologico e
os niveis de lipoperoxidacao pelos niveis de malondialdeido (MDA). Utilizaram-se os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis (signi-
ficantes quando p<0,05). Ap6s duas semanas, os niveis de MDA foram menores nos segmentos sem transito nos animais irrigados com
butirato (p=0,006); porém, apés quatro semanas foram semelhantes (p=0,08). No colon sem transito irrigado com butirato, os niveis de
MDA aumentaram com o tempo de exclusio (p=0,02); enquanto no célon com transito nio se modificaram (p=0,86). O butirato reduz
os niveis de MDA na mucosa colica sem transito fecal, apos duas semanas de derivacio; entretanto, a irrigacéo isolada nio é capaz de
reduzir os niveis de lipoperoxidacio das células mucosas com o progredir do tempo de exclusiio intestinal.
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INTRODUCAO

A colite de exclusdo (CE) caracteriza-se pela
presenca de processo inflamatdério na mucosa de seg-
mentos do intestino grosso exclusos de transito fecal'.
Com o aumento da incidéncia do cancer colorretal,
doengas inflamatorias intestinais, diverticulite do co-
lon sigmdide e dos traumatismos colorretais pela cres-
cente violéncia urbana, a frequéncia da CE parece es-
tar aumentando proporcionalmente a necessidade de
operagdes de derivacdo do transito intestinal®.

A maioria dos autores atribui a CE a deficiéncia
de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) na luz in-
testinal, ocasionada pela derivagao do transito fecal®”.
Essa possibilidade ¢ refor¢ada ao se constatar que a re-
constituicao do transito, ou a irrigagdo dos segmentos
exclusos com solu¢des nutricionais ricas em AGCC,
restabelecendo o substrato energético a mucosa colica,
sdo capazes de reverter as altera¢des clinicas e histo-
patologicas encontradas nos portadores de CE*!!. Os
AGCC sao formados a partir da fermentagdo de car-
boidratos ndo absorvidos pelo intestino delgado pela
flora bacteriana do interior do colon. A principal fonte
de carboidratos para a formac¢ao dos AGCC sao as fi-
bras dietéticas, especialmente a parede celular polissa-
caridica dos vegetais ndo derivados do amido'?. Os trés
principais AGCC formados no interior do c6lon sdo o
acetato (50-60%), o propionato (20-25%) e o butirato
(15-20%). Nao obstante todos os AGCC terem impor-
tancia para o trofismo das células da mucosa célica, o
butirato € o principal, respondendo por cerca de 90%
de todo o substrato metabolizavel para a obtengdo de
energia®'>!*, Depois de formado, é rapidamente absor-
vido para que as células epiteliais da mucosa colica,
através de reacdes oxidativas, produzam a energia ne-
cessaria para seu funcionamento normal®">,

Estudos mostraram que a deficiéncia de AGCC
na luz intestinal ocasiona maior producgdo de radicais
livres de oxigénio (RLO), pelas proprias células epite-
liais desprovidas de sua principal fonte de energia'®'°.
Haé trés décadas, demonstrou-se que células isoladas
da mucosa coélica aumentam intensamente seu meta-
bolismo oxidativo quando o butirato ¢ acrescido ao
meio, confirmando sua importancia como combustivel
energético™®. A deficiéncia no suprimento de butira-
to, aumentando a producao de RLO, ocasiona quebra
dos mecanismos de defesa que formam a mucosa co-
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lica, permitindo a infiltragdo de bactérias e antigenos
nas camadas estéreis da parede intestinal, levando ao
desenvolvimento da colite's. Estudos sugerem que os
efeitos protetores dos AGCC, provavelmente, ocorrem
pela capacidade de aumentarem o consumo tecidual
de oxigénio, evitando o acimulo de RLO!'¢*, Substéan-
cias como o 2-bromo-octanoato sodico que inibem a
oxida¢ao dos AGCC provocam alteragdes histoldgicas
caracteristicas da colite, sugerindo que a oxidacdo de
constituintes das células possa ser considerada etapa
inicial da etiopatogenia da doenga?!.

