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RESUMO - Racional: Os efeitos da aplicacdo topica de sucralfato (SCF) no contetido tecidual da proteina
mucina-2 (MUC-2) ainda ndo foram avaliados em modelos experimentais de colite de excluséo.
Objetivo: Mensurar o contetido tecidual da proteina MUC-2 na mucosa célica sem transito intestinal
submetida a intervengdo com SCF. Método: Trinta e seis ratos foram submetidos a derivagao intestinal
por colostomia proximal terminal e fistula mucosa distal. Foram divididos em trés grupos segundo
recebessem clisteres contendo solucdo fisiolégica (SF), SCF 1 g/kg/dia e SCF 2 g/kg/dia. Cada grupo
foi dividido em dois subgrupos, segundo a eutanasia ser realizada ap6s duas ou quatro semanas.
O diagnostico de colite foi estabelecido por estudo histopatoldgico e a intensidade inflamatéria foi
avaliada por escala validada. A expressao tecidual da MUC-2 foi identificada por imunoistoquimica
e seu conteldo mensurado por morfometria computadorizada. Resultados: A aplicacao de clisteres
com SCF na concentracdo de 2 g/kg/dia reduziu a intensidade inflamatéria no célon sem transito
fecal. O contetdo tecidual de MUC-2 no célon sem transito dos animais submetidos a intervengao
com SCF, independente do tempo de intervencdo e da concentracdo utilizada, foi maior quando
comparado aos animais tratados com SF (p<0,01). O conteltdo de MUC-2 apds a intervengdo
com SCF na concentracdo de 2 g/kg/dia foi maior quando comparado aos animais submetidos a
intervencdo com concentragdo menor (p<0,01). O conteddo de MUC-2 foi maior ap6s intervencdo
com SCF na concentracdo de 2 g/kg/dia por quatro semanas (p<0,01). Conclusdo: A aplicacdo
preventiva de clisteres com SCF reduz o grau de inflamac@o e preserva o contetdo tecidual de MUC-
2, em segmentos desprovidos de transito intestinal, mostrando-se uma estratégia terapéutica valida
para preservar a camada de muco que recobre o epitélio intestinal.

ABSTRACT - Background: The effects of topical application of sucralfate (SCF) on the tissue content
of MUC-2 protein have not yet been evaluated in experimental models of diversion colitis. Aim:
To measure the tissue content of MUC-2 protein in the colonic mucosa diverted from fecal stream
submitted to the SCF intervention. Methods: Thirty-six rats underwent derivation of intestinal transit
through proximal colostomy and distal mucous fistula. The animals were divided into three groups
which were submitted application of enemas with saline, SCF 1 g/kg/day and SCF 2 g/kg/day. Each
group was divided into two subgroups, according to euthanasia was done after two or four weeks.
The colitis diagnosis was established by histopathological study and the inflammatory intensity was
evaluated by previously validated scale. The MUC-2 protein was identified by immunohistochemistry
and the tissue content was measured computerized morphometry). Results: The application of
enemas with SCF in the concentration of 2 g/kg/day reduced inflammatory score of the segments that
were diverted from fecal stream. The content of MUC-2 in diverted colon of the animals submitted
to the intervention with SCF, independently of intervention period and the used concentration, was
significantly greater than animals submitted to the application of enemas containing saline (p<
0.01). The content of MUC-2 after the intervention with SCF in the concentration of 2 g/kg/day was
significantly higher when compared to the animals submitted to the application containing SCF at
concentration of 1.0 g/kg/day (p<0.01). The tissue content of MUC-2 reached the highest values
after intervention with SCF in the concentration of 2 g/kg/day for four weeks (p<0.01). Conclusion:
The preventive application of enemas containing SCF reduces the inflammatory score and avoids the
reduction of tissue content of MUC-2, suggesting that the substance is a valid therapeutic strategy to
preserve the mucus layer that covers the intestinal epithelium.

This is an open-access
article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License.
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INTRODUCAO

do corpo humano, impedindo a penetracdo de antigenos, toxinas e bactérias

presentes na luz do colon para o meio interno*>?’. Essa barreira é composta
por diferentes linhas de defesa, principalmente representadas pela camada de muco que
recobre a mucosa célica; por uma Unica camada de células justapostas firmemente aderidas
umas as outras que formam a superficie epitelial; pelos eficientes mecanismos de jun¢des
intercelulares que conectam uma célula a sua vizinha, pela membrana basal; e por um
complexo sistema de defesa imunoldgica®?®. Esse sistema imunoldgico, considerado o
mais eficiente do organismo humano, protege o hospedeiro dificultando a translocacdo

O epitélio dointestino grosso constitui-se na mais perfeita barreiramorfofuncional
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de patdgenos e toxinas a partir do lume intestinal. Portanto, a
protecdo conferida pelos diferentes mecanismos de defesa da
barreira epitelial colica é imprescindivel para a preservacdo da
vida humana.

