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As cumarinas representam uma importante classe de compostos fenólicos com inúmeras 
propriedades farmacológicas que incluem inibição da peroxidação lipídica, da geração 
de ânion superóxido dependente de neutrófilos, da citotoxicidade induzida por 
hidroperóxido de ácido linoleíco, da atividade de lipooxigenases e ciclooxigenases, 
além de agirem como agentes imunossupressores e antiinflamatórios. Todas estas 
propriedades são essenciais para que um produto seja potencialmente ativo para o 
tratamento das doenças inflamatórias intestinais (DII). A sulfassalazina (primeira opção 
terapêutica no tratamento das DII) possui vários efeitos colaterais, especialmente 
quando usada em altas doses ou em períodos longos de tratamento. O objetivo do 
presente trabalho foi avaliar se cumarina e 4-hidroxi-cumarina possuem efeitos 
preventivos e/ou curativos no modelo de colite induzida por ácido 
trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em ratos e também se as associações de cumarina ou 
4-hidroxi-cumarina com doses menores de sulfassalazina produzem efeitos 
antiinflamatórios com menor incidência de efeitos colaterais decorrentes da 
administração da sulfassalazina. Além disso, foram feitos estudos complementares para 
verificar se tais cumarinas modulam a produção de citocinas próinflamatórias em 
cultivos celulares in vitro e ex vivo. Este estudo testou a atividade antiinflamatória dos 
compostos-testes cumarina (2,5 a 50mg/Kg) e 4-hidroxicumarina (5 a 50mg/Kg) e das 
associações de cumarina com a sulfassalazina (C5+S5; C5+S15 e C5+S25) ou da 4-
hidroxi-cumarina com a sulfassalazina (4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-
OHC25+S25) em duas condições experimentais distintas: quando a mucosa colônica 
está intacta (efeito preventivo); quando a mucosa colônica está afetada por um processo 
inflamatório intestinal (efeito curativo) assim como preventivo da recidiva do processo 
inflamatório, similar ao que ocorre com a colite em humanos. O dano colônico foi 
avaliado macroscopicamente, bioquimicamente e histologicamente. Para o estudo in
vitro foram utilizadas as células Caco2 e RAW 264.7 e para o estudo ex vivo foi 
utilizado linfócitos de camundongo Balb´c. Os compostos-testes cumarina e 4-hidroxi-
cumarina, nas doses de 5 e 25mg/Kg, previnem parcialmente o dano colônico induzido 
por TNBS/etanol em ratos, tanto na fase aguda quanto na fase crônica com recidiva. 
Este efeito pode estar associado a uma melhora do estresse oxidativo intestinal, pois 
ambos os tratamentos foram capazes de inibir a depleção de glutationa colônica. A 
presença do radical hidroxila no carbono 4 na molécula de cumarina melhora os efeitos 
antiinflamatórios, evidenciado pelo tratamento de ratos colíticos com 4-hidroxi-
cumarina, os quais demonstraram efeitos benéficos quando a mucosa colônica estava 
intacta (efeito preventivo) e quando estava recuperando-se após a primeira 
administração de TNBS/etanol, assim como previnem os animais colíticos da recidiva 
do processo inflamatório intestinal. Os testes in vitro e ex vivo demonstraram que a 
presença de hidroxila no carbono 4 na molécula original de cumarina (4-hidroxi-
cumarina) proporcionou maior atividade biológica a cumarina, ou seja, a 4-hidroxi-
cumarina diminuiu  os níveis de IL-8, IL-1� e IL-2, enquanto  que a cumarina  diminuiu  
apenas os níveis de IFN-�. O tratamento com as associações C5+S5 e 4-OHC25+S15 
promoveu tanto efeito preventivo (fases aguda e crônica com recidiva) quanto efeito 
curativo (fase crônica) na mucosa colônica afetada pela administração de TNBS/etanol, 
utilizando doses 3 e 5 vezes menor que a dose da sulfassalazina. Estes efeitos 
observados indicam que estas associações podem ser uma nova opção terapêutica para o 
tratamento da colite, possibilitando a redução dos efeitos adversos da sulfassalazina com 
a redução da sua dose.  