A mucosa colica sem transito fecal encontra-se
submetida a maiores niveis de estresse oxidativo, le-
vantando a possibilidade que esse mecanismo possa ser
responsavel pela lesdo dos diferentes sistemas de de-
fesa do epitélio, encontrada nos doentes com CE!%1922,
E possivel que, a lesdo epitelial da mucosa colica na
CE, possa estar relacionada a oxidacao de fosfolipide-
os presentes nas membranas citoplasmaticas das célu-
las da mucosa célica, que representa um dos principais
mecanismos de defesa. Talvez, a aplicagdo de clisteres
com butirato no colén desprovido de transito fecal,
restabelecendo o metabolismo celular normal, possa
minimizar os efeitos da lipoperoxidacdo, melhorando
a lesdo epitelial. Entretanto, do melhor do nosso co-
nhecimento, essa possibilidade ainda nao foi avaliada
experimentalmente em modelos de CE.

O objetivo do presente estudo foi verificar se a
aplicacdo de clisteres contendo solucdo isotonica de
butirato reduz os niveis de peroxidacdo lipidica na
mucosa colica desprovida de transito fecal.

METODO

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais em Pesquisa (CEUAP) da Universi-
dade Sao Francisco e, todas as etapas experimentais,
foram realizadas em conformidade com os principios
definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal (COBEA) e a lei 11.794 de outubro de 2008,
que regulamenta o uso de animais em pesquisa.

Animais

Foram utilizados 26 ratos Wistar machos, pesan-
do entre 300 e 350 g provenientes do Biotério Cen-
tral da Universidade Sdo Francisco. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, em ambiente clima-
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tizado, com controle de temperatura, luminosidade,
umidade e ruidos. Na véspera da intervengao cirlrgi-
ca permaneceram em jejum durante 12 h, exceto para
agua. As gaiolas foram identificadas com o niimero,
grupo e subgrupo experimental a que pertenciam e es-
ses mesmos dados foram tatuados, com tinta da China,
na cauda de cada animal. Os ratos foram alimentados
sempre com a mesma ragdo, propria para roedores,
(Nuvilab CR1®, Nuvital Nutrientes SA, Sdo Paulo,
Brasil) e pesados semanalmente.

Técnica cirdrgica

A derivacdo do transito intestinal em todos os
animais, foi realizada sob anestesia geral pela admi-
nistracdo intramuscular de 0,1 mL/100 g de solugao
de quetamina (50 mg/mL) e xilazina (20 mg/mL) 1:1
(v/v) na pata traseira esquerda. Depois de anestesia-
dos e fixos a mesa cirlirgica, a cavidade abdominal
foi aberta por incis@o longitudinal mediana com trés
centimetros de extensdo. Apds identificar-se a placa
de Peyer, com um paquimetro aferiu-se a distancia en-
tre a placa e o local escolhido para a sec¢do do colon
esquerdo, quatro centimetros acima da extremidade
superior da placa de Peyer. Apds ligadura dos vasos
da arcada marginal, seccionou-se o colon no ponto es-
colhido exteriorizando-se o segmento proximal, como
colostomia terminal no hipocondrio esquerdo, fixan-
do-se a colostomia a pele com pontos separados de fio
absorvivel monofilamentar 4-0 nos quatro pontos car-
dinais, e entre eles. Concluida a fixagdo da colostomia
proximal, o segmento caudal do célon esquerdo foi
cateterizado e irrigado com 40 mL de solugao fisiold-
gica 0,9% (SF) a 37°C, até que o efluente drenado pelo
anus ndo mais apresentasse residuos fecais. Terminada
a irrigacdo, o cateter foi removido e o colon distal ex-
teriorizado como colostomia (fistula mucosa distal) na
face lateral inferior esquerda da parede abdominal. O
estoma distal foi fixado com a mesma técnica utilizada
no proximal. A sintese da parede abdominal foi reali-
zada em dois planos de sutura: peritonio e aponeuro-
se com pontos continuos de fio de acido poliglicolico
4-0, e a pele com pontos separados de nylon 4-0.