As células do epitélio célico sdo recobertas por uma
camada gelatinosa de muco que atua como a primeira linha de
defesa da barreira epitelial. O muco, além de funcionar como
agente lubrificante facilitando a progressdo do contetdo fecal
possui propriedades antibacterianas conferindo ainda, uma
permeabilidade seletiva a parede intestinal®''3, A camada de
muco é formada predominantemente por mucinas, uma classe
de glicoproteinas principais constituintes da sua composicdo
quimica e por sua funcdo de barreira mecanica’®. As mucinas
sdo produzidas pelas células caliciformes presentes em grande
quantidade nas glandulas cdlicas. Os acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) constituem o substrato mais importante para
que as células caliciformes obtenham energia suficiente para
produzirem continuamente mucinas''%1136,

Aestrutura molecular das moléculas de mucinas é composta
por uma fracdo glicidica e outra proteica. Quando se considera
sua fracdo glicidica subdividem-se em mucinas neutras mais
abundantes no sistema digestivo superior e as acidas, principalmente
encontradas no intestino grosso?®. As mucinas acidas, por sua
vez, se subdividem em sulfomucinas quando ha predominio de
radicais sulfatados na sua estrutura molecular ou sialomucinas
quando existe maior teor de acido sialico’?"?6, Com relacao
a fracdo proteica, da molécula existem mais de 20 subtipos
de mucinas descritas, mas as do subtipo MUC-2 sdo as mais
abundantes no epitélio célico. Os subtipos MUC-1, MUC-3,
MUC-4 e MUC-5, também podem ser encontrados na mucosa
cdlica, porém em menor quantidade. De forma semelhante ao
que acontece com a fracdo glicidica da molécula, o suprimento
adequado de AGCC possui papelimportante na sintese das fragoes
proteicas da glicoproteina2*8. Demonstrou-se que os AGCC sdo
capazes de aumentar em 20 vezes a expressao do gene MUC-2
e, consequentemente, a transcricdo do mRNA responsavel pela
tradugdo da proteina homologa''. Esses achados confirmam a
importancia que o suprimento regular de AGCC possui para a
adequada sintese de mucinas pelas células caliciformes presentes
no epitélio intestinal?. Estudos mostraram que podem ocorrer
altera¢des no tipo e conteludo das mucinas que recobrem o
epitélio célico em diferentes doencas inflamatorias intestinais.
Foram descritas modificagcbes na espessura e constituicdo da
camada de muco nas colites bacterianas, colite ulcerativa, colite de
exclusdo (CE), pdlipos adenomatosos e no cancer colorretal>5782125,
Assim, o estudo da expressdo das fracdes glicidicas e proteicas
das mucinas é considerado importante indicador da integridade
funcional da barreira epitelial da mucosa cdlica.

Estudos experimentais em modelos de CE mostraram que
nos segmentos colicos desprovidos de transito intestinal, onde
ndo existe o suprimento adequado de AGCC, ha redugdo no
contetdo e modificacdes no padrdo de expressdo das fragdes
glicidicas das mucinas nas glandulas da mucosa célicainflamada?'2.
Essas alteragdes se agravam com o tempo de derivagao intestinal
reforcando a importancia do suprimento regular de AGCC para
a sintese da glicoproteina'’?'?6, De modo distinto, a aplicagdo
de solugdes ricas em AGCC ou de substancias que protejam a
mucosa colica da acdo de antigenos e bactéria presentes na luz
intestinal e estimulem a producdo de muco, sdo consideradas
estratégias terapéuticas validas para o tratamento da CE3>"°,

O sucralfato (SCF) é molécula composta por octassulfato de
sacarose e hidroxido de polialuminio. Devido a sua composicdo
polidnica, se liga fortemente com proteinas de cargas positivas
dos tecidos inflamados formando um complexo aderente que
protege a mucosa da agdo nociva das secrecoes digestivas e
bactérias patogénicas presentes nas fezes. Esse complexo aderido
a superficie epitelial inflamada dificulta a penetracdo de agentes
nocivos externos para o meio interno®. O SCF apresenta ainda
outras propriedades farmacoldgicas merecendo destaque sua
acdo antioxidante e estimuladora da produgdo do fator de
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crescimento epitelial, importante nos processos de renovacdo
celular30. Estudos mostraram que um dos principais mecanismos
de acdo do SCF encontra-se relacionado a sua capacidade de
aumentar a sintese e liberacdo de prostaglandina E2 estimulando
aproducdo de muco a partir das células caliciformes'®'®, Os efeitos
da aplicacdo de clisteres com SCF na quantidade e padréo de
expressao das porcdes glicidicas das mucinas nas glandulas da
mucosa célica desprovida de transito fecal ja foram estudados
em modelos experimentais de CE. Todavia, o contetdo tecidual
da fragdo proteica das mucinas ainda nado foi avaliada em estudos
experimentais ou em portadores de CE3*.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar
experimentalmente, os efeitos da aplicagao de clisteres contendo
SCF no conteudo tecidual da proteina MUC-2 nas glandulas
da mucosa cdlica desprovida de transito intestinal.