Palavras-chave: cumarina, 4-hidroxi-cumarina, colite, doença inflamatória intestinal, 
TNBS. 
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Coumarins comprise an important class of phenolic compounds with many 
pharmacological properties that includes inhibition of membrane lipid peroxidation, 
inhibition on neutrophil-dependent superoxide anion generation, inhibition on the 
linoleic acid hydroperoxide-induced cytotoxicity, and inhibition on cyclooxygenase and 
lipoxygenase activities, which could result in antiinflammatory and immunosuppressant 
effect. Those are some desired features for a candidate compound in the treatment of 
inflammatory bowel diseases (IBD). On the other hand, the IBD are life persisting 
diseases with unpredictable episodic reactivations and difficult treatment in severe 
cases. Sulfasalazine, the first choice drug in the treatment of mild to moderately active 
IBD cases, presents serious side effects when used in high doses or in long-term 
treatment. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of coumarin and 4-
hydroxy-coumarin in rat experimental intestinal inflammation. Additionally, we 
evaluated the possibility of coumarins association to sulfasalazine in rat intestinal 
inflammatory conditions. For this purpose, the antiinflammatory activity of test 
compounds, coumarin (2.5 to 50mg/kg) and 4-hydroxy-coumarin (5 to 50mg/kg) and 
associations of coumarin with sulfasalazine (C5 plus S5, C5 plus S15, C5 plus S25) or 
4-hydroxy-coumarin with sulfasalazine (4-OHC25 plus S5, 4-OHC25 plus S15 and 4-
OHC25 plus S25) were tested in the model of trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS) 
induced rat colitis in two different experimental conditions: when the colonic mucosa is 
intact (preventive effect), and when a previous inflammatory damage is caused to the 
colonic mucosa (curative effect), additionally to a reactivation of the inflammatory 
process (relapse prevention). The colonic damage was evaluated macroscopically, 
histologically and biochemically. For cell cultures evaluation of cytokine secretion we 
used Caco2, RAW 264.7 and lymphocytes from Balb'c mice. Coumarin and 4-hydroxy-
coumarin at doses of 5 and 25 mg/kg prevented the colonic damage induced by TNBS 
in rats, in the acute phase and in the chronic phase with relapse. This effect may be 
associated with an improvement on intestinal oxidative stress, because both treatments 
were able to inhibit the colonic glutathione depletion, but other pharmacological effects 
of these compounds maybe involved. The presence of one hydroxyl radical in position 4 
of the benzopyrone structure seems to improve the anti-inflammatory effect, as 
evidenced by the beneficial effects of 4-hydroxy-coumarin in preventing the acute 
TNBS-induced damage, and by the mucosa recovery after the initial administration of 
the TNBS, as well as in preventing the relapse induced after the second TNBS 
administration. It was also observed that 4-hydroxy-coumarin is more effective in 
decreasing the secretion of IL-8, IL-1� and IL-2 than coumarin decreased only the 
secretion of IFN-�. Treatment with the associations C5 plus S5 or 4-OHC25 plus S15 
prevented from the acute and relapsed damages, and presented a curative effect in the 
colon at doses 3 and 5 times lower than only sulfasalazine. These effects indicate that 
those associations could be new options in the management of the IBD as 
complementary therapy, since the main goal of this approach is the possible reduction 
of sulfasalazine dose and the consequent attenuation of its adverse effects.  
Key words:  coumarin, 4-hydroxy-coumarin, colitis, inflammatory bowel diseases, 
TNBS.                                                                                                                                                            
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CAPÍTULO 1:  