Grupos experimentais

Os 26 animais colostomizados foram randomi-
zados em dois grupos experimentais composto de 13
animais, segundo o sacrificio ter sido realizado duas
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ou quatro semanas apos a derivagdo do transito fecal.
Cada grupo foi dividido por sua vez em dois subgru-
pos de acordo com a solugdo de intervengdo aplicada
no reto. No primeiro subgrupo, aplicaram-se clisteres
retais, em dias alternados, contendo 20 mL de SF a
37°C (grupo controle; n=4). No segundo subgrupo, os
clisteres continham butirato de sodio (B5887- Sigma-
Aldrich Corporation, St Louis, MO, USA) na dose de
100 mL/Kg na concentragdo de 80 mmol/L (grupo ex-
perimental; n=9).

Coleta das amostras

Duas ou quatro semanas apos a intervengdo com
as substancias propostas os animais foram anestesia-
dos com a mesma técnica descrita anteriormente, a
cavidade abdominal foi reaberta, removendo-se dois
fragmentos com quatro centimetros cada, obtidos do
co6lon submetido ou ndo a irrigagdo com as solugdes
de intervengdo propostas. Os espécimes retirados fo-
ram abertos longitudinalmente pela borda antimesen-
térica, lavados com SF e divididos em dois fragmen-
tos, com dois centimetros de comprimento, destinados
aos estudos histologicos e avaliagdo dos niveis de pe-
roxidagdo lipidica pela quantificag¢do tecidual do ma-
londialdeido (MDA).

Analise histolégica

Os fragmentos destinados a analise histologica
foram imediatamente imersos em paraformaldeido a
4% em PBS, por 24 h e, logo apds, desidratados em
concentracdes crescentes de etanol. Terminada esta
fase, foram inclusos em blocos de parafina e, a par-
tir destes, realizou-se cortes histolégicos com 5 um
de espessura, que posteriormente foram montados so-
bre uma lamina. Depois de montados, os cortes foram
corados com hematoxilina-cosina (HE) para o diag-
nostico de colite. As laminas foram analisadas por
patologista experiente no diagndstico de doencas in-
flamatorias colorretais, que desconhecia a origem do
material e os objetivos do estudo. Para o diagndstico
da colite considerou-se dois parametros principais: a
infiltracdo de polimorfonucleares na mucosa coélica e
a presenca de erosdes ou ulceras epiteliais.

Determinacio dos niveis de MDA
A medida dos niveis de peroxidacdo lipidica
foi avaliada pela dosagem das substancias reativas
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ao acido tiobarbitarico (TBARS), tais como o0 MDA,
segundo metodologia proposta anteriormente®. O
MDA ¢ um dos produtos secundarios da lipoperoxi-
dacgdo, sendo considerado candidato potencial como
um biomarcador geral de estresse oxidativo tecidual.
Para a quantificagdo dos niveis tissulares de MDA,
resumidamente, 1 g de cada fragmento coélico foi co-
locada em 5 mL de tampao fosfato e homogeneizada
em vortex e ultrassonicador por 30 s, repetindo-se
0 processo trés vezes, alternadamente. A seguir, 250
uL do sobrenadante, obtido no processo de homoge-
neizagdo, foram transferidos para tubo plastico con-
tendo 25 pL de hidroxi-tolueno butilado (BHT) a 4%
metandlico e, novamente, homogeneizados no vor-
tex. A seguir adicionou-se 1 mL de acido tricloroacé-
tico a 12%, 1 mL de acido tiobarbitarico a 0,73% e
750 uL de tampao tris/HCI incubando-se em banho-
maria, a 100°C, por 60 min. Concluida essa etapa,
os tubos foram imediatamente acondicionados em
recipiente contendo gelo para bloquear a reagdo. A
seguir acrescentou-se 1,5 mL de n-butanol homoge-
neizando-se, no vortex, por mais 30 s. Posteriormen-
te, os tubos foram centrifugados por 10 min a 5.000
rpm e, o sobrenadante, removido para a leitura da
coloragdo em espectrofotdometro Lambda 45UV/VIS
(Perkin-Elmer Inc., Massachussetts, USA), sempre
em absorbancia de 532 nm.

