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RESUMO

Efeito de um biopolimero, goma do cajueiro, na colite induzida por acido
trinitrobenzenossulfénico em ratos. Adryano Gongalves Marques. Pés-Graduacgéo
Stricto Sensu de Ciéncias Médico-Cirargicas, Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara (Tese de mestrado). Abril, 2019. Orientador: Prof. Dr. Marcellus

Henrique Loiola Ponte de Souza.

As doencas inflamatorias intestinais (DllIs) englobam um grupo de enfermidades
caracterizadas pela desregulacdo da resposta imune do trato digestivo a microbiota
intestinal em individuos suscetiveis, levando a um processo inflamatorio crénico e
recorrente. Tem como principais representantes a doenca de Crohn (DC) e a retocolite
ulcerativa (RCU). Atualmente o tratamento das Dlls é definido de forma
individualizada, entretanto 0os medicamentos usados atualmente ainda estéo
associados a efeitos colaterais relevantes e a um alto custo econdmico. O objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito da goma do cajueiro (GC), um biopolimero natural
obtido da casca da arvore do Nordeste brasileiro (Anacardium occidentale L.), na colite
induzida por acido trinitrobenzenossulfénico (TNBS) em ratos. O estudo experimental
foi realizada em duas etapas. Inicialmente foi avaliado o impacto da GC a 10% na
barreira mucosa colénica de ratos 7 dias apés a inducao de colite pelo TNBS ou apés
aplicacdo de solucdo salina a 0,9%. Para tal, amostras colbénicas de ratos foram
montadas em camaras Ussing para avaliar a permeabilidade a fluoresceina. Na
segunda etapa foi testado o efeito anti-inflamatério da GC a 10%, aplicando-a na forma
de enema retal nas doses de 10 mg/Kg e 30 mg/Kg, durante 7 dias em animais com
colite induzida pelo TNBS. Foi observado um efeito de barreira apés aplicacao da GC
a 10%, constatado pela diminui¢éo significativa (p: 0,04) da permeabilidade no minuto
90 em animais no 7° dia apos a inducgéao colite (33,84 + 9,576 IF), quando comparada
a permeabilidade basal (92,87 = 29,60 IF). Todos os parametros inflamatorios
avaliados (escore de aderéncias intra-abdominais, avaliacdo do peso umido, escores
inflamato6rios macroscopicos e microscépicos, e dosagem da mieloperoxidase) se
mantiveram alterados apods 7 dias de tratamento com enema de GC a 10%, indicando
auséncia de acdo anti-inflamatoria significativa em ambas as doses testadas. A partir
desse resultado podemos concluir que a goma do cajueiro, apresenta um efeito de

barreira in vitro em animais com colite induzida pelo TNBS semelhante ao exercido



pela barreira mucosa intestinal. No entanto, ndo houve acéo anti-inflamataoria in vivo

no mesmo modelo de colite experimental.

Palavras-chave: Anacardium occidentale, biopolimero, inflamacé&o, colite, goma do

cajueiro.



ABSTRACT

Effect of a biopolymer, cashew gum, on trinitrobenzenesulfonic acid induced
colitis in rats. Adryano Goncalves Marques. A Stricto Sensu Master of Medical-
Surgical Sciences, Faculty of Medicine of the Federal University of Ceara (Master's

thesis). April, 2019. Advisor: Prof. Dr. Marcellus Henrique Loiola Ponte de Souza.

Inflammatory bowel diseases (IBDs) encompass a group of diseases characterized by
dysregulation of the immune response of the digestive tract to normal intestinal flora in
susceptible individuals, leading to a chronic and recurrent inflammatory process. Its
main representatives are Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC). Currently
the treatment of IBDs is defined in an individualized way, however the drugs currently
used are still associated with relevant side effects and a high economic cost. The
objective of this study was to evaluate the effect of cashew gum (CG), a natural
biopolymer obtained from the bark of the Brazilian Northeast (Anacardium occidentale
L.) on trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) induced colitis in rats. The experimental
study was performed in two stages. Initially, the impact of CG at 10% on colonic
mucosal barrier of rats was evaluated 7 days after induction of colitis by TNBS or after
application of saline solution (0.9%). For this purpose, colonic samples from rats were
mounted in Ussing chambers to evaluate the permeability to fluorescein. In the second
stage, the anti-inflammatory effect of the CG 10% was tested, applying it as a rectal
enema at doses of 10 mg/Kg and 30 mg/Kg for 7 days in animals with TNBS-induced
colitis. A barrier effect was observed after application of CG 10%, evidenced by a
significant decrease (p: 0.04) in permeability at minute 90 in animals on the 7th day
after induction of colitis (33.84 £ 9,576 RFI), when compared to baseline permeability
(92.87 = 29.60 RFI). All the inflammatory parameters evaluated (intra-abdominal
adhesion score, wet weight evaluation, macroscopic and microscopic inflammatory
scores, and myeloperoxidase dosage) remained altered after 7 days of treatment with
a CG 10% enema, indicating no significant anti-inflammatory action in both doses.
From this result we can conclude that cashew gum has an in vitro barrier effect in
animals with TNBS induced colitis similar to that exerted by the intestinal mucosal
barrier. However, there was no in vivo anti-inflammatory action in the same model of

experimental colitis.

Key words: Anacardium occidentale, biopolymer, inflammation, colitis, cashew gum.
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1 INTRODUCAO

As doencas inflamatérias intestinais (DIl) englobam um grupo de enfermidades
caracterizadas pela desregulacdo da resposta imune do trato digestivo a microbiota
intestinal em individuos suscetiveis, levando a um processo inflamatoério crénico e
recorrente no mesmo. Tem como principais representantes a doenca de Crohn (DC)
e a retocolite ulcerativa (RCU) (HALFELD, 2015).

Apresentam pico de incidéncia na segunda para quarta década de vida,
especialmente entre 20 e 29 anos de idade, afetando individuos na sua fase de vida
mais produtiva, gerando um elevado custo econémico para 0s pacientes e sistemas
de saude. Sdo conhecidas por serem doencas tipicas de paises desenvolvidos e
industrializados, onde desde a década de 50 se tornaram problemas de saude publica.
Assim observa-se um gradiente Norte-Sul, com paises europeus e da América do
Norte apresentando altas incidéncias e prevaléncias das DIl enquanto que em paises
asiaticos e sul-americanos observam-se taxas bem mais baixas (MOLODECKY et al.,
2012). Mais de 1,5 e 2 milhdes de pessoas na América do Norte e Europa,
respectivamente, sofrem da doenca. Apesar de manter uma alta prevaléncia, desde a
década de 90 a maioria dos estudos vem mostrado uma incidéncia estavel ou em
declinio nessas regides tanto pra DC quanto para RCU. Em contraste, houve um
aumento da incidéncia em paises em desenvolvimento da Asia e América do Sul
(Figuras 1 e 2). No Brasil a alterac&o do percentual anual foi de + 11,1% (95% IC 4,8
a 17,8) para DC e + 14,9% para RCU (95% IC 10,4 a 19,6) (NG et al., 2017).
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Figura 1 - Incidéncia e prevaléncia combinadas para DC (A) antes de 1960, (B) de
1960 a 1979, e (C) apds 1980. Valores representando baixa (azul claro e escuro) a
intermediaria (verde) a alto (amarelo e vermelho) ocorréncia da doenca.

Combi i &
Crohn's Disease (<1960)
No Data

I Lowest Rank

c &
Crohn's Disease (1960-1979)
No Data

I Lowest Rank
(=1

==
d

B Highest Rank

= 3 : P
Crohn's Disease (1980-2008)
No Data #
B Lowest Rank b
=

= s

B Highest Rank

Fonte: (MOLODECKY et al., 2012).
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Figura 2 - Incidéncia e prevaléncia combinadas para RCU (A) antes de 1960, (B) de
1960 a 1979, e (C) apds 1980. Valores representando baixa (azul claro e escuro) a
intermediaria (verde) a alto (amarelo e vermelho) ocorréncia da doenca.
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Apesar de ainda ndo existir uma causa exata definida, acredita-se que a
patogénese das DIl seja multifatorial, com a contribuicdo de predisposi¢cado genética,
fatores da microbiota intestinal, ambientais, bem como a resposta imunitaria. Dentre
as alteracbes genéticas destacam-se o polimorfismo no gene NOD2 (também
conhecido como CARD2 e IBD1), interferindo na imunidade inata e reconhecimento
bacteriano; variacdes nos genes ATG16L1 e IRGM, relacionados com a autofagia;
TNFSF15 e TNFRSF6B, ligados a apoptose; IL23R e IL12B, importantes na reposta
inflamatéria imunoldgica; dentre outros (SOUZA, 2015). A relacdo entre a flora
bacteriana comensal e a resposta de defesa da mucosa intestinal tem sido apontado
como um fator importante na patogénese das DIl e alteracGes qualitativas na flora de
individuos com DIl, como a presenca aumentada de cepas de Escherichia coli
aderente-invasiva na mucosa de pacientes com DC com comprometimento ileal ja
foram descritas (LIBERTUCCI et al.,, 2018; XAVIER; PODOLSKY, 2007). Fatores
ambientais como a dieta ocidental e o tabagismo parecem desempenhar um papel no
desenvolvimento dessas doencas. Na RCU, entretanto, o tabagismo apresenta um
efeito protetor. A associacdo desses fatores leva a uma alteracao tanto da resposta
imunoldgica inata quanto da adaptativa fazendo com que haja uma perda da tolerancia
contra componentes da microbiota intestinal ou da microbiota como um todo. Desta
forma, alteracBes genéticas levam a uma falha nos mecanismos de reconhecimento
e sinalizagdo de patdgenos da mucosa intestinal, bem como no processo de autofagia.
Como consequéncia hd uma ineficiéncia na eliminagdo dos patdgenos, resultando
numa ativacdo imune prolongada e cronificacdo do processo inflamatério (XAVIER;
PODOLSKY, 2007).