INTRODUÇÃO 

 

Doença inflamatória intestinal (DII) é um termo geral para um grupo de doenças 

inflamatórias crônicas envolvendo o trato gastrintestinal e freqüentemente refere-se à 

colite ulcerativa (CU) e a Doença de Crohn (DC) (Podolsky, 2002). 

Embora a patogênese da DII seja pouco conhecida, se reconhece que esta doença 

crônica decorre de uma complexa interação entre fatores de predisposição genéticos, 

agentes exógenos e/ou alterações endógenas, cujo resultado final é um processo 

inflamatório, possivelmente mediado por uma resposta do tipo imune (Gitnick, 1996). 

Os agentes próinflamatórios promovem, em primeiro lugar, a aderência dos 

fagócitos no endotélio vascular e o extravazamento destas células para a mucosa 

intestinal e, em segundo lugar, a ativação destes fagócitos originam a liberação de 

radicais livres, assim como de enzimas proteolíticas no espaço intersticial intestinal. 

Tanto os radicais livres como as enzimas proteolíticas dão lugar à formação de mais 

mediadores inflamatórios, incrementando a permeabilidade da mucosa e, em última 

instância, favorecendo a entrada de produtos bacterianos prejudiciais, tais como o 

lipopolissacarídeo (LPS). A introdução destes produtos promove o recrutamento e 

ativação adicional de leucócitos do intestino, estabelecendo-se um círculo vicioso 

responsável pela instauração do prejuízo intestinal crônico (Shanahan e Targan, 1994). 

 De acordo com estas informações, pode-se deduzir claramente que os radicais 

livres desempenham um papel chave na gênese e manutenção da DII. Em alguns 

estudos comprovou-se a existência de alterações nos níveis oxidativos de biopsias de 

mucosas de cólon procedentes de pacientes com esta enfermidade (Lih-Brody et al., 

1996). Este desequilíbrio se traduz em um incremento no estresse oxidativo 

acompanhado de uma diminuição nas defesas antioxidantes fisiológicas (Loguercio, 

1996). O ataque dos radicais livres sobre os lipídeos de membrana gera processo de 

peroxidação lipídica, dando lugar a uma reação em cadeia que perpetua o ciclo de 

formação destes agentes agressores, ao mesmo tempo em que origina uma 

desestruturação da membrana celular e a conseqüente morte da célula. Também os 

radicais livres podem reagir com proteínas, dando lugar a alterações da funcionalidade 

normal da célula. Finalmente, quando os ácidos nucléicos são afetados pelos radicais 

livres, pode-se originar uma síntese proteíca defeituosa ou o aparecimento de mutações 

no material genético celular, com conseqüente perigo de desenvolvimento de processos 
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do tipo tumoral. Este último poderia justificar a maior incidência de câncer colo-retal 

descrito em pacientes com colite ulcerativa (Gitnick, 1996; Obrador, 1994). 

 Desta forma, a inibição ou neutralização destes radicais livres, juntamente com 

uma ativação dos sistemas antioxidantes endógenos, tanto enzimáticos como não 

enzimáticos, poderia ser benéfico no tratamento da DII (Nielsen e Rask-Madsen, 1996). 

De fato, fármacos eficazes usados correntemente no tratamento da DII, tais como os 

derivados do ácido 5-aminosalicílico (5-ASA), possuem propriedades antioxidantes que 

contribuem para seus efeitos benéficos no processo inflamatório colônico (Pavlick et

al., 2002). Infelizmente, a sulfassalazina e os derivados do 5-ASA que representam a 

primeira opção terapêutica para o tratamento da DII, apresentam sérios efeitos 

colaterais, especialmente quando usados em altas doses ou durante longos períodos de 

tratamento, aspecto que limita seu uso, visto que a DII é um processo crônico que 

requer tratamento prolongado (Randford e Langman, 2002). Segundo Sellin e Parisha, 

2006 os efeitos tóxicos e colaterais dos 5-aminosalicilatos (5-ASA), especialmente da 

sulfassalazina, podem ser minimizados pela diminuição da dose.  

No entanto, a garantia do efeito antiinflamatório destes compostos deve ser 

compensada por procedimentos terapêuticos complementares que garantam a eficácia 

destes compostos em doses menores. Isto pode ser obtido pela administração de 

probióticos e prebióticos nos pacientes, o que permitiria a modificação da microflora 

local e uma melhor resposta da célula colônica ao processo inflamatório (Fernandez-

Bañares et al., 1999; Rodriguez-Cabezas et al., 2002; Kanauchi et al., 2003; Videla et

al., 2001) ou pela utilização de outros compostos que em associação possam produzir 

efeitos que garantam a eficácia do tratamento com conseqüente redução dos efeitos 

colaterais do fármaco de escolha. Considerando-se ainda que a sulfassalazina e os 

derivados 5-ASA não têm sido efetivos no controle da recidiva do processo inflamatório 

colônico (Sellin e Parisha, 2006), o uso combinado de outros compostos ativos na DII 

pode ser uma importante alternativa no controle dos sintomas da recidiva, assim como 

na prevenção do processo inflamatório intestinal em pacientes com esta doença.  