Analise estatistica

Os valores teciduais de MDA, nos segmentos ir-
rigados e ndo irrigados com as solugdes de interven-
¢do, foram expressos pelo valor médio com o respec-
tivo desvio-padrdo. Os resultados encontrados nos
segmentos expostos e ndo expostos a SF e ao buti-
rato foram comparados pelo teste de Mann-Whitney.
A variacdo nos niveis teciduais de MDA, nos dife-
rentes tempos de irrigacdo, foi avaliada pelo teste de
Kruskal-Wallis. Na analise estatistica dos resultados
encontrados, adotou-se nivel de significancia de 5%
(p<0,05), utilizando-se o programa SPSS® (SPSS Inc.,
Chicago, USA) versao 13.0 para Windows.

RESULTADOS

A Figura 1A mostra cortes histologicos da parede
intestinal de segmento colico irrigado com solugao fi-
sioldgica. As Figuras 1B e 1C mostram segmentos pro-
vido e desprovido de transito, respectivamente, apos
quatro semanas de interven¢ao com butirato. No cdlon
irrigado com 0 AGCC, as criptas colicas encontravam-
se preservadas, menor infiltrado neutrofilico e edema,
nao se detectando ulceragdes na mucosa colica.

A Figura 2 mostra os niveis de MDA, nos seg-
mentos com e sem transito intestinal, comparando-se
os animais submetidos a intervengdo com SF ou buti-

Figura 1. (A) Mucosa cdlica de segmento desprovido de transito fecal em animal do grupo controle apos duas semanas quatro semanas
de intervengdo. (B) Mucosa provida de transito intestinal apos quatro semanas de intervengdo. (C) Mucosa colica sem transito fecal apos

quatro semanas de intervengdo com butirato.
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Com transito Sem transito

B Solucio fisiolégica  [] Butirato

MDA: malondialdeido.
Figura 2. Niveis teciduais de MDA comparando segmentos

submetidos a irriga¢do com clisteres de solu¢do salina ou butirato
por duas semanas; **significante, p=0,006. Teste de Mann-Whitney.

Sem transito

] Butirato

Com transito
M Solugio fisiologica
MDA: malondialdeido.

Figura 3. Niveis teciduais de MDA comparando segmentos
submetidos a irrigacdo com clisteres de solugdo salina ou butirato
por quatro semanas. Teste de Mann-Whitney.

rato, por duas semanas. Verificou-se que o célon sem
transito dos animais irrigados com butirato apresen-
tava niveis de MDA menores, quando comparado aos
submetidos a intervengdo com SF (p=0,0006).

A Figura 3 mostra os niveis de MDA, nos seg-
mentos com e sem transito fecal, comparando-se os
animais submetidos a interven¢do com SF ou butirato,
por quatro semanas. Constatou-se que no colon sem
transito os niveis de MDA, apesar de menores nos ani-
mais irrigados com butirato, ndo apresentaram signifi-
cancia estatistica (p=0,08).

A Figura 4 mostra a variacdo dos niveis de MDA
no célon sem transito intestinal, apods duas ou quatro
semanas de irrigagdo com o butirato. Verificou-se que
os niveis de MDA aumentaram com o decorrer do
tempo (p=0,01).

0.12

o
=

0.08

MDA (mg/g)
e Qo
[e= N -
E &

0.02

Sem transito
4 semanas

Com transito
2 semanas

MDA: malondialdeido.

Figura 4. Niveis teciduais de MDA nos segmentos sem trdnsito

fecal comparando animais irrigados por duas ou quatro semanas
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com butirato. *significante, p=0,01. Teste de Kruskal-Wallis.