METODO

Este trabalho obedeceu a Lei Federal 11.794 e as orientagdes
do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal. O projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal
em Pesquisa da Universidade Sao Francisco, Braganca Paulista,
SP. O Projeto foi aprovado com o parecer N°. 002.04.10.

Utilizou-se 36 ratos, machos, da linhagem Wistar, provenientes
do Biotério da Universidade S&o Francisco, Braganca Paulista,
SP, Brasil. O peso variava entre 300-320 g e tinham em média
quatro meses de idade.

Foram constituidos, aleatoriamente, trés grupos de estudo
com 12 animais cada, divididos segundo terem sido submetidos
a aplicacdo diaria de clisteres contendo, solucao fisiologica (SF
0,9%), solucao de SCF na concentracédo de 1 g/kg/dia (SCF-1) e
na concentracdo de 2 g/kg/dia (SCF-2), respectivamente. Seis
animais de cada um desses grupos sofreram eutanasia apos duas
semanas de intervengdo, enquanto os 18 remanescentes, seis
de cada grupo experimental, ap6s quatro semanas (Figura 1).

l |

Controle SCF (1,0 g/Kg) SCF (2,0 g/Kg)
(n=12) (n=12) (n=12)
Sacrificio Sacriﬁcio Sacrificio Sacriﬁcio Sacrificio Sacnﬁcno
2 2 2
(n=6) (n =6) (n=6 (n =6) (n=6) (n =6)

FIGURA 1 - Algoritmo da divisdo dos grupos experimentais

Durante o periodo pré-operatorio (sete dias), eles foram
isolados em gaiolas individuais, mantidos em estantes climatizadas,
com controle de temperatura, luminosidade, umidade e ruidos.
Permaneceram em jejum por 12 h, exceto para agua, antes da
intervencao cirlrgica. Cada gaiola foi marcada com o nimero
do animal, o grupo e o subgrupo experimental a que pertencia.
Esses mesmos dados foram tatuados com tinta nanquim na
cauda de cada animal.

No dia da intervencao, eles foram pesados para célculo
da dose anestésica a ser utilizada. A anestesia foi administrada
utilizando-se o cloridrato de xilazina 2% e cloridrato de quetamina
na dose de 0,1 ml/100 g, administrados por via intramuscular
na pata traseira esquerda.

Técnica operatoria

Depois de anestesiados foram colocados na pranchacirdrgica,
em decubito dorsal horizontal, sendo realizada tricotomia de toda
aregido abdominal. A antissepsia cutanea foi feita com aplicacdo
de polivinilpirolidona-iodo sobre area depilada, posteriormente
isolada por campo cirtrgico fenestrado estéril. A laparotomia foi
realizada por meio de incisdo longitudinal mediana infra-umbilical
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com 3 cm de extensao. Aberta a cavidade abdominal, o ceco
foi identificado e com o auxilio de um paquimetro mediu-se no
intestino grosso o local escolhido para a sec¢ao do célon direito,
localizado a4 cm apds a papilaileocecal. Apds ligadura dos vasos
da arcada cdlica marginal, seccionou-se o célon no ponto pré-
determinado e exteriorizou-se o intestino grosso proximal, como
colostomia terminal, através de incisdo circular, com 3 mm de
diametro, localizada nafossailiaca direita. A colostomia foifixada
a pele com pontos separados de fio absorvivel monofilamentar
4-0 nos quatro pontos cardinais, e depois entre eles, amarrando
com trés nés. Terminada a confeccdo do estoma proximal, o
segmento caudal do intestino grosso seccionado foi cateterizado
com sonda de polivinil (12 F). Apds, o célon cateterizado foi
irrigado com 60 ml de solugdo fisioldgica aquecida a 37° C, até
que o efluente drenado pelo anus ndo apresentasse a saida de
cibalos fecais. Terminada a limpeza do intestino grosso, o cateter
foi removido e segmento caudal do célon exteriorizado como
uma fistula mucosa localizada no hipocdndrio direito. Fixou-se
a boca do estoma caudal com a mesma técnica utilizada na
colostomia proximal. A sintese da parede abdominal foi feita
em dois planos de sutura: peritdnio e aponeurose com pontos
continuos de fio de acido poliglicélico 4-0 e a pele com pontos
separados de nylon 4-0.

Pés-operatério

Concluida a operacao, os animais foram mantidos por
10 min sob aquecimento por meio de lampada incandescente.
Ao recobrarem a vigilia, foram alojados nas gaiolas individuais
previamente identificadas sendo liberada aingestdo de dgua e racdo
padronizada para roedores (Nuvilab CR1®). Eles permaneceram
em gaiolas individuais até a data da eutanasia (duas ou quatro
semanas), nas mesmas condi¢cdes ambientais de umidade,
luminosidade e temperatura do periodo pré-operatério. Apds
a operacdo de desvio do fluxo fecal, ndo foi tomado qualquer
cuidado adicional com relagdo a ferida operatéria ou aos
estomas. Nos trés primeiros dias apos a intervencdo cirlrgica
para a analgesia utilizou-se o paracetamol na dosagem de 200
mg/kg dissolvido na dgua do bebedouro e administrado duas
vezes ao dia.