Recentemente, alteracdo na barreira mucosa levando ao aumento da
permeabilidade intestinal tem sido apontada como fator importante na patogénese das
doencas inflamatorias intestinais. O principal componente da barreira mucosa é o
epitélio intestinal, o qual é composto por uma camada simples de subtipos de células
especializadas como enterdcitos, células caliciformes, de Paneth, enteroenddcrinas,
dendriticas e linfocitos intraepiteliais (Figura 3). A coesao mecanica dessas células e
a regulacdo da permeabilidade paracelular de ions e pequenas moléculas séo
garantidas por trés tipos de complexos juncionais, as juncdes oclusivas (JO) e
aderentes, além dos desmossomos (MICHIELAN; INCA, 2015). As juncées oclusivas

sdo formadas tanto por proteinas transmembranas como ocludina, tricelulina,
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claudinas, diferentes moléculas juncionais aderentes, além de proteinas periféricas da
membrana como zona de oclusdo-1, -2 e -3, e a cingulina. Enquanto muitas JOs
exercem a funcdo de aumento na formagédo de barreira, outras formam canais ou
poros seletivos para carga e tamanho. As juncdes aderentes e 0s desmossomos estao
envolvidas principalmente na comunicacéo entre células epiteliais vizinhas (LANDY et
al., 2016). Nas doencas inflamatérias intestinais ocorrem um comprometimento da
barreira mucosa, levando ao aumento da permeabilidade e infiltracdo de patégenos.
Essas alteracdes sao provavelmente causadas pelo dano epitelial devido a apoptose,
ulceracao e erosédo caracteristicas do processo de inflamacéo intestinal, bem como
pela acao de citocinas inflamatérias nas JOs levando a diminuicdo da sua expressao
e redistribuicdo de seus componentes. A diminuicdo das células caliciformes,
responsaveis pela secrecao de muco que cobre a superficie epitelial, bem como a
alteracdo da distribuicdo das células de Paneth, produtoras de defensinas
antimicrobianas, levam a reducéo na espessura e composi¢cdo da camada de muco,
também s&o relacionadas a alteracdo da barreira mucosa na DIl (MICHIELAN; INCA,
2015). Achados como o aumento da permeabilidade mesmo na DIl em remisséo, bem
como em parentes de primeiro grau de pacientes com DC (HOLLANDER et al., 1986)
e naqueles com persisténcia de sintomas intestinais mesmo com cicatrizacdo da
mucosa (VIVINUS-NEBOT et al., 2014) sugerem que a alteracdo da barreira mucosa

possa ser um fator etiologico inicial das DII.
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Figura 3 — Componentes da barreira mucosa no intestino saudavel (esquerda) e na

DIl (direita). A estrutura basica da JO esta no quadro a direita.

Fonte: (MICHIELAN; INCA, 2015).
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O quadro clinico varia principalmente de acordo com o tipo de doenca
inflamatoria, com o segmento do trato digestivo acometido e com a gravidade da

doenca.

A doenca de Crohn pode afetar qualquer parte do trato gastrointestinal, mas
acomete preferencialmente a transicao ileocecal, exclusivamente o célon, ou somente
o intestino delgado (40%, 25% e 20% dos casos, respectivamente). Seu processo
inflamatoério envolve todas as camadas da parede intestinal, de forma salteada,
intercalando areas doentes com outras sas (MIZPUTEN; CURY, 2015a). Desta forma
a diarreia cronica € o sintoma mais comum, observada em 90% dos casos, seguidos
de dor abdominal, especialmente no seu quadrante inferior direito, e perda ponderal,
presentes em 80% e 60% dos casos, respectivamente. Pacientes com doenca
estenosante podem evoluir para quadros de ocluséo intestinal e aqueles com doenca
penetrante podem apresentar perfuracdes intestinais, abscessos intracavitarios e
fistulas. Manifestacdes perianais como fissuras, plicomas, abscessos e fistulas
ocorrem em 4 a 10% dos pacientes (GOMOLLON et al., 2017).

A retocolite ulcerativa causa uma inflamacéo crénica restrita a mucosa colénica.
Ela inicia-se no reto e se estende proximalmente de forma continua, confluente e
concéntrica, afetando uma extensao variavel do célon ou toda sua superficie. Seu
quadro clinico depende da extensao e gravidade da doenca. Sangramento retal ocorre
em 90% dos casos. Diarreia com sangue, muco e mais de 6 semanas de duracao,
tenesmo, urgéncia e incontinéncia fecal também s&o sintomas caracteristicos.
Aumento na frequéncia das evacuacOes, dor abdominal, anorexia, taquicardia,
nauseas, vomitos e febre sugerem colite fulminante e podem ser a apresentacao
inicial em 15% dos pacientes (MAGRO et al., 2017).

Manifestagbes extraintestinais ocorrem em aproximadamente 30% dos
pacientes tanto na DC como na RCU (MIZPUTEN; CURY, 2015b). Algumas
acompanham a inflamacgao intestinal ativa e outras independem dela, podendo
inclusive preceder os sintomas intestinais em 10% dos casos (MAGRO et al., 2017).
Destacam-se as espondiloartropatias, as alteracdes oculares (uveites, episclerites),
dermatoldgicas (eritema nodoso, pioderma grangrenoso) e orais (estomatite aftosa).
Apesar de menos prevalentes, pancreatite autoimune, colangite esclerosante e cirrose

biliar primaria merecem destaque devido a gravidade e dificil manejo clinico.
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O diagnéstico das DIl € baseado na combinacdo do quadro clinico com
achados endoscopicos, radiolégicos, bioquimicos e histopatologicos. Desta forma,

ileocolonoscopia com bidpsias deve ser realizada na suspeita de DIl (CURY, 2015).

O achado endoscopico caracteristico da DC é o envolvimento do ileo terminal
por Ulceras aftoides. Acometimento salteado da mucosa intestinal, poupando areas
adjacentes a &reas lesadas, estenose de Vvalvula ileocecal e aspecto de
paralelepipedo no ileo terminal também s&o sugestivos de DC. Na RCU o achado
endoscopico classico é o envolvimento continuo, iniciando no reto e com extensao
proximal. Ha perda da arquitetura vascular, eritema, exsudato petequial, friabilidade,

Ulceras e sangramento (CURY, 2015).

Granulomas e alteracdes da arquitetura das criptas intestinais em conjunto com
inflamacéo focal ou irregular e preservacdo da mucina sdo achados histopatoldgicos
sugestivos de DC. Acentuada distorcdo arquitetural de criptas em um infiltrado
inflamatério transmural difuso e com plasmocitose basal e associacdo com
componente ativo (cripitite e abscessos de criptas), além de deple¢do de mucina sao
caracteristicas microscopicas da RCU (MAASER et al., 2018).

Pacientes com DC com comprometimento de intestino delgado poderdo ser
avaliados através de capsula endoscopica, enteroscopia com baldo, ultrassonografia

intestinal, enterotomografia computadorizada ou enteroressonancia magnética.

A calprotectina fecal, uma proteina derivada dos neutrofilos, € o marcador mais
sensivel de inflamacéo intestinal e valores acima de 150 ug/g podem sugerir DIl, mas
sua maior importancia parece ser na avaliacdo de resposta ao tratamento e
monitorizagdo de recaidas (MAASER et al., 2018). Parasitoses intestinais e colites

infecciosas, incluindo por Clostridium difficile, devem ser excluidas.

Atualmente o tratamento das DIl é definido de forma individualizada e deve ser
discutido previamente com os pacientes. A presenca de inflamacéo ativa precisa ser
definida através de dados objetivos, como marcadores inflamatérios ou achados
endoscopicos, antes de se iniciar ou modificar o plano terapéutico. Devem ser levados
em consideracao o tipo de DII, o grau de atividade, a localizagdo e o comportamento
da doenca.