DISCUSSAO

O 4cido butirico ¢ formado a partir da degrada-
¢ao das fibras alimentares, sendo considerado a prin-
cipal fonte de energia primaria para células da mu-
cosa colica'*. O butirato geralmente € produzido nas
por¢des proximais do intestino grosso, pela maior
presenca de carboidratos nesse local?®. Estima-se que
a produ¢ao de AGCC no homem seja de aproximada-
mente 15 a 40 mM por dia, mas esses valores podem
variar segundo o tipo de dieta. Os principais substra-
tos para formacao de acido butirico sdo o amido resis-
tente, oligossacarideos e os farelos de trigo e aveia, e
as principais bactérias responsaveis pela metaboliza-
¢ao pertencem aos géneros Clostridium, Eubacterium
e Fusobacterium**. Depois de produzido, 95% de
todo acido butirico ¢é rapidamente absorvido pelo epi-
télio colico; porém, uma pequena concentracao ainda
pode ser recuperada no sangue portal, indicando que,
depois de absorvido, o maior contingente da substan-
cia ¢ utilizada com substrato energético, reforcando
sua importancia nos mecanismos de oxidacdo celu-
lar?*. Na forma protonada (4cido butirico) é lipossolu-
vel e difunde-se rapidamente pelas membranas celu-
lares. De outro modo, a forma i6nica (butirato), como
ndo ¢ lipossoluvel, requer diferentes mecanismos de
absorc¢ao pelas membranas celulares, sendo a absor-
¢ao por troca anidnica, associada a de sdédio e cloro e
secre¢do de bicarbonato, um dos mais importantes'*.
ApoOs a entrada na célula, o butirato é convertido no
interior da mitocondria em butiril-CoA, por agao da
enzima butiril-CoA sintetase, e desta forma oxidado
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pelas reagdes de p-oxidagao*®. Assim sendo, a inte-
gridade das membranas das células epiteliais colicas
possui fundamental importancia para a correta absor-
¢ao do butirato. Condi¢des que destruam as membra-
nas celulares, tais como a peroxidagao dos seus fosfo-
lipideos constituintes podem interferir na absor¢ao do
AGCC, alterando a integridade e o trofismo do epité-
lio intestinal.

Ja se demonstrou que a deficiéncia de AGCC, em
modelos experimentais de CE, leva a um aumento da
producao de RLO e que o estresse oxidativo conse-
quente encontra-se relacionado ao maior grau de lesao
epitelial®!. A irrigagdo intestinal com butirato e propio-
nato de s6dio diminuiu o processo inflamatério e favo-
receu a epitelizagdo da mucosa cdlica, em ratos com
colite induzida por acido acético, quando comparado
a aplicacdo de clisteres com solugdes ricas em glicose
ou solug¢do salina'®*. De modo contrario, a exposi¢ao
da mucosa coélica a substancias oxidantes, tais como o
H,O,, por aumentar a peroxidag¢do dos fosfolipideos
das membranas celulares, aumenta o processo infla-
matorio local®.