Intervencdo com as solugdes propostas e coleta do material

Os animais foram submetidos a aplicacdo diaria de clisteres
com as solucdes de intervengao padronizadas. A aplicacdo foi
sempre realizada com o uso de cateter de polietileno graduado
em centimetros, com diametro interno de 14 F. O cateter foi
introduzido, cuidadosamente, pelo anus na profundidade
padronizadaem 3 cm a partir da borda anal. A seguir, aplicava-se
lentamente o clister contendo a solucdo de intervencdo proposta
para cada grupo experimental, a temperatura ambiente, até que
ela drenasse pela fistula mucosa distal (colostomia exclusa de
transito fecal) localizada no hipocondrio direito.

Na véspera da eutanasia (sete ou 14 dias), os animais
foram novamente pesados e mantidos em jejum por 12 h,
exceto para agua. Todos receberam a aplicacdo do clister com
a solucdo de intervencdo na manha da data programada para a
eutanasia realizada sempre no periodo da tarde. Para a remogéo
do segmento do intestino grosso a ser estudado, os animais
foram anestesiados com a mesma técnica anteriormente descrita,
realizando-se uma abertura mais ampla da cavidade abdominal.
Aposliberagao das aderéncias, caso presentes, removeu-se todo o
célon desprovido de transito fecal. Ainda anestesiados os animais
foram sacrificados com dose letal intracardiaca de tiopental.

Depois de removidos os segmentos colicos foram abertos
cuidadosamente pela borda contramesentérica. Depois de
abertos foram lavados com soro fisiolégico a 0,9 % (SF) a 37°
C, pararemocao de residuos fecais remanescentes. Removeu-se
um fragmento longitudinal medindo 30 mm de comprimento
interessando toda a parede intestinal. Esse fragmento foi sempre
removido do segmento célico derivado, submetido as solucoes
de intervencao. Foram desprezados um segmento de 10 mm

134

do célon a partir da fixacdo do estoma a pele, bem como outro
situado 2 cm acima do anus, que incluia o canal anal. O fragmento
colhido foi encaminhado para estudo histoldgico, através das
técnicas padronizadas de coloracdo H&E e imunoistoquimica
(anticorpo primario Anti-MUC2, Dako do Brasil; clone: NCH-38)
na diluicdo de 1:100 e com controle positivo da expressdo de
MUC-2 feito a partir da aplicacdo da mesma técnica descrita
em tecido obtido de cdlon humano, enquanto o negativo foi
realizado no mesmo tecido, contudo sem a adi¢do do anticorpo
primario durante a reacdo.

Avaliacao histologica da presenca de colite

Para confirmar o diagnostico histopatolégico de colite,
consideraram-se 0s seguintes parametros: presenca e nimero
de ulceracdes no epitélio e intensidade do infiltrado inflamatorio,
segundo escala previamente utilizada e modificada®*. Nessa
escala, o grau de inflamacéo tecidual foi avaliado segundo a
intensidade da infiltragdo neutrofilica na mucosa e o grau de
perda epitelial. Os valores encontrados foram estratificados em
quatro graus: 0 quando nao havia infiltracdo neutrofilica nem
perda epitelial; 1 quando haviainfiltracdo de neutréfilos <50% das
glandulas colicas sem perda epitelial; 2 quando havia infiltragdo
de neutrdfilos <50% das glandulas cdlicas e formacdo de até
duas Ulceras epiteliais; 3 quando havia infiltracdo de neutréfilos
>50% das glandulas cdlicas e formacdo de até duas Ulceras
epiteliais; 4 quando havia infiltragdo neutrofilica em >50% das
glandulas cdlicas e formagdo de mais de trés Ulceras epiteliais.

Medida do contetdo tecidual de MUC-2

Para cada animal foram analisadas duas laminas. A
expressdo da proteina MUC-2 foi estudada segundo o local e
o conteddo daimunocoloracdo nas glandulas cdlicas. Aimagem
selecionada, ap6s adequadamente focada, foi capturada por
videocamara acoplada ao microscopico 6ptico. O conteddo
tecidual da proteina foi mensurado por andlise de imagem
assistida por computador (morfometria computadorizada). A
imagem capturada foi processada e analisada pelo programa
NIS-Elements® (Nikon do Brasil Ltda., Sdo Paulo) instalado em
um microcomputador com boa capacidade de processamento
de imagens. Quantificou-se o contelido da MUC-2 em cada
uma das duas laminas confeccionadas, em trés criptas cdlicas
integras e contiguas presentes em trés campos histoldgicos
distintos. Assim, para cada animal o conteudo tecidual de MUC-2
foi quantificado em 18 glandulas cdlicas (nove em cada lamina
confeccionada).