24



De uma maneira geral, pacientes com DC em atividade devem receber
corticoterapia sistémica, que levam a remissdo do quadro em 60 a 83% dos casos.
Doencas em atividade acentuada, com comprometimento entérico extenso (>100 cm),
corticorefratérias ou corticodependentes, se beneficiam da introducdo precoce de
imunomoduladores, como a azatioprina (AZA), isoladamente ou em associacdo a
agentes biolégicos anti-TNF (infliximab, adalimumab) ou anti-integrina (vedolizumab).
Essa estratégia terapéutica, conhecida com Top Down, promove remissdo sem
corticoterapia ou necessidade de cirurgia em 60% dos casos, apds 26 semanas de
tratamento, ao passo que nos pacientes com terapia convencional (Step Up) a mesma
taxa foi de 35,9% (D’HAENS et al., 2008). Os pacientes com doen¢ca em remissao
devem ter um seguimento clinico e atividade da doenca deve ser mensurada
objetivamente através de marcadores (proteina C reativa ou calprotectina fecal) e
avaliacdo endoscopica. Tabagismo esta relacionado a pior evolucdo e maior
necessidade de esteroides, devendo ser cessado. Pacientes com doenca localizada
podem ser mantidos em uso de imunomoduladores como AZA, mercaptopurina (MP)
ou metotrexato (MTX). Aqueles com doenca extensa, corticodependente, de curso
agressivo ou com maus fatores prognosticos (diagnéstico com menos de 40 anos,
tabagismo, doenca recidivante, acometimento perianal) devem ser considerados para
terapia de manutencdo com agentes bioloégicos (GOMOLLON et al., 2017). Cirurgia
deve ser considerada em pacientes com doenca localizada, nos casos de
intratabilidade clinica, de retardo de crescimento em criancas ou em complicacfes
agudas como perfuracdo, obstrucdo, colite fulminante e hemorragia digestiva,
presentes em 6-16% dos casos. As cirurgias devem ser realizadas preferencialmente
por videolaparoscopia, utilizando a técnica mais conservadora possivel (BEMELMAN
et al., 2018).

Pacientes com RCU em atividade leve a moderada podem ser tratados com
aminosalicilatos (5-ASA) topicos, nos casos de proctite e sigmoidite, ou orais,
nagueles com colite esquerda ou pancolite. RCU em atividade acentuada ou refrataria
ao tratamento com 5-ASA é indicacdo para corticoterapia sistémica e aqueles com
colite fulminante (mais de 6 episédios por dia de diarreia com sangue e sinais de
toxicidade sistémica) devem receber tratamento intensivo em regime hospitalar.
Ciclosporina, infliximab, tacrolimo e colectomia séo op¢des quando ndo ha resposta a

corticoterapia endovenosa. Pacientes corticodependentes podem ser tratados com
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imunomoduladores (AZA, MP, MTX) ou agentes bioldgicos anti-TNF ou anti-integrina.
Remissao definida clinica e endoscopicamente deve ser mantida preferencialmente
sem uso de corticoides. Para tal deve ser empregada a estratégia de escalonamento
de medicacbes e doses, iniciando com o 5-ASA com adicdo, de acordo com a
resposta, de imunomoduladores e biolégicos (HARBORD et al., 2017). Diferentemente
da DC, a RCU pode ser curada cirurgicamente devido a sua localizacéo exclusiva no
cOlon. Desta forma doenca intratavel clinicamente, incluindo aquelas com colite
fulminante, presenca de displasia de alto grau ou cancer colorretal e complicacdes
agudas (megacélon téxico, perfuracdo coldénica ou hemorragia digestiva nao
controlada) devem ser tratados através de cirurgia agressiva. Pacientes de alto risco
cirargico, com doencga extensa e/ou em atividade acentuada, utilizando doses altas de
esteroides, desnutridos ou com anemia, devem ser submetidos a colectomia total com
ileostomia, enquanto que os de menor risco podem realizar o tratamento definitivo
com proctocolectomia total e confeccdo de bolsa ileal. Colectomia total com
ileorretoanastomose pode ser considerada em casos selecionados. A cirurgia deve

ser realizada preferencialmente por videolaparoscopia (JRESLAND et al., 2014).

Recentemente a alteracao da barreira mucosa e da permeabilidade intestinal
tem sido aventada como alvo terapéutico nas DII. A suplementag¢édo com alguns acidos
graxos (propionato, butirato, acetato, &cido linoleico conjugado, 6mega-3),
aminoacidos (glutamina, arginina, triptofano e citrulina), oligoelementos (zinco,
vitamina D) e probidticos (Escherichia coli Nissle 1917, Bifidobacterium, Lactobacillus
rhamnosus GG) reduz a inflamacdo e restaura a permeabilidade da mucosa em
modelos experimentais, mas sua utilizagdo na pratica clinica ainda é limitada
(BENJAMIN et al., 2012; MICHIELAN; D’INCA, 2015). Medicamentos rotineiramente
utilizados no tratamento das DIl induzem e mantém remissao do processo inflamatério
nao sO por sua acao anti-inflamatoria, mas também por seu efeito restaurativo na
barreira mucosa e permeabilidade intestinal. Terapia com agentes anti-TNF
promovem melhora da tanto da permeabilidade transcelular quanto da paracelular
(YAKYMENKO et al., 2018).

Diversos modelos experimentais tém sido testados para o desenvolvimento de
novos tratamentos e diminuicdo da morbidade cirdrgica nas DIl. O modelo de colite
induzida pelo &cido trinitrobenzenossulfénico (TNBS) consiste na instilacdo desse

hapteno em associacdo ao etanol a 50%. Este ultimo tem a funcdo de quebra de
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barreira devido ao dano difuso que causa na mucosa intestinal. J& o TNBS se acopla
a substancias de alto peso molecular, como as proteinas teciduais, gerando uma
resposta imunoldgica. A combinacdo dessas substancias produz uma inflamacéo
intensa, transmural e granulomatosa, pelo aumento da infiltragéo celular e da resposta
mediada pelos linfécitos Thl e Th17, que persiste por pelo menos 8 semanas e simula
as caracteristicas clinicas e patologicas encontradas na DC em humanos (MORRIS
et al., 1989). Esse modelo tem sido utilizado em diversos estudos clinicos de novas
terapéuticas para colites, como a utilizagdo de células tronco (CHEN et al., 2013), fibra
solivel e frutoligossacarideos (MURAD-REGADAS et al.,, 2006), atorvastatina
(RASHIDIAN et al., 2016) e eritropoetina (MATEUS et al., 2017). Varias substancias
derivadas de plantas medicinais como a baicalina (ZOU et al., 2015), a capnoidina
(SHEPHERD et al., 2018), o astragalo (ZHAO et al., 2016), a castanhola (ABIODUN
et al., 2016) e o geraniol (SOUBH; ABDALLAH; EL-ABHAR, 2015) tem sido testados
como tratamentos alternativos para as IBD, visto que os medicamentos usados
atualmente ainda estdo associados a efeitos colaterais relevantes e a um alto custo
econdmico. Este modelo experimental também tem sido utilizado para avaliacdo da
permeabilidade colbnica apds tratamento com substancias derivadas de plantas
medicinais. O geniposide € um glicosideo iridoide purificado da fruta da Gardenia
jasminoides Ellis, utilizada como anti-inflamatério e antioxidante na medicina
tradicional chinesa. Xu e colaboradores demonstraram restauragdo da barreira
mucosa e redugéao de citocinas como TNF-a, IL-1B3 e IL-6, levando a melhora da colite
induzida pelo TNBS apos 14 dias de tratamento com geniposide (XU et al., 2017).
Usando um modelo semelhante, Lu e colaboradores relataram que o cha de Sijunzi,
preparado com uma mistura de ervas medicinais chinesas (Ginseng Radix et
Rhizoma, Atractylodes Macrocephalae Rhizoma, Poria, and Glycyrrhizae Radix et
Rhizoma Praeparate cum Melle) promoveu reducédo do processo inflamatorio, além de
melhora da barreira mucosa a qual correlaciona ao aumento na expressao da

claudina-2 e reducéo na expressao da NF-k (LU et al., 2017).

O cajueiro (Anacardium occidentale Linn) € membro da familia Anacardiaceae
e nativo da Africa, india e Nordeste brasileiro. Extratos feitas a partir da casca, da
entrecasca, do liquido da castanha, das folhas, das raizes e do exsudato (goma) tem
sido usados na medicina tradicional para o tratamento de febre e de diversas doencas

como asma, disturbios gastrointestinais e cutdneos (AGRA et al., 2007).
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A goma do cajueiro € um exsudato produzido e estocado pelas células epiteliais
da casca do tronco do cajueiro, sendo liberada em resposta a traumas mecanicos ou
ataque de patdégenos, como forma de protecdo. A producdo média anual da goma de
cajueiro no Brasil € de 700g por arvore, com um potencial de produc¢éo anual de cerca
de 50000 toneladas. Suas propriedades reologicas, além de baixo custo, baixo risco
de efeitos colaterais, biocompatibilidade, processamento ecologicamente correto e
disponibilidade local, tem estimulado a aplicacdo da goma do cajueiro na industria
farmacéutica, alimenticia e farmacolégica (RIBEIRO et al., 2016).

ApoOs processo de purificagdo (trituracao, dissolucdo em agua com ajuste de
pH, filtrac&o, precipitacéo e liofilizacdo) se obtem um complexo polissacarideo acido
hidrossollvel, ndo-téxico, composto por uma cadeia principal de p-galactose (1—3),
com ramos de B-galactose (1—6) e residuos terminais de acido glucordnico,
arabinose, ramnose, acido 4-O-metilglucordnico, xilose, glicose e manose (Figura 4)
(PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998). Apresenta na sua estrutura sete &cidos
anacérdicos (4cido salicilico com uma cadeia 15-carbono alquila), conhecidos por

apresentarem varias atividades biolégicas (DA SILVA et al., 2018).