Apesar da deficiéncia no suprimento de AGCC
ao colon excluso ser responsabilizada pela inflamagao
que caracteriza a CE, os mecanismos moleculares pe-
los quais se determina a agressao a mucosa, ainda nao
se encontram totalmente esclarecidos®*%. A infiltra-
¢ao leucocitaria da mucosa intestinal nos doentes com
CE ¢ considerada evento secundario e mediado por di-
ferentes células. Existem dtvidas em relagdo aos me-
canismos iniciais pelos quais ocorre quebra da barrei-
ra epitelial, que possibilita a migracdo bacteriana e a
consequente resposta inflamatoria celular'®, Nenhuma
teoria explica, satisfatoriamente, o mecanismo inicial
de ruptura dos sistemas de defesa do epitélio intes-
tinal, possibilitando a migracdo das bactérias para o
interior da submucosa estéril'®. Com objetivo de elu-
cidar esse mecanismo, estudo utilizando modelo expe-
rimental de CE sugere que a agressdo inicial poderia
estar relacionada ao estresse oxidativo decorrente do
aumento de RLO, pelas proprias células epiteliais com
alterag¢des no seu metabolismo oxidativo®'. Como sdo
moléculas toxicas, a produgdo exagerada de RLO pe-
las células da mucosa coélica desprovidas de AGCC,
ocasionaria a ruptura das diferentes linhas de defesa
que formam a barreira intestinal. A quebra da barrei-
ra funcional possibilitaria, entdo, a transloca¢do de
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bactérias da luz intestinal para a camada submucosa
estéril'®?!. Na tentativa de combater a invasdo bacte-
riana, leucocitos ativados migrariam para o estroma da
parede intestinal, dando origem ao processo inflama-
torio que caracteriza a doenga?!2%3!, Nesse estudo, ve-
rificou-se que os maiores niveis de estresse oxidativo
relacionavam-se as alteragdes histologicas e bioqui-
micas caracteristicas da CE, e que aumentavam com
o decorrer do tempo de exclusdo®*2. A importancia do
estresse oxidativo na indu¢do da CE foi reforcada, re-
centemente, ao verificar-se que a aplicacdo de clisteres
contendo acido 5-aminosalicilico (5-ASA), substancia
com notavel a¢do antioxidante, ndo s6 reduz os niveis
de estresse oxidativo a mucosa desprovida de transito,
como melhora as alteragdes histoldgicas encontradas
no colon excluso®. A aplica¢do de substancias antio-
xidantes neutralizaria a acdo deletéria dos RLO sobre
as diferentes linhas de defesa da mucosa colica, impe-
dindo a sua ruptura.

A barreira funcional da mucosa colica € compos-
ta por diferentes linhas de defesa, que agindo em con-
junto impedem a infiltragdo bacteriana?'. Esses siste-
mas de defesa sdo formados pela camada de muco que
recobre o epitélio, pelas membranas citoplasmaticas
apical e basolateral dos colondcitos, pelos intrincados
sistemas de juncdo intercelular compostos pelos des-
mossomos, hemidesmossomos, jungdes de oclusdo,
de comunicacdo e aderentes e, finalmente, pela lami-
na basal'®2¥, A importancia de todas essas linhas de
defesa fica evidente quando se constata que a maio-
ria dos modelos experimentais, que tentam reprodu-
zir em animais as altera¢des histologicas encontradas
nos doentes com colite ulcerativa, induz a penetragao
bacteriana da camada submucosa pela ruptura dessas
linhas de defesa, pela exposi¢do da mucosa a substan-
cias quimicas toxicas (acido acético, acido trinitroben-
zeno sulfonico (TNBS) e sulfato sodico de dextrana
(DSS)*. Nos modelos experimentais de CE essas li-
nhas de defesa também se encontram comprometidas,
apesar de ndo se expor a mucosa colica a substancias
toxicas, tornando-o o modelo experimental ideal para
verificar se o estresse oxidativo encontra-se relaciona-
do as etapas inicias de agressdo epitelial?'. E possivel
que a falta de suprimento de AGCC, levando a maior
produgdo de RLO pelas células desprovidas de subs-
trato energético, possa ser responsabilizada pela que-
bra de cada um desses sistemas.
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Estudos demonstraram que a falta no suprimento
de AGCC provoca alteragdes nesses mecanismos de
defesa epitelial?>333¢37, A deficiéncia de AGCC ocasio-
na atrofia das glandulas da mucosa célica, modifica o
contetido e padrao de expressao de diferentes tipos de
mucinas, que recobrem o epitélio e que formam a pri-
meira linha de defesa'**%", Pesquisa recente demons-
trou que, no epitélio colico desprovido de transito,
existe reducdo no contetido e modifica¢des do local de
expressao das proteinas e-caderina e f3-catenina, prin-
cipais constituintes das jungdes aderentes intercelula-
res®®. Todas essas alteragdes histologicas encontram-se
relacionadas a maior produ¢ao de RLO273132, Agsim
sendo, o estresse oxidativo na CE, além de atrofiar as
criptas colicas, pode romper duas importantes linhas
de defesa epitelial: a barreira de muco e as jungdes
aderentes.