A quantificacdo da proteina foi sempre realizada apos
a calibracdo do programa para o aumento selecionado no
microscopio, sempre refeita apds a leitura de cada lamina. Para
aquantificacdo da densidade de cor encontrada em cada campo
selecionado, utilizou-se filtro RGB adotando-se todo comprimento
de onda que continha todo o espectro da cor marrom (cor que
identificava a imunoexpressao tecidual da proteina MUC-2).
Com o programa transformou-se a coloracdo onde havia a
imunoexpressdo na cor branca e o restante do campo de visao
capturado, sem imunocoloracdo, em preto compondo assim
uma imagem bindria. Os valores encontrados para o conteido
tecidual da MUC-2 foi sempre expresso em porcentagem por
campo analisado (%/campo). O valor final adotado para os
animais dos grupos controle e experimento (interven¢do com
SF, SCF-1 e SCF-2) foi sempre representado pelo valor médio da
leitura das duas laminas (18 glandulas cdlicas), com o respectivo
erro-padrao. Todas as imagens selecionadas foram arquivadas
para posterior documentacao cientifica.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos apds a leitura foram sempre descritos
pela média com respectivo erro-padrdo. Adotou-se para todos
os testes, nivel de significancia de 5% (p<0,05). Utilizou-se o
teste de Mann-Whitney para analisar o grau de inflamacédo e o
conteudo tecidual da proteina MUC-2, comparando os animais
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do grupo controle e experimento. Empregou-se o teste ANOVA
para analise de variancia do conteudo tecidual da proteina MUC-2
com relacdo ao tempo de intervencdo. Para o estudo estatistico
utilizou-se o programa BioStat (versdo 5.1). Os valores significantes
quando se comparou os segmentos irrigados com SF e SCF (1
g/kg/dia ou 2 g/kg/dia) foram marcados com um asterisco (*)
quando o nivel de significancia encontrado foi menor que 5%,
e com dois asteriscos (**) quando esse nivel foi menor que 1%.
Da mesma forma, os valores significantes encontrados quando
se comparou os animais submetidos a intervengdo com SCF na
concentracdo menor (1 g/kg/dia) com os submetidos airrigacdo
com concentra¢do maior (2 g/kg/dia) foram marcados com um
boleto (+) quando o nivel de significancia foi menor que 5% ou
dois (¢¢) quando menor que 1%.

RESULTADOS

AFigura 2A mostra segmento obtido do célonirrigado com
SF por quatro semanas, enquanto a Figura 2B o célon irrigado
com SCF na concentracdo de 2,0 g/kg/dia pelo mesmo periodo
de tempo. Verifica-se que nos animais do grupo controle existe
nitida perda epitelial, desarranjo na arquitetura e no alinhamento
das glandulas cdlicas, enquanto nos submetidos a intervengédo
com SCF 2 g/kg/dia, a superficie epitelial encontra-se preservada,
as criptas intestinais apresentam-se alinhadas, com padrao de
distribuicdo normal e preservacgdo da integridade das células
caliciformes. E possivel observar uma fina pelicula eosinofilica
de SCF recobrindo a superficie epitelial da mucosa célica.

FIGURA 2 - A) Corte histolégico da mucosa do segmento
c6lico derivado apds irrigacdo com SF por quatro
semanas (HE-100x); B) Corte histolégico da mucosa
do segmento colico derivado apos irrigagdo
com SCF na concentragao de 2 g/kg/dia por
quatro semanas. Observa-se fina pelicula de SCF
recobrindo a superficie da mucosa (HE-200 x).

A Tabela 1 mostra grau de inflamagdo encontrado nos
segmentos desprovidos de transito fecal apds a intervencdo com
SF, SCF 1 g/kg/dia e 2 g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os
resultados mostram que a intervengdo com SCF na concentragéo
de 2 g/kg/dia no segmento célico derivado reduziu o grau de
inflamacdo apds quatro semanas de irrigagdo quando comparado
aos animais do grupo controle (p=0,03).

TABELA1 - Escore inflamatdrio no segmento cdlico derivado dos
animais submetidos a intervencdo com SF, SCF-1
(SCF 1 g/kg/dia) e SCF-2 (2 g/kg/dia) submetidos
a intervencdo por duas e quatro semanas.

2 semanas 3,5+0,25 3,3+0,32 3,1+£0,29 NS

4 semanas 3,1+0,20 2,8+0,25 2,4+0,31" 0,03
E.P.=erro-padréo; *=p<0,05 (SCF 2,0 g/kg/dia x S.F.0,9%). Teste de Mann-Whitney.

A Figura 3A mostra a expressao tecidual de MUC-2 no
célonirrigado com SF por quatro semanas e a 3B o célonirrigado
com SCF na concentracdo de 1 g/kg/dia pelo mesmo periodo
de tempo. AFigura 3C mostra o colon submetido a intervencdo
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com SCF na concentracao de 2 g/kg/dia por quatro semanas.
Verifica-se que nos animais submetidos a intervencdo com SF
existe reducao no contelido de MUC-2 nas células caliciformes,
desarranjo na arquitetura e alinhamento das glandulas colicas.
Nos submetidos a intervengdo com SCF com 1 e 2 g/kg/dia o
contetudo de MUC-2 ¢ significativamente mais evidente nas
células caliciformes. Nos animais tratados com concentracdo
de SCF de 2 g/kg/dia identifica-se aumento maior no conteldo
de MUC-2 nas células caliciformes principalmente localizadas
na superficie luminal das glandulas cdlicas