Figura 4 — Composicdo quimica da goma do cajueiro
R=galactose
R=glucose
R=arabinose
R=ramnose
R= glucuronic acid
R= OH

Ho M Ho R
i&/ O &O&/
O O
/[/ OH OH E'}
Fonte: (CARVALHO et al., 2015)

28



A goma do cajueiro apresenta varias propriedades biolégicas ja demonstradas.
Um efeito gastroprotetor contra acdo do naproxeno foi relacionado a diminuicado da
peroxidacéo lipidica e da producéo de radicais livres, além de aumento na quantidade
de muco aderido & mucosa gastrica (CARVALHO et al., 2015). Suas propriedades
muco-adesivas promoveram protecdo da laringe em estudo experimental apés
exposicao acida (FIGUEIREDO et al., 2018). Foi efetiva como antidiarreico nos
modelos de diarreia aguda (induzida com éleo de ricino), inflamatéria (induzida com
PGE?2) e secretdria (induzida pela toxina colérica) (ARAUJO et al., 2015a). Acelerou
o processo de cicatrizacdo (VIEGAS et al, 2006) e apresentou atividade
antimicrobianas contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, dentre outros (CAMPOS et al.,, 2012). Apresenta agdo anti-
inflamatoria através da diminui¢do da producédo por macréfagos de IL-6, NO e INF-v,
além do aumento nos niveis de IL-10 (YAMASSAKI et al., 2015). Entretanto sua
atividade em processos inflamatdrios intestinais e o potencial efeito protetivo na

barreira mucosa colbnica ainda sdo desconhecidos.

Este € o primeiro estudo na literatura mundial em que a acdo da goma do

cajueiro foi avaliada em um modelo de colite experimental.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de um biopolimero, goma do cajueiro, na colite experimental
induzida por TNBS.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a acdo da goma do cajueiro na permeabilidade colonica de em ratos

com e sem colite induzida pelo TNBS.

Investigar a acdo anti-inflamatéria da goma do cajueiro em ratos com colite
induzida pelo TNBS.

30



3 METODO

Foi realizado um estudo do tipo experimental cego, randomizado, de carater
analitico e quantitativo, realizado em duas etapas (avaliacdo da permeabilidade
colbnica in vitro, seguida da avaliacdo de atividade anti-inflamatdria) no LAFFEG
(Laboratério de Estudos da Fisiofarmacologia Gastrointestinal) da Universidade

Federal do Ceara, no periodo de outubro de 2017 a setembro de 2018.

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da

Universidade Federal do Ceara, sob o protocolo 121/16.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 220 e 295 gramas (peso
médio de 250 g), provenientes do Biotério Central do Campus do Pici da Universidade
Federal do Ceara (UFC). Os animais foram acondicionados em gaiolas, sob condi¢céo
controle de temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua € a
alimentacdo. No entanto, foram privados de alimentacdo por 12 horas antes dos
experimentos, mantendo acesso a agua ad libitum. Todos os tratamentos e
procedimentos cirargicos foram realizados de acordo com os preceitos da lei n°®
11.794, de 08 de outubro de 2008, do decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).
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3.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DA GOMA DO CAJUEIRO

Amostras brutas de goma do cajueiro foram coletadas pelo Nucleo de Pesquisa
em Biodiversidade e Biotecnologia (BIOTEC), Parnaiba-PI, Brasil, a partir do tronco
de arvores de caju nativas (Figura 5), no municipio de Ilha Grande de Santa Isabel,
Piaui, Brasil (Latitude, graus decimais S -2,8242; Longitude, graus decimais W-
41,7331). A arvore foi identificada e o espécime recebeu o comprovante de niumero
52, sendo depositado no herbario HDELTA (Universidade Federal do Piaui, Parnaiba,
Piaui, Brasil). Nédulos do caule foram selecionados e dissolvidos em agua destilada
a temperatura ambiente para dar origem a uma solucéo de 5% (peso/volume). O pH
da solucéo foi ajustado para aproximadamente 7.0 por adicdo de NaOH. A solucéo
limpida foi sucessivamente filtrada e o polissacarideo foi precipitado com etanol
(SILVA et al., 2009). A goma foi purificada como um sal de sodio utilizando o método
previamente descrito (PAULA; SANTANA; RODRIGUES, 2001).

Figura 5 — Resina extraida do troco do cajueiro (A e B), Goma do Cajueiro apos

purificagdo (C) e representacdo da estrutura quimica da goma do cajueiro (D).

R=Edgalactose R=Ramnose
R=Glicose R=Acido Glicurénico
R=Arabnose R=0OH

Fonte: (NICOLAU, 2018)
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3.3 INDUCAO DE COLITE COM TNBS

Os animais sO receberam agua nas 12 horas anteriores ao procedimento. Uma
hora antes eles realizaram um preparo mecéanico do célon utilizando-se enema com
20ml de solucao salina a 0,9% aplicado através de uma sonda retal tamanho 6 Fr,
introduzida até 8 cm acima da margem anal. A seguir os animais foram isolados e
anestesiados com cetamina (50 mg/Kg) e xilazina (3 mg/Kg). Depois da anestesia foi
introduzida uma sonda retal tamanho 6 Fr até cerca de 8 cm acima da margem anal
por onde foi aplicado 20 mg/Kg de TNBS (Sigma-Aldrich-Brasil) diluido em solucéo de
etanol a 50% sera entdo aplicada, com um volume total de 0,8 ml por animal. Os
animais ficaram suspensos pela cauda por 30 segundos para evitar o refluxo da
solucdo (MURAD-REGADAS et al., 2006).
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3.4 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE

Nessa fase os animais foram randomicamente divididos em dois grupos. O
primeiro grupo (Grupo Colite — GC, n: 5) compreendeu 0s animais que submetidos a
inducao de colite com TNBS previamente descrita. No segundo grupo (Grupo Sham —
GS, n: 5) os animais foram submetidos ao mesmo processo, exceto pela substituicdo

da aplicacdo do TNBS pela administracao de 0,8 ml de solugéo salina a 0,9%.

Os animais foram submetidos a eutanasia 7 dias apés a aplicacado de TNBS ou
salina, através de overdose de cetamina (200 mg/Kg) e xilazina (12 mg/Kg), seguida
de exsanguinacdo. Usando técnicas operatérias padronizadas, foi realizada
laparotomia através de incisdo mediana, disseccdo e remocao dos segmentos
colbnicos para estudo, tendo como limite proximal o célon descendente a cerca de 6
cm da sinfise pubica e o limite distal com o reto, seccionado ao nivel da reflexao
peritoneal. Nos animais com colite foram retiradas para estudo fragmentos de
aproximadamente 1 cm imediatamente proximais e distais as areas de maior
ulceracdo coldnica. Naqueles do grupo salina também foram coletados dois
segmentos em posi¢cdes anatbmicas correspondentes, aproximadamente a 2 € 4 cm

proximalmente ao ponto de seccéo colbnica distal.

Os fragmentos foram inicialmente avaliadas sob lupa estereoscopica para
determinacao das superficies luminal e ndo-luminal, bem como remocéo cuidadosa
da camada serosa. Em seguida, foram montados em minicamaras de Ussing (Mussler
Scientific Instruments, Aachen, Alemanha), adaptadas especialmente para avaliagao
de fragmentos da mucosa, com area de exposicao de 0,017 cm2. Ap6s a montagem,
solugéo de Krebs-Henseleit (pH 7,4; contendo NaCl 118 mM; KCI 4,7 mM; CaCl2 1,2
mM; MgS0O4 1,2 mM; NaH2PO4 1,2 mM; NaHCO3 25 mM e glicose 11 mM) foi
adicionada em ambos os lados luminal e n&do-luminal da camara, continuamente
aerado com mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2) e mantida em

temperatura a 37°C, durante um periodo de estabilizacdo de 30 minutos (Figura 6).
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Figura 6 — (A) Extracéo e preparo de segmento colbnico para aposi¢cao na minicamara
montada com um adaptador cujo orificio mede 0,017 cm2. (B) Camara de Ussing e

suas ferramentas de funcionamento.
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m— | REMOCAO | gy, o
DA SEROSA
1CM
Face esquerdada
cdmara (aberta)

Cabo de for¢ado
estabilizador (220V)

o A S

eletrodos l ¥ _-—“I\‘-“l"‘ml.l'.l.l g

Eletrodos

A A licate
Graxa de
vedacao

(Vacuum grease) Anéis de trava

Swab

Fonte: (NICOLAU, 2018)
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A permeabilidade epitelial foi medida em resposta a incubacdo com
fluoresceina-5 (375 Da; 1mg/ml, diluido na solucdo de Krebs-Henseleit, pH: 7,4),
empregada como tracador permedvel que passa através das camadas epiteliais. Uma
amostra de 100 pl foi coletada do lado seroso da camara basal nos intervalos de tempo
0, 30, 60 e 90 min e acondicionados em placa de multiplos pocos para posterior
mensuracao da intensidade de fluorescéncia utilizando um fluorimetro (Fluoroskan
Ascent; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A mesma quantidade de
solugcéo foi retirada a cada intervalo de tempo do lado mucoso a fim de manter
equilibrado o volume nos dois lados da camara. Os resultados foram expressos como
arazao de intensidade de fluorescéncia em comparacdo com a condicéo basal (tempo
0) (NICOLAU, 2018).