As membranas apical e basolateral das células in-
testinais formam a terceira linha de defesa da mucosa
colica'®?’. As membranas citoplasmaticas sdo forma-
das por uma dupla camada de fosfolipedes que, além
de proteger as organelas celulares, mantém o meio in-
tercelular separado do extracelular. Os RLO em con-
tato com as membranas celulares sdo capazes de oxi-
dar fosfolipedes, destruindo as membranas celulares e
consequentemente induzindo a apoptose celular®. O
MDA ¢ um dos metabélitos resultantes da lipoperoxi-
dagdo das membranas e a sua dosagem tecidual vem
sendo utilizada como potencial marcador de estresse
oxidativo, em modelos de colite quimicamente induzi-
da****'. Do melhor do nosso conhecimento, apenas um
unico estudo avaliou, em modelos de CE, os niveis de
MDA na mucosa exclusa de transito exposta a H,0,,
substancia capaz de formar altos niveis de RLO*. Os
resultados mostraram que os niveis de MDA aumen-
tavam apos a exposi¢do ao H,O,, principalmente nas
primeiras semanas de interveng@o e relacionavam-se
as alteracGes histoldgicas habitualmente encontradas
na CE?. Esses mesmos achados ja tinham sido descri-
tos em seres humanos submetidos a aplicagdo retal de
H,0, que desenvolveram quadros graves de colite, até
mesmo com evolucdo fatal*>+,

Quando se constata que a deficiéncia de AGCC ¢
capaz de deflagrar a CE ¢ licito supor que a aplicacao
regular de AGCC no célon excluso, restabelecendo o
fornecimento de butirato, poderia restabelecer o equi-
librio do metabolismo celular, reduzindo a lipoperoxi-
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dagdo e, consequentemente, a lesdo tecidual. Todavia,
até a presente data essa possibilidade ainda ndo tinha
sido testada. Os resultados do presente estudo mos-
traram que apds duas semanas de aplicagdo de cliste-
res contendo butirato, houve redugao significativa dos
niveis de MDA no célon sem transito. A queda dos
niveis de MDA nas duas primeiras semanas ocorreu,
justamente, no periodo onde a lipoperoxidagdo ocorre
com maior intensidade?’. Os menores niveis de pero-
xidag@o lipidica estavam relacionados a melhora his-
toldgica nos animais irrigados com butirato, que apre-
sentavam criptas intestinais mais regulares e auséncia
de ulceracdes epiteliais. Os resultados encontrados
sugerem que o restabelecimento do fornecimento de
butirato as células exclusas de transito normaliza o
metabolismo celular, reduzindo a produgao de RLO e
melhorando o processo inflamatorio.