FIGURA 3 - A) Seccéao histoldgica de segmento célico derivado
onde observa-se reducao da expressao de MUC-2
aposirrigacdo com SF por quatro semanas (100x); B)
segmento colico derivado onde se observa aumento
maior expressao de MUC-2 apos irrigacdo com SCF
na concentracao de 1g/kg/dia por quatro semanas
quando comparada a irrigacdo com SF (100x); C)
segmento colico derivado onde se observa aumento
da expressdao MUC-2 na superficie epitelial apos
irrigacdo com SCF na concentracdo de 2 g/kg/
dia por quatro semanas quando comparado aos
animais irrigados com SF e SCF 1 g/kg/dia (100x).

AFigura 5 compara o conteddo de MUC-2 encontrado nos
segmentos desprovidos de transito fecal apds a intervencdo com
SF, SCF 1 g/kg/dia e 2 g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os
resultados mostram que a intervengao com SCF, na concentragao
de 1 g/kg/dia e 2 g/kg/dia no segmento célico derivado,
permitiu conteldo significantemente maior de MUC-2 apés
duas e quatro semanas de irrigacdo quando comparado aos
animais do grupo controle. O maior contetido das MUC-2
encontrado é relacionado a dose de SCF administrada (p<0,01).

A Tabela 2 mostra a variacdo no contetido de MUC-2
segundo a concentracdo de SCF utilizada e ao tempo de
uso do SCF, em relacdo ao grupo controle. O contelddo das
mucinas neutras e acidas nos grupos experimentais mostrou
se superior ao grupo controle, nas concentracdes de 1 g/kg/d
e 2 g/kg/d de SCF, e em ambos os periodos de intervencdo
avaliados (p<0,01).
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**=p<0,01 (SCF-1 x Controle; SCF-2 x Controle); «»=p<0,01 (SCF-1 x SCF-2).
Teste de Mann- Whitney.

FIGURA 4 - Conteldo tecidual de MUC-2 nos animais dos grupos

controle, SCF-1e SCF-2 submetidos a intervencédo
diaria com SCF por duas e quatro semanas.
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TABELA 2 - Variacdo no contetdo tecidual médio de MUC-2
segundo o tempo de intervencdo nos animais
submetidos a intervencdo com SF, SCF 1 g/kg/
dia e 2 g/kg/dia por duas e quatro semanas de
intervencao

Média + E.P.

SF SCF 1 g/kg/dia

2 semanas 4 semanas 2 semanas 4semanas 2semanas 4 semanas
3,68+0,14 2,27+0,20 5,20+0,65 5,76+035 522+0,75 7,45+049**

E.P.=erro-padrao; SF=solugao fisioldgica 0,9%; SCF=sucralfato; **=significante
p<0,01; teste ANOVA

SCF 2 g/kg/dia

DISCUSSAO

Os AGCC séo formados no célon a partir da fermentagao
bacteriana de carboidratos ingeridos na dieta que escaparam
da hidrdlise no intestino delgado. O acetato, propionato e o
butirato sdo os subtipos mais comumente produzidos no interior
do intestino grosso. Os AGCC apresentam diversas fungdes
no intestino grosso, pois além de reduzirem o pH intestinal,
estimularem a proliferacdo celular, aumentam o fluxo sanguineo a
mucosa célica. Os ACGG representam ainda, o principal substrato
energético necessario para as diferentes etapas do metabolismo
celular®. A proporcdo entre os diferentes tipos de AGCC no
intestino grosso é determinada pelo tipo de alimentacdo, assim
como pela composi¢do da microbiota intestinal que, por sua
vez, também sofre influéncia da dieta ingerida. Os prebidticos
estimulam a proliferacdo e a atividade de bifidobactérias no
interior do célon que interferem sobremaneira, na composicao
e no conteddo luminal dos AGCC™. O butirato representa a
principal fonte de energia para as células do epitélio cdlico. A
substancia possui destacado efeito antitumorigeno em muitas
linhagens de células tumorais, desempenha papel significativo
na manutencdo da homeostase da mucosa cdlica, além de
regular a expressao de genes responsaveis pelos processos
de proliferagdo, diferenciacdo e apoptose®. Dessa forma, o
butirato apresenta fundamental importancia para manutengéo
da salide na mucosa célica. Quaisquer modificagdes na sua
producao intraluminal ou no seu suprimento encontram-se
associadas ao desenvolvimento de uma série de doencas do
intestino grosso®.

A CE caracteriza-se pelo desenvolvimento de processo
inflamatério na mucosa de segmentos do intestino grosso
exclusos de transito fecal'. A maioria dos autores atribui sua
ocorréncia a deficiéncia na produgdo de AGCC na luzintestinal,
ocasionada pela auséncia do fornecimento de substrato e reducdo
da microbiota responsaveis pela sua sintese®’. Essa possibilidade
éreforcada quando se constata que a reconstituigdo do transito,
ouairrigagao dos segmentos exclusos com solugdes nutricionais
ricas em AGCC, restabelecendo o fornecimento do principal
substrato energético, sdo capazes de reverter as alteracdes
clinicas e histopatoldgicas encontradas nos portadores da CE>.