ApoOs a realizacdo desse processo nos fragmentos de ambos os grupos, as
camaras foram abertas e foi colocado 100 ul da solucéo de goma do cajueiro a 10%
sobre o lado luminal exposto de cada fragmento e deixado em contato com a mucosa
durante 5 minutos. Nos fragmentos utilizados como controle o processo foi repetido,
exceto pela adi¢cdo de salina ao invés da goma do cajueiro. A seguir as camaras foram
fechadas e o mesmo método descrito previamente foi realizado para nova

mensuragao da permeabilidade (Figura 7).
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Figura 7 — Esquematizacdo do experimento para avaliacdo da permeabilidade

transepitelial a fluoresceina, antes e apds a adicdo da goma do cajueiro.
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3.5 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

3.5.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Grupo Sham — GSH (n: 6): Aplicacao transanal de solucdo salina a 0,9% durante a

inducéo e tratamento com enema de solugéo salina.

Grupo Colite = GC (n: 10): Inducéo de colite com 20 mg de TNBS + etanol a 50%

conforme descri¢ao prévia e tratamento com enema com solucéo salina (NaCl 0,9%).

Grupo Goma do Cajueiro 10 - GGC10 (n: 6): Inducédo de colite com 20 mg de TNBS
+ etanol a 50% conforme descricdo prévia e tratamento com enema de goma do
cajueiro 10% (10 mg/Kg/dia).

Grupo Goma do Cajueiro 30 - GGC30 (n: 6): Inducdo de colite com 20 mg de TNBS
+ etanol a 50% conforme descricdo prévia e tratamento com enema de goma do
cajueiro 10% (30 mg/Kg/dia).

Grupo Dexametasona — GD (n: 5): Inducéo de colite com 20 mg de TNBS + etanol a
50% conforme descricdo prévia e tratamento com dexametasona (1 mg/Kg),

intraperitoneal.

Os animais foram randomicamente divididos nos grupos citados. A excecao
daqueles do Grupo Sham, todos os animais foram submetidos a inducéo de colite pelo
TNBS, conforme a descrito previamente. Os ratos dos Grupos Sham (GSH) e Colite
(GC) receberam tratamento diario, durante 7 dias, com enema com solucéo de salina
a 0,9%, através de sonda retal tamanho 6 Fr introduzida até cerca de 8 cm acima da
margem anal. Nos grupos Goma do Cajueiro 10 (GC10) e Goma do Cajueiro 30
(GC30) os animais foram submetidos ao mesmo processo, exceto pela substituicao
da solucédo de salina pelo enema com solucdo de goma do cajueiro (10 mg/Kg/dia e
30 mg/Kg/dia), respectivamente. No Grupo Dexametasona (GD) os animais foram
tratados pela aplicacdo intraperitoneal de dexametasona (1 mg/Kg/dia) também
durante 7 dias. Em todos 0s grupos os ratos receberam anestesia intraperitoneal com

cetamina (50 mg/Kg) e xilazina (3 mg/Kg) antes dos tratamentos, a fim de reduzir o
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refluxo das substancias utilizadas causado pela contracdo abdominal. Além disso,
apos a aplicacdo dos enemas, os animais ficaram suspensos pela cauda durante 30
segundos para reducéao do refluxo retal das substancias utilizadas. A figura 8 sumariza
essa fase do experimento, mostrando desde a indugcdo da colite pelo TNBS, o
tratamento por 7 dias nos diversos grupos utilizados e o encerramento com a

eutanasia dos animais.
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Figura 8 — Inducéo da colite pelo TNBS em ratos e esquema do roteiro experimental.
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3.5.2 CLASSIFICACAO DO ESCORE DE ADERENCIAS

Durante a laparotomia foi realizada a classificacdo de aderéncias intra-

cavitarias por um examinador cego aos animais operados, sendo utilizado o sistema

de escore de aderéncias abaixo (NAIR; BHAT; AURORA, 1974):

INDEPENDENTE DO NUMERO E EXTENSAO DAS FAIXAS DE
ADERENCIAS

CRITERIO ESCORE
COMPLETA AUSENCIA DE ADERENCIAS 0
FAIXA UNICA DE ADERENCIAS ENTRE VICERAS, OU DE UMA 1
VISCERA A PAREDE ABDOMINAL

DUAS FAIXAS DE ADERENCIAS ENTRE VICERAS, OU DE VISCERA 2

A PAREDE ABDOMINAL

MAIS DE DUAS FAIXAS DE ADERENCIAS ENTRE VICERAS, OU DE 3
VISCERA A PAREDE ABDOMINAL, OU TODO O INTESTINO
FORMANDO UMA MASSA NA ADERIDA A PAREDE ABDOMINAL

VICERAS DIRETAMENTE ADERIDAS A PAREDE ABDOMINAL, 4
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3.5.3 AVALIACAO DO PESO UMIDO DOS COLONS

Antes da andlise macroscopica dos escores de lesdo dos célons de animais
com ou sem colite, foi retirado fragmentos, medindo cada um 1 cm de comprimento,
dos cdélons de animais com ou sem colite. Posteriormente, foi feita a pesagem desses
fragmentos e os resultados foram expressos pela unidade peso iumido / cm de leséo
(MURAD-REGADAS et al., 2006).
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3.5.4 AVALIACAO MACROSCOPICA DE ATIVIDADE INFLAMATORIA

No 7° dia p6s inducéo da colite, todos os animais do estudo foram submetidos

a eutanasia, através de overdose de cetamina (200 mg/Kg) e xilazina (12 mg/Kg),

ambos por via intraperitoneal, seguida de exsanguinagdo. Usando técnicas

operatorias padronizadas, foi realizada laparotomia através de incisdo mediana,

disseccéo e remocao de segmento colbnico para estudo, tendo como limite proximal

o cblon descendente a cerca de 6 cm da sinfise pubica e o limite distal com o reto,

seccionado ao nivel da reflexdo peritoneal.

As pecas foram abertas longitudinalmente, lavadas com soro fisiologico e
distendidas sobre uma superficie plana, sendo avaliadas por um pesquisador cego

para os grupos do trabalho, que realizou uma anélise macroscopica com a utilizacao

de lupa estereoscopica e aplicou o escore de inflamacédo abaixo (MORRIS et al.,

1989):

CRITERIO ESCORE
APARENCIA NORMAL 0
HIPEREMIA FOCAL, SEM ULCERA 1
ULCERACAO SEM HIPEREMIA OU ESPESSAMENTO DA PAREDE | 2
COLONICA

ULCERACAO COM INFLAMACAO EM UMA REGIAO 3
ULCERACAO/INFLAMACAO EM DUAS OU MAIS REGIOES 4
LESAO PRINCIPAL SE EXTENDENDO POR 1 CM AO LONGO DO |5
COLON

QUANDO A LESAO PRINCIPAL SE EXTENDE POR MAIS QUE 2 CM | 6-10

AO LONGO DO COLON, 1 PONTO E DADO PARA CADA CM
ADICIONAL
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3.5.5 AVALIACAO MICROSCOPICA DE ATIVIDADE INFLAMATORIA

Na area que macroscopicamente apresentava 0 maior comprometimento
inflamatério em cada célon dissecado foi isolado um segmento de 1 cm,
acondicionado em cassete e encaminhado para fixagdo em formol a 10%. Apos 24
horas todos os cassetes foram mergulhados em alcool absoluto para desidratacao.
Apos diafanizacdo com xilol e inclusdo com parafina, as laminas foram preparadas e
coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram avaliadas por um pesquisador
cego para os grupos do trabalho, que realizou uma analise microscopica e aplicou o
escore de inflamagao abaixo (APPLEYARD; WALLACE, 1995):

CRITERIO ESCORE
PERDA DE ARQUITETURA DA MUCOSA 0-3
INFILTRACAO CELULAR 0-3

ESPESSAMENTO DA CAMADA MUSCULAR | 0-3

FORMACAO DE ABSCESSO EM CRIPTA 0-1

AUSENCIA DE CELULAS CALICIFORMES 0-1
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3.5.6 AVALIACAO DE ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

Mieloperoxidase (MPQO) é uma enzima presente, predominantemente, nos
granulos azurofilos dos neutrdéfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo
da infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatérios em varios tecidos.
Resumidamente, 50 a 100 mg de célon de cada animal foram colocados num tampéao
1 (NaCl 0,1 M + NaEDTA 0,015 M/L de NaPO4 0,02 M em pH 4,7). Posteriormente,
homogeneizados num Politron (13000 rpm). Sendo centrifugado a 15 minutos (3000
rpm). Logo em seguida, o sobrenadante foi retirado e o precipitado, novamente foi
centrifugado no tampéo 1 e colocado para centrifugar nas mesmas condi¢des. O
sobrenadante foi, mais uma vez, retirado e, entdo, o precipitado foi homogeneizado
(Politron - 13000 rpm) em um tampéo 2 [HTAB (0,05%)/200 ml de NaPO4 0,05 M]. A
proxima etapa foi colocar esse homogenato para congelar e descongelar em
nitrogénio liquido (2 vezes). Posteriormente, o homogenato foi centrifugado a 10000-
20000 rpm por 15 minutos. Finalmente, o sobrenadante foi pipetado na placa (5-10 ul)
+ 45 yl de NaPO4 0,08M e mais a solugao de leitura [TMB 25 ul (5 min) + H202 100
Ml (5 min)]. A reacao foi terminada com o acréscimo de H2SO4 50 ul (4M) e lida em
um leitor de placa a 450 nm. Assim, o infiltrado neutrofilico foi obtido a partir de uma
curva padrao de neutrdfilos. Os resultados sédo expressos como unidades de MPO por
miligrama de tecido (CARVALHO et al., 2015).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada empregando o teste de andlise de variancia
(ANOVA), exceto na avaliagao da permeabilidade onde se utilizou o teste t de Student.
Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste de
comparacdes multiplas de Kruskal-Wallis/Dunn (para variaveis ndo paramétricas) ou
teste de Bonferroni (para variaveis paramétricas). Os resultados foram expressos ou
como média + E.P.M (variaveis com distribuicdo normal) ou pela mediana + desvio
padrdo (variaveis sem distribuicdo normal), sendo as diferencas consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE

N&do houve diferenca estatistica significante quando comparadas as
permeabilidades colbnica em animais sem colite (Grupo Sham) com ou sem aplicacao
da goma do cajueiro (604,5 £ 309,0 IF e 314,4 + 84,68 IF, respectivamente) conforme

evidenciado na figura 9.