Apos quatro semanas de irrigacdo, verificou-se
que os niveis de MDA nos segmentos sem transito
fecal irrigados com butirato, apesar de menores do
que os dos animais tratados com SF, ndo apresen-
tavam diferencas significantes (p=0,08). Varias sao
as possiveis explicagdes para esses resultados. E
possivel que, nas primeiras semanas de exclusdo do
transito, o butirato seja o substrato energético prefe-
rencialmente utilizado e que, posteriormente, outros
subtipos, como o propionato e o acetato, possam ter
papel complementar. O pequeno numero de animais
estudados em cada grupo e o tempo de exclusdo ado-
tado também possa ser uma explicagdo plausivel.
Talvez, com a irrigagdo por um maior periodo, em
um namero maior de animais, fosse possivel encon-
trar-se significincia em quatro semanas. Atualmen-
te, aumentamos o nimero de animais em cada grupo
experimental e, paralelamente, idealizamos um ter-
ceiro grupo onde realizamos a irrigagdo por maior
periodo. Da mesma forma, também estamos testando
uma solugdo de irrigagdo composta pelos trés princi-
pais subtipos de AGCC metabolizaveis pelo colon,
com intuito de verificar se a a¢do conjunta das trés
substancias apresenta maior eficacia. Outra explica-
¢d0 para os maiores niveis de MDA apos quatro se-
manas seja a idade mais avancada desses animais.
Ja se demonstrou que o processo de envelhecimento
encontra-se relacionado a maior producdo de RLO
pelas mitocondrias e, consequentemente, a maior li-
poperoxidagdo tecidual®,
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A possibilidade de que outras substancias, além trou que os animais submetidos a intervengdo com
dos AGCC, sejam importantes para a prevencao da butirato apresentavam menor infiltragao neutrofilica
lipoperoxidagao das membranas fica ainda mais evi- e congestdo vascular, embora fosse possivel identi-
dente ao analisarmos a variacdo nos niveis de MDA, ficar, ocasionalmente, presenca de ulceracdes epite-
em relacdo ao tempo de intervencdo. Verificou-se liais. No entanto, os irrigados com SF apresentavam
que no colon com transito fecal preservado, tanto infiltragdo neutrofilica mais intensa e maior nimero
nos animais irrigados com SF quanto com butira- de tulceras epiteliais.
to, onde todo substrato nutritivo ao célon ¢ mantido Os resultados encontrados no presente estudo su-
normal e que ndo sofre modificagdes da flora bac- gerem que a aplicacdo de clisteres com butirato dimi-
teriana, os niveis de MDA ndo se modificam com o nui os niveis de peroxidacao lipidica das células do co-
decorrer do tempo do experimento (p=0,77 e p=0,14, lon excluso de transito que desenvolve CE. Apesar do
respectivamente). De modo distinto, no célon des- potencial terapéutico, novas pesquisas utilizando so-
provido do transito fecal e, provavelmente, com mo- lugdes preparadas com todos os AGCC, associadas ou
dificagdes do contetido bacteriano luminal, os niveis ndo a antioxidantes, aplicados por um maior periodo
de MDA aumentaram com o decorrer do tempo, em de tempo, ainda sdo necessarias para confirmar estes
ambos os grupos. Esses achados sugerem que apenas resultados. Caso a aplicacdo de clisteres com AGCC
o butirato ndo ¢ capaz de reduzir a lipoperoxidacio se mostre realmente eficaz em longo prazo, poderia
nas fases mais tardias da exclusdo intestinal. O es- se tornar estratégia util para prevenir ou minimizar os
tudo histologico dos segmentos colicos desprovidos sintomas da CE em individuos que ja convivem com
de transito, apds quatro semanas de irrigagdo, mos- os percalgos da presenca de um estoma.

ABSTRACT: The short-chain fatty acids (SCFA) are the main energy substrate for the cells of the colonic mucosa. Diversion of the fe-
cal stream reducing the supply of SCFA is responsible for diversion colitis (DC). Rectal application of butyrate has been demonstrated
effective in the treatment of the disease. So the aim of this study was to evaluate the levels of lipid peroxidation in the colon mucosa
after application of butyrate in model of DC. Twenty-six rats were submitted to proximal colostomy and distal mucous fistula. The
animals were divided into two groups according sacrifice carried out in two or four weeks. Each group was divided into two subgroups
according to intervention with saline solution or butyrate. The diagnosis of colitis was established by histopathology and the levels
of lipid peroxidation by tissue levels of malondialdehyde (MDA). We used the Mann-Whitney and Kruskal-Wallis, establishing a
significance level of 5% (significant with p<(0.05). After two weeks, the levels of MDA were lower in the segments without fecal stream
of animals irrigated with butyrate (p=0.006), but after four weeks were similar (p=0.08). In the colon without fecal stream irrigated
with butyrate, MDA levels increased with the time (p=0.02), while in segments with fecal stream MDA not changed. (p=0.86). Butyrate
reduces the levels of MDA in the colonic mucosa without fecal stream, after two weeks of derivation. However, the irrigation with the
substance is not able to reduce the lipid peroxidation of mucosal cells with increasing time of intestinal exclusion.

Keywords: colitis; fatty acids, volatile; lipid peroxidation; malondialdehyde; oxidative stress.
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