Os mecanismos moleculares pelos quais a deficiéncia
no suprimento normal de AGCC leva ao aparecimento da
CE parecem estar relacionados ao aumento na producdo de
radicais livres de oxigénio (RLO), pelas préprias células epiteliais
desprovidas de sua principal fonte de energia®. Sem o principal
combustivel energético as células epiteliais sofrem alteracbes
no seu metabolismo energético celular ocasionando produgao
aumentada de RLO. O estresse oxidativo resultante ocasiona
guebra dos mecanismos de defesa que formam a mucosa cdlica,
permitindo a infiltragdo de bactérias e antigenos nas camadas
estéreis da parede célica, possibilitando o desenvolvimento
da CE. Estudos mostraram que os RLO danificam os diferentes
sistemas de defesa que formam a barreira mucosa célica'?2'"2628,

A camada de muco que recobre o epitélio cdlico é
um componente critico desses mecanismos de defesa, pois
além de conferir protecdo mecanica, criando interface entre
as bactérias intestinais e o epitélio colico apresenta efeito
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antimicrobiano conferido pelos peptidios existentes nas moléculas
das mucinas. Estudos experimentais mostraram que a falta
no suprimento de AGCC e o consequente estresse oxidativo
tecidual provoca alteracées significativas no conteddo e padrdo
de distribuicdo das mucinas na mucosa intestinal’?"%, Esses
estudos quando avaliaram o conteldo tecidual das fracoes
glicidicas da molécula das mucinas encontraram acentuada
reducdo do conteldo tecidual das mucinas neutras e acidas nas
glandulas do cdlon excluso quando comparado a célon com o
transito fecal preservado'2¢, Mostraram ainda, que a reducdo
no conteldo tecidual de mucinas acidas se dava principalmente
em consequéncia da menor producdo de sialomucinas?'. E
provavel que a diminuicdo no conteudo tecidual das mucinas
na mucosa colica sem transito fecal possa estar relacionada
a duas razdes distintas. Em primeiro, pela diminuicado da
transcricdo de genes relacionados a produgao da fragdo proteica
da molécula da glicoproteina, em consequéncia da deficiéncia
no fornecimento dos AGCC*'*'", Em segundo, pela destruicdo
da camada de muco que forma o primeiro sistema de defesa
da barreira epitelial devido ao aumento da producdo de RLO
pelas células epiteliais com alteracSes de seu metabolismo
energético habitual'?2, Reforcam essas possibilidades estudos
mostrando que o acréscimo de AGCC, em particular o butirato,
em cultura de células ou modelos experimentais de CE induz
a expressdo do gene MUC-2 aumentando a produgdo da
glicoproteina, além de reduzir os niveis teciduais de RLO e
consequentemente, o dano ao epitélio mucoso colico* 1011151929,
Os AGCC apresentam ainda beneficios adicionais para preservar
aintegridade epitelial. Os AGCC inibem a formacgao de citocinas
pré-inflamatérias indutoras da ativacdo do fator nuclear kB.
Atuam também, como antioxidantes aumentando a producdo
de catalase uma importante enzima na neutralizacdo de RLO
produzidos em excesso. Os AGCC apresentam ainda, agdo anti-
inflamatdria por modularem a producédo de cicooxigenase-2%.
Esses efeitos fazem da administracdo de clisteres contendo
AGCC estratégia complementar eficaz para o tratamento de
diferentes formas de colite™3.

Quando se consideram os diferentes mecanismos envolvidos
na etiopatogenia da CE, a substancia ideal para o tratamento
da doenca deveria ter como propriedades a capacidade de
aderir-se vigorosamente ao epitelio inflamado dificultando a
infiltracdo bacteriana; estimular a producado de mucinas pelas
células caliciformes; induzir a expressao de genes relacionados a
trancricdo da fragdo proteica da molécula e ter agdo antioxidante
eanti-inflamatdéria?”’. Quando se consideram essas propriedades
o SCF mostra-se uma molécula interessante a ser testada no
tratamento da CE. Recentemente, estudos experimetais mostraram
que a aplicacdo de clisteres com SCF além de formar uma
pelicula protetora, firmemente aderida a mucosa célicareduziu a
intensidade do processo inflamatério na mucosa desprovida de
transito fecal?’. Amelhora do processo inflamatério mostrou-se
relacionada a acdo anti-inflamatoria, antioxidante e estimulante
da producdo de muco que o SCF possui*>?3. A aplicacdo do
SCF reduziu também, os niveis teciduais de RLO, aumentando
a espessura da camada de muco e o conteldo tecidual das
fragbes glicidicas da molécula de mucina nas glandulas cdlicas.
Entretanto, apesar de ja ter sido demonstrado que a utilizacdo
de SCFaumenta os constituintes da fracdo glicidica da molécula
de mucina no célon desprovido de transito intestinal, nenhum
estudo avaliou o efeito da substancia no contetdo tecidual da
fracdo proteica da molécula, particularmente da mucina mais
encontrada na mucosa célica, a MUC-2.