Na figura 10 observa-se a diminui¢do significativa (p: 0,04) da permeabilidade
colénica no minuto 90 apos a aplicacdo da goma do cajueiro, em animais no 7° dia
apos a inducdo colite induzida pelo TNBS (92,87 + 29,60 IF e 33,84 + 9,576 IF,

respectivamente), quando comparada a permeabilidade basal.
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Figura 9 — Permeabilidade transepitelial de fluoresceina apos 7 dias em coélon de
animais sem colite com e sem aplicacdo da goma do cajueiro a 10%. O painel A
mostra a progresséo da permeabilidade no decorrer do tempo (0, 30, 60 e 90 minutos).
Painel B mostrando a auséncia de diferenca estatistica entre os dois grupos no minuto
90. * p< 0,05. GC: Goma do cajueiro.
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Figura 10 — Permeabilidade transepitelial de fluoresceina apés 7 dias em colon de
animais com colite, antes e apos aplicacdo da goma do cajueiro a 10%. O painel A
mostra a progresséao da permeabilidade no decorrer do tempo (0, 30, 60 e 90 minutos).
Painel B mostrando a diminuig&o significativa da permeabilidade ap6s a aplicacdo da

goma do cajueiro no minuto 90. * p< 0,05. GC: Goma do cajueiro.
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

421 AVALIACAO DE ADERENCIAS INTRA-ABDOMINAIS

A avaliacdo das aderéncias abdominais, realizada in vivo no sétimo dia,
mostrou que os animais do grupo Colite tiveram escores significativamente maiores
do que os dos grupos Sham e Dexametasona. Nao houve diferenca entre os grupos
Goma do Cajueiro 10 e 30, quando comparados ao grupo Colite, conforme observa-
se na figura 11. A figura 12 ilustra a auséncia de aderéncias nos animais dos grupos
Sham e Dexametasona, a presenca de mais de duas faixas de aderéncias nos animais
do grupo Colite e faixa Unica de aderéncia nos grupos Goma do Cajueiro 10 e 30
mg/Kg.
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Figura 11 — Grafico de dispersdo mostrando os escores de aderéncias nos grupos
estudados. Os resultados séo expressos como média + E.P.M e foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn’s. *p< 0,05 versus grupo Sham,;

wp< 0,05 versus grupo Colite. GC: Goma do cajueiro.
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Figura 12 — Fotografias representando as aderéncias intra-abdominais registradas
logo ap6s a laparotomia. (A) grupo Sham, (B) grupo Colite, (C) grupo Goma do
Cajueiro 10 mg/Kg, (D) grupo Goma do Cajueiro 30 mg/Kg e (E) grupo Dexametasona.
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4.2.2 AVALIACAO DO PESO UMIDO DOS COLONS

Foi observado um aumento significativo do peso umido colbénico dos animais
dos grupos Colite (2,29 + 0,58 mg/cm) no 7° dia ap0s a inducdo com TNBS, quando
comparados com o grupo Sham (0,56 + 0,05 mg/cm). Também houve diferenca

estatistica entre os grupos Colite e Dexametasona (0,89 + 0,10 mg/cm).

N&o houve diferenca entre os grupos Colite e Goma do cajueiro 10 e 30 mg/Kg.

Os resultados estdo sumarizados na figura 13.
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Figura 13 — Avaliacdo do peso umido colbnico. Os resultados sdo expressos como
média £ E.P.M e foram analisados pelo teste ANOVA seguido pelo teste de Kruskal—
Walllis e teste de Dunn’s. ***p< 0,0005 versus grupo Sham e yp< 0,05 versus grupo

Colite. GC: Goma do cajueiro.
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4.2.3 AVALIACAO MACROSCOPICA DE ATIVIDADE INFLAMATORIA

Houve um aumento significativa dos escores macroscopicos de atividade
inflamatoria no grupo Colite, sete dias apos a inducdo da colite pelo TNBS, quando
comparados com os grupos Sham e Dexametasona, conforme pode ser observado
na figura 14. N&o houve diferenca entre os escores dos grupos Goma do Cajueiro 10
e 30 mg/Kg em relagéo ao grupo Colite.

Na figura 15 se observam Ulceras, hiperemia de mucosa e edema de parede
nos segmentos colénicos dos animais do grupo Colite, Goma do Cajueiro 10 e 30
mg/Kg, enquanto que o0s grupos Sham e Dexametasona apresentam-se

macroscopicamente normais.
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Figura 14 — Avaliagcdo macroscopica de atividade inflamatoria pelo escore de Morris.
Os resultados sdo expressos como média = E.P.M. Grafico esta em disperséo e foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn’s. *p< 0,05 versus

grupo Sham; yp< 0,05 versus grupo Colite. GC: Goma do cajueiro.
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Figura 15 — Fotografias mostrando o aspecto macroscoépico coldnico apds abertura
longitudinal dos mesmos. (A) Grupo Sham, (B) Grupo Colite, (C) Grupo Goma do
Cajueiro 10 mg/Kg, (D) Grupo Goma do Cajueiro 30 mg/Kg e (E) Grupo

Dexametasona.

57



4.2.4 AVALIACAO MICROSCOPICA DE ATIVIDADE INFLAMATORIA

A avaliacao histopatologica apds 7 dias mostrou que 0s animais dos grupos
Colite apresentaram aumento nos escores inflamatérios quando comparados aos do
grupo Sham e do grupo Dexametasona, enquanto que ndo houve diferenca
significativa em relacédo aos escores dos grupos Goma do Cajueiro 10 e 30 mg/Kg
(Figura 16).

A tabela 1 mostra aumento significativo de todos os critérios microscéopicos de
inflamacéo, exceto auséncia de células caliciformes, no grupo Colite em relacdo ao
grupo Sham, bem como elevacdo dos critérios perda de arquitetura da mucosa,
infiltracdo celular e espessamento da camada muscular, quando comparados com o
grupo Dexametasona. N&do houve diferenca significativa entre nenhum dos critérios

nos grupos Goma do Cajueiro 10 e 30 mg/Kg, quando comparados ao grupo Colite.

A figura 17 ilustra os resultados da avaliacdo microscoépica, evidenciando o
processo inflamatério intenso nos animais do grupo Colite, com a presenca de
infiltrado celular, perda da arquitetura da mucosa, espessamento da camada
muscular, formacdo de abscessos de cripta e deplecéo de células caliciformes. Nos
grupos Sham e Dexametasona observa-se 0 aspecto colénico normal, enquanto que
0s grupos Goma do Cajueiro 10 e 30 mg/Kg apresentam manutencdo do padrao

inflamatorio.
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Figura 16 — Avaliacdo microscépica de atividade inflamatéria (escore total). Os
resultados séo expressos como média + E.P.M e foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn’s. **p< 0,005 versus Grupo Sham; yp<

0,05 versus grupo Colite. GC: Goma do cajueiro.
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Tabela 1 — Escores das altera¢cdes microscopicas colénicas em ratos com e sem colite
induzida pelo TNBS. Os resultados sdo expressos como mediana com minimo e
maximo mostrados nos parénteses. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal—
Wallis seguido pelo teste de Dunn’s. *p< 0,05 versus Grupo Sham; **p< 0,005 versus

Grupo Sham; ****p< 0,0001 versus Grupo Sham, wp< 0,05 versus grupo Colite.

GRUPOS PERDA DE INFILTRACAO  ESPESSAMENTO  FORMAGCAO AUSENCIA DE

EXPERIMENTAIS ARQUITETURA CELULAR DA CAMADA DE ABSCESSO CELULAS

(N: 5-13) DA MUCOSA (0-3) MUSCULAR EM CRIPTA CALICIFORMES
(0-3) (0-3) (0-1) (0-1)

SHAM 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

COLITE 3 (2-3) ** 3 (1-3) ** 1 (1-3) ** 1 (1-1) **** 1 (0-1)

GOMA DO 3 (0-3) 3 (1-3) 1 (0-3) 1 (0-1) 1 (0-1)

CAJUEIRO 10

MG/KG

GOMA DO 3 (0-3) 3 (0-3) 1 (0-3) 1 (0-1) 1 (0-1)

CAJUEIRO 30

MG/KG

DEXA 0 (0-2) y 0 (0-1) y 0 (0-1) y 0 (0-1) 0 (0-0)
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Figura 17 — Fotomicrografias colénicas em ratos, com magnificacdo de 100x. Animais

dos grupos Sham e Dexametasona apresentam arquitetura colonica integra.

Alteracdes inflamatérias foram observadas em animais do grupo Colite, Goma do
Cajueiro 10 e 30 mg/Kg. Seta verde indica perda da arquitetura mucosa e seta amarela
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4.2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

Apoés 7 dias observou-se um aumento significativo (p<0,05) da atividade da
mieloperoxidase, um marcador indireto de infiltracdo neutrofilica, nos animais do
grupo Colite quando comparados com aqueles do grupo Sham (Figura 19). Na
comparacao dos animais dos grupos Dexametasona, Goma do cajueiro 10 mg/Kg e
Goma do cajueiro 30 mg/Kg com aqueles do grupo Colite ndo houve diferenca

estatistica.
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Figura 19 — Atividade da MPO. As colunas representam a média £+ EPM do n° de
neutrofilos/mg de tecido e foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo
teste de Bonferroni. *p< 0,05 em relagéo ao grupo Sham. GC: Goma do cajueiro.
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5 DISCUSSAO

Embora a etiologia precisa das doencas inflamatorias intestinais (DIIS)
permaneca desconhecida, varios fatores tem sido relacionados na sua patogenia. Se
destacam as alteracdes genéticas, o balanco dindmico entre a flora bacteriana
comensal e as respostas de defesa dos hospedeiros, especialmente com a barreira
mucosa. Quando alterados os mecanismos de reconhecimento antigénico, autofagia
e fagocitose, ha uma remocao incompleta dos patégenos e manutencéo da resposta
imune, aumentando a producgédo de citocinas inflamatorias como TNF-a, INF-y, TGF-
B, IL-1B, IL-6, IL-17 e IL-23, em detrimento das supressoras como IL-10 (XAVIER;
PODOLSKY, 2007).

A maioria dos medicamentos utilizados no tratamento das Dlls tem como alvo
o blogueio dessa cascata inflamatoria. Entretanto, mesmo os agentes biologicos e sua
acao em uma citocina especifica, apresentam taxas de remissao em torno de 60%, e
efeitos adversos de gravidade variada, incluindo maior taxa de complicacdes
infecciosas, risco aumentado de desenvolvimento de infec¢cdes oportunistas e linfoma
(GOMOLLON et al., 2017).

No presente estudo de carater experimental, foram demonstradas as a¢des da
goma do cajueiro (GC) em um modelo de colite induzida pelo acido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS) diluido em etanol a 50% em ratos. Esse modelo tem
sido amplamente usado por produzir uma inflamagdo intensa, transmural e
granulomatosa, simulando as caracteristicas clinicas e patolégicas encontradas na
doenca de Crohn em humanos (MORRIS et al.,, 1989). Os nossos resultados
confirmaram a efetividade do modelo visto que no grupo com animais submetidos a
inducéo da colite pelo TNBS houve, apés 07 dias, um aumento significativo do peso
umido coldnico, dos escores macroscopicos e microscopicos de resposta inflamatoria,

e da atividade da mieloperoxidase (MPO).

A disfuncdo da barreira mucosa tem sido apontada como fator importante da

etiopatogenia das Dlls, sendo encontrada em 30 a 65% dos pacientes com doenca de
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Crohn (BENJAMIN et al., 2012). Hilsden e colaboradores relataram que a presenca
de alteracdo da permeabilidade intestinal, medida pela taxa de excrecao urinaria de
lactulose/manitol, em pacientes com DC aumenta em sete vezes o risco de recaida
(HILSDEN et al., 1999). Baseado nisso varias substancias tem sido estudadas na
terapéutica das Dlls por sua acdo na recuperacdo da barreira mucosa. Peng e
colaboradores mostraram melhora da barreira mucosa em cultura de células CACO-2
(Human caucasian colon adenocarcinoma) apos a utilizacdo de butirato em baixa
concentracdo (2 mM) (PENG et al., 2007). Em um ensaio clinico controlado, duplo
cego e randomizado o tratamento topico de RCU distal refrataria com a associacdo
do butirato ao 5-ASA foi mais efetivo do que com 5-ASA isoladamente (P. et al., 2003).
A glutamina foi outro nutriente testado para o tratamento das Dlls. Benjamin e
colaboradores demonstraram melhora da permeabilidade em pacientes com DC em
remissao apos 2 semanas de suplementacdo oral com glutamina (BENJAMIN et al.,
2012).

Em nosso estudo ndo foram observadas alteracoes na permeabilidade nos
segmentos col6nicos sem colite (grupo Sham) apds a aplicacéo in vitro da goma do
cajueiro. Acreditamos que deve ser necessario algum dano tecidual para que haja a
adesao da goma de cajueiro e que por isso hao houve interferéncia na permeabilidade
nos segmentos sdos. No entanto, quando o mesmo processo foi realizado em
segmentos col6nicos de animais ap6s 7 dias de inducéo da colite pelo TNBS houve
uma diminuicdo significativa da permeabilidade com a adicdo da goma do cajueiro.
Essa melhora in vitro da permeabilidade abre a possibilidade de aplicacao terapéutica
da GC em colite através da restauracdo da barreira mucosa.

Em sua tese, Nicolau mostrou aderéncia luminal da goma do cajueiro a 10% a
mucosa esofagica de pacientes com doenca do refluxo gastroesofagico, com aumento
da resisténcia elétrica transepitelial e diminuicdo da permeabilidade mantida até uma
hora apos a aplicacdo deste polissacarideo. Ele sugere que a natureza aniénica da
goma do cajueiro e elevada capacidade de ligacdo a residuos de aminoacidos de
mucina, carregados positivamente, ou ao proprio epitélio esofagico, justificaria esse
efeito protetor. Além disso, seu trabalho demonstrou que mesmo uma dose elevada
da goma do cajueiro (2000 mg/kg) nao produziu nenhum efeito téxico sobre os animais
(NICOLAU, 2018). Figueiredo e colaboradores demonstraram acéo topica protetora

da goma do cajueiro em laringe de camundongos, com reducdo da permeabilidade
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apos exposicdo ao acido, que relacionam as propriedades muco-adesivas desse
polissacarideo (FIGUEIREDO et al., 2018). Parte do efeito gastroprotetor da goma
do cajueiro observado em ratos Wistar apds exposicdo ao naproxeno também foi
creditado ao retorno da camada de muco a niveis semelhantes dos animais do grupo
controle, sem exposicao ao medicamento (CARVALHO et al., 2015). Acreditamos que
a goma do cajueiro adere a mucosa colénica de forma semelhante, exercendo uma
funcdo de barreira semelhante a desempenhada pela mucina na mucosa normal. O

mecanismo de acdo exato deste achado ainda necessita ser identificado.

Além da acéo relativa a sua propriedade muco-adesiva, varios estudos tem
sugerido outros efeitos da goma do cajueiro. Carvalho e colaboradores mostraram que
apos a utilizacdo da goma do cajueiro em ratos com dano gastrointestinal induzido
pelo naproxeno houve uma diminuicdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO), um
marcador indireto de infiltracdo neutrofilica, e malondialdeido (MDA), um metabdlito
do processo de peroxidacdo lipidica, além de elevacdo da GSH (L-y-glutamil-L-
cisteinil-glicina), que atua como antioxidante enddégeno. Concluiram que parte do
efeito gastroprotetor da goma do cajueiro se devia a sua acao anti-inflamatoria,
reduzindo a infiltracdo neutrofilica e producdo de radicais livres, e antioxidante,
diminuindo a peroxidacdo lipidica (CARVALHO et al, 2015). Yamassaki e
colaboradores estudaram o efeito da goma do cajueiro em macréfagos peritoneais
murinos estimulados com lipopolissacarideo. Demonstraram baixa citotoxidade de
GC, reducao dos niveis das citocinas pré-inflamatérias IL-6 e INF-y e aumento da IL-
10, de acdo anti-inflamatéria (YAMASSAKI et al.,, 2015). Além disso, ja foi
demonstrado que a GC também age como anti-diarreico em roedores tanto em
diarreia aguda induzida com 6leo de ricino, quanto em diarreia inflamatéria induzida
pela prostaglandina E2 (PGE2) e também na diarreia secretéria (induzida pela toxina
colérica) (ARAUJO et al., 2015).