Os resultados encontrados no presente estudo parecem
confirmar os beneficios da administracdo de clisteres contendo
SCF para o tratamento da CE. Demonstrou-se que aadministracdo
diaria de clisteres com SCF reduziu o grau de inflamacao tecidual,
principalmente quando utilizado em maior concentracao e
por periodo de intervencdo mais prolongado. Os animais
submetidos a intervencdo com SCF apresentavam menor
infiltrado neutrofilico, bem como melhor alinhamento das
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células da superficie mucosa e menor formacdo de Ulceras
epiteliais. Em alguns animais submetidos a intervengdo com
SCF, independente da concentracdo usada ou do tempo de
aplicacao foi possivel identificar a formacdo de uma pelicula
eosinofilica sobre superficie epitelial voltada para a luz do
orgao confirmando a capacidade da substancia em aderir-se
firmemente ao epitélio lesado. Todos esses achados estdo
de acordo com os encontrados em estudos previamente
publicados®®.

Com relacdo ao contelido da proteina MUC-2 na mucosa
exclusa de transito fecal, o presente estudo mostrou que a
aplicacdo diaria de clisteres contendo SCF, independente da
dose utilizada aumentou significativamente a quantidade
tecidual de MUC-2 quando comparado aos animais submetidos
a intervencdo com SF. O aumento no conteldo tecidual da
MUC-2 foi mais evidente quando se utilizou clisteres com
maior concentracdo de SCF por maior periodo de tempo. Os
animais submetidos a intervencdo com SCF apresentavam maior
expressdo da proteina MUC-2 nas células caliciformes presentes
em toda extensdo das glandulas célicas e, principalmente
nas localizadas na superficie epitelial quando comparada aos
animais do grupo controle. Estes resultados vdo de encontro
aos de estudos anteriores mostrando que a intervengdo com
SCF na mucosa exclusa de transito fecal submetida aumentava o
contetdo das fragdes glicidicas da molécula®®. Estudos mostraram
que a administracdo de SCF aumentava em 8% a espessura
da camada de muco que recobria o trato gastrointestinal,
aumentando em 63% o conteldo tecidual de sulfomucinas e
em 81% o de sialomucinas, justamente o subtipo de mucina
mais reduzido no epitélio sem transito fecal*'. Portanto, com
os achados encontrados no presente estudo é licito supor que
aintervengdo com SCF é capaz de aumentar ambas as fracbes
da molécula das mucinas.

Os motivos pelos quais a aplicagdo de SCF aumenta o
conteudo tecidual das mucinas ainda sdo pouco conhecidos.
E possivel que os efeitos do SCF sobre a producio de MUC-2
esteja relacionada as varias propriedades farmacoldgicas da
droga. Estudo demonstrou que o SCF estimula a producédo de
muco nas células caliciformes por aumentar a producéo de
prostaglandina E2'63°, Também se demonstrou que atividade
antioxidante do SCF, removendo RLO produzidos em excesso
pelas células da mucosa intestinal desprovida de transito
intestinal, preserva a integridade dos diferentes sistemas de
defesa da mucosa cdlica, particularmente a camada de muco®2,
Estudo experimental referiu que a atividade antioxidante do
SCF reduz os niveis de oxidacao de fosfolipidios presentes
nas membranas das células da mucosa colica, diminuindo a
apoptose e, consequentemente, preservando a integridade
da barreira epitelial. E possivel que o SCF aumente ainda,
a transcricdo do gene MUC-2 relacionado a producao da
proteina homonima no epitélio do colon sem transito fecal.
Os resultados do presente estudo, mostrando aumento do
conteldo tecidual da proteina MUC-2, sugere que esse
fendémeno possa estar ocorrendo. Contudo, essa possibilidade
sé podera ser confirmada apds a realizacdo de estudos que
avaliem a expressdo do gene MUC-2 no epitélio excluso de
transito submetido a intervencdo com SCF.

Os resultados encontrados no presente estudo mostraram
que a aplicacao de clisteres com SCF foi capaz de manter o
conteldo tecidual de MUC-2 nas células caliciformes presentes
nas glandulas célicas. Confirmou-se ainda resultados de
estudos prévios demonstrando que a aplicagdo de clisteres
com SCF preserva a integridade e reduz o grau de inflamacao
no epitélio colico excluso de transito. Essas propriedades,
aliadas a biodisponibilidade da substancia, seu baixo custo
e pequena incidéncia de efeitos colaterais, talvez possam
tornar a droga uma nova opg¢do medicamentosa para o
tratamento da CE, bem como de outras doencas inflamatérias
intestinais®2.
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CONCLUSAO

Aaplicagdo preventiva de clisteres com SCF reduz o grau
de inflamacédo e preserva o contetdo tecidual de MUC-2, em
segmentos desprovidos de transito fecal.
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