Com o nosso achado de melhora na permeabilidade in vitro no tecido colénico
apos indugdo de colite, associado as atividades anti-inflamatorias, antioxidantes e
anti-diarreicas da goma do cajueiro ja descritas, esse polissacarideo apresentaria um
potencial terapéutico nas doencas inflamatdrias intestinais. Deste modo foi testada

sua acao anti-inflamatoria no modelo de colite induzida por TNBS.
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Na avaliacdo de aderéncias intra-cavitarias, que estdo relacionadas ao
processo inflamatério transmural desenvolvido pelo TNBS, ndo houve melhora
significativa ap0s o uso da goma do cajueiro na dose de 10 mg/Kg, nem de 30 mg/Kg.
N&o houve reducdo peso umido apds os sete dias de tratamento com a GC em
nenhuma das dosagens. Os escores de atividade inflamatdria macroscopicos nao
mostraram diferenca entre os animais com colite ndo tratados e aqueles que
receberam a GC em ambas as doses. De maneira similar nenhum dos critérios
microscoépicos de inflamacédo (perda de arquitetura da mucosa, infiltracdo celular,
espessamento da camada muscular, formacgédo de abscesso em cripta e auséncia de
células caliciformes) foi reduzido significativamente ap6s o tratamento com as duas
dosagens da goma do cajueiro, consequentemente o escore histopatoldgico também
nao foi alterado pela aplicacédo do polissacarideo. Os niveis de MPO se elevaram nos
animais com colite, evidenciando infiltracdo neutrofilica, mas ndo houve reducao apos
o tratamento com a goma do cajueiro nas duas dosagens. Baseado nesses dados
constatamos que o tratamento por 7 dias pelo enema com a goma de cajueiro nao

apresentou acao anti-inflamatéria no modelo de colite utilizado.

Na literatura apenas um polissacarideo, o astragalo, derivado da Astragalus
membranaceus, erva amplamente utilizada na medicina tradicional chinesa para
fortalecimento imune, mostrou a¢ao anti-inflamatéria em um modelo de colite induzida
pelo TNBS. Os autores atribuiram esse efeito a uma diminuicdo da expressao IL-2, IL-
6, IL-17, IL-23 e ROR-yt e aumento nos niveis de TGF-B e STAT-5, que levaria ao
aumento nos niveis e da a¢ao inibitoria dos linfécitos Treg (ZHAO et al., 2016).

A goma do cajueiro € um polissacarideo hidrofilico de viscosidade baixa, cuja
adsorcao é diretamente influenciada pelo pH, de modo que em meios mais acidos,
com pH em torno de 4, a sua adeséo a superficies sélidas é maior (RIBEIRO et al.,
2016). Considerando que parte importante da acao biologica da GC depende do efeito
tépico, por suas propriedades muco-adesivas, e que o pH coldnico dos ratos estd em
torno de 5,9 (MCCONNELL; BASIT; MURDAN, 2008) possivelmente a aderéncia da
GC in vivo ao colon dos animais, foi menor do que a encontrada nos segmentos
gastrointestinais mais altos e de pH mais baixo. Além disso, entendemos que nos
modelos experimentais citados previamente, utilizados na laringe (FIGUEIREDO et
al., 2018), esdfago (NICOLAU, 2018) e estbmago (CARVALHO et al., 2015), o

processo inflamatério induzido ocorre de forma mais superficial, acometendo
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principalmente a mucosa destes 6rgdos, 0 que proporcionaria um melhor alvo
terapéutico para a acao topica da goma do cajueiro. No modelo experimental de colite
induzida pelo TNBS ha uma inflamacgé&o transmural de modo que deve ser necessario
um mecanismo de acdo mais sistémico para que o0 processo inflamatorio seja
debelado. Nossos resultados mostram melhora significativa de todos os parametros
inflamatorios, com excecdo na taxa de MPO, nos animais tratado com dexametasona

por via intraperitoneal, confirmando essa hipoétese.

Em resumo, este estudo demonstra que a goma do cajueiro apresenta uma
melhora na permeabilidade coldnica in vitro, no modelo de colite induzida pelo TNBS.
Esse efeito de barreira provavelmente esta relacionado as suas propriedades muco-
adesivas e pode potencialmente proteger a mucosa colonica, bloqueando o contato
com substancias agressoras, algo a ser explorado em estudos futuros. Entretanto néo
houve efeito anti-inflamatério in vivo apos 7 dias de tratamento com aplicagéo retal
deste polissacarideo em ratos com a colite transmural apds a inducdo pelo TNBS.
Estudos in vivo poderao ser realizados a fim de determinar se a acéo topica da goma
do cajueiro verificada neste trabalho podera ser efetiva utilizando modelos
experimentais de colite mais superficiais, como a induzida pelo dextran sulfato de
sédio, simulando as caracteristicas clinicas e histoldgicas da retocolite ulcerativa
(LAROUI et al, 2012).

68



6 CONCLUSOES

A partir de nossos resultados podemos concluir que o biopolimero, goma do
cajueiro, apresenta um efeito de barreira in vitro em animais com colite induzida pelo

TNBS, constatada pela melhora da permeabilidade colonica.

No entanto, a goma do cajueiro ndo teve acao anti-inflamatoria em ratos com
colite induzida pelo TNBS, ja que ndo melhorou nenhum dos parédmetros inflamatorios
utilizados neste estudo.
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ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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TRINITROBENZENOSSULFONICO”, protocolo 121/16, sob responsabilidade de Prof.
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pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de

pesquisa cientifica, para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os

preceitos da Lei n? 11.794, de n? 8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de
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ANALISE DE PERMEABILDADE

Tempo Sham sem | Sham sem | Sham sem | Sham sem | Sham sem
(min) GC1 GC2 GC3 GC14 GC5
0 0 0 0 0 0
30 327,6154 98,90476 934,5 23,83333 194,3
60 476 143,6667 1638 26,3 360,3
90 543,4615 171,4762 1780 34,76667 492,7
Tempo Sham com | Sham com | Sham com | Sham com | Sham com
(min) GC1 GC2 GC3 GC14 GC5
0 0 0 0 0 0
30 48,15 35,4 141,1 160 119,5
60 93,2 347,5 261,6 167,8 239,5
90 113,2 591 341,3 162,1 364,5
Unpaired t test, P: 0,1959
Tempo Colite Com | Colite Com | Colite Com | Colite Com | Colite Com
(min) GC1 GC2 GC3 GC14 GC5
0 0 0 0 0 0
30 102,0526 1,516129 12,46 11 31,7
60 127,6842 4,145161 19,09 37,11475 37,3
90 154,3684 8,177419 22,65 62,27869 48,2
Tempo Colite Sem | Colite Sem | Colite Sem | Colite Sem | Colite Sem
(min) GC1 GC2 GC3 GC14 GC5
0 0 0 0 0 0
30 32 45,4 36,54546 25,97561 12,6
60 141,8333 113,6 63,68182 98,7317 15,8
90 248,0833 159,1 101 154,439 20,7

Unpaired t test, P: 0,0472

ESCORE DE ADERENCIAS
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SHAM | COLITE | GC 10 | GC 30 | DEXA
0 3 0 0
0 3 1 1
0 2 3 3 0
0 2 1 0
0 2 1 1
0 2 1 3
Dunn's multiple comparisons test
SHAM vs. COLITE - P: 0,0020
COLITE vs. GC 10 - P: 0,6763
COLITE vs. GC 30 - P: 0,6116
COLITE vs. DEXA — P: 0,0034
PESO UMIDO
SHAM | COLITE | GC 10| GC 30 | DEXA
0,41 2,84 0,79 | 0,75 | 1,15
0,48 7,38 1,54 1,42 0,94
0,45 1,46 2,12 191 | 0,65
0,69 2,18 1,16 | 0,65
0,65 1,78 3,03 1,97 | 1,08
0,66 1,39 1,28 7,14 | 0,65
1,78
1,714
1,232
1,198

Dunn's multiple comparisons test

SHAM vs. COLITE - P: 0,009

COLITE vs. GC 10 - P: > 0,999
COLITE vs. GC 30— P: > 0,999

COLITE vs. DEXA - P: 0,0289

ESCORE DE MORRIS - MACROSCOPIA
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SHAM | COLITE | GC 10 | GC 30 | DEXA
3 5 3 3 4
3 5 4 6 3
3 6 5 6 3
4 5 3 4
4 5 6 4 4
4 5 4 6 3
4
5
4
5
Dunn's multiple comparisons test
SHAM vs. COLITE — P: 0,0473
COLITE vs. GC 10 - P: > 0,999
COLITE vs. GC 30 — P: 0,1908
COLITE vs. DEXA - P: 0,0408
ESCORE MICROSCOPIA
SHAM | COLITE | GC 10 | GC 30 | DEXA
0 9 10 4 4
0 11 9 9 5
0 10 5 11 0
0 6 10 0 0
0 9 10 9 0
0 9 11 11
7
1
11
11

Dunn's multiple comparisons test
SHAM vs. COLITE - P: 0,0013
COLITE vs. GC 10 - P: > 0,999
COLITE vs. GC 30— P: > 0,999
COLITE vs. DEXA — P: 0,0480

ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE
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SHAM COLITE GC 10 GC 30 DEXA

16,54482 | 94,45941 | 103,1166 | 88,88034 | 80,99269
27,3182 | 76,37553 | 26,93344 | 3,46287 | 33,28203
18,27626 | 104,4633 | -4,61716 | 157,5606 | 56,7526
23,66295 | -12,3124 | 115,6214 | 74,64409 | 114,8519
48,86495 | 84,45556 | -2,30858 | -3,27049 | 76,56791
25,39438 | -10,7734 | -4,42478 | 111,1966

73,4898

-5,57907

94,65179

105,8099

Dunn's multiple comparisons test
SHAM vs. COLITE - P: 0,0139
COLITE vs. GC 10 - P: > 0,999
COLITE vs. GC 30 — P: > 0,999
COLITE vs. DEXA - P: 0,6186

81