Por esta razão, a avaliação de novos compostos com atividade antioxidante é 

uma importante abordagem para o desenvolvimento de novos fármacos para o 

tratamento da DII, o que é comprovado por inúmeros estudos que mostram os efeitos 

benéficos de diferentes compostos com propriedades antioxidantes em modelos 

experimentais de colite ulcerativa, incluindo flavonóides como a quercetrina (Sánchez 

de Medina et al., 1996; Sánchez de Medina et al., 2002), rutosídeo (Gálvez et al., 1997), 
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silimarina (Cruz et al., 2001), morina (Ocete et al., 1998; Gálvez et al., 2001), diosmina 

(Crespo et al., 1999) e hesperidina (Crespo et al., 1999), vitamina E (Gonzalez et al., 

2001) e tempol (Cuzzocrea et al., 2000).  

Os flavonóides constituem um importante grupo de compostos polifenólicos de 

baixo peso molecular, amplamente distribuídos na natureza e consumidos na dieta 

normal de países desenvolvidos em quantidades que oscilam entre 1 e 2 gramas. São 

compostos que manifestam uma importante atividade antioxidante (Cook e Saman, 

1995; Formica e Regelson, 1995), além de terem a capacidade de inibir distintas 

enzimas cuja atividade se encontra aumentada em processos inflamatórios, assim como 

de modular a atividade de distintas células do sistema imune (Middleton e Kandaswami, 

1993). Em definitivo, os flavonóides são capazes de afetar três dos fatores chaves do 

processo de inflamação intestinal: geração de radicais livres, metabolismo de 

eicosanóides e o sistema imune intestinal. A atividade apresentada por estes flavonóides 

está intimamente ligada com a capacidade antioxidante que caracteriza os flavonóides, 

assim como a sua potencialidade em restaurar a capacidade absortiva colônica, que 

também se encontra profundamente afetada na inflamação intestinal.   

 As cumarinas representam uma grande classe de compostos fenólicos 

encontrados principalmente em plantas, mas com ocorrência em fungos e bactérias. 

Também denominadas de benzopironas, as cumarinas são lactonas do ácido o-hidróxi-

cinâmico, sendo que o principal representante é a 1,2-benzopirona, denominada 

simplesmente de cumarina. Estes constituintes vegetais são derivados do metabolismo 

da fenilalanina, tendo como precursores iniciais os ácidos cinâmico e p-hidróxi-

cinâmico, a partir dos quais as cumarinas e seus derivados são biossintetizados por 

diferentes vias. Vários estudos de relação estrutura-atividade de cumarinas referem à 

inibição da peroxidação lipídica, da geração de anion superóxido dependente de 

neutrófilos, da citotoxicidade induzida por hidroperóxido de ácido linoleíco e interação 

com espécies reativas de oxigênio por esta classe de substâncias, caracterizando-se 

como um grupo de compostos com potentes propriedades antioxidantes (Kaneko et al., 

2003; Hoult e Payá, 1996; Payá et al., 1994). Outros estudos mostram ainda que várias 

cumarinas são inibidoras de lipooxigenases e ciclooxigenases e reduzem 

conseqüentemente a produção de leucotrienos, tromboxanos e do ácido hidróxi-

eicosanóico (Kaneko et al., 2003). Outras importantes atividades farmacológicas 

descritas para as cumarinas incluem redução de edema em humanos, atividade 
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imunossupressora, hipolipidêmica e antiinflamatória indicando a importância destas 

substâncias como compostos terapêuticos potenciais para a DII.  

Apesar da importante e comprovada atividade antioxidante e antiinflamatória 

das cumarinas, assim como de outras propriedades farmacológicas, não há estudos 

sistematizados destes compostos sobre doenças que afetam o sistema gastrintestinal. 

Um único composto, a paepalantina, uma isocumarina isolada da espécie Paepalanthus 

bromelioides (Família Euriocaulaceae) foi estudada quanto a seus efeitos sobre a colite 

experimental. Neste estudo, foi demonstrado um importante efeito preventivo da colite 

aguda e crônica induzida por ácido trinitrobenzenosulfônico. A paepalantina possui 

efeito no tratamento das recidivas da inflamação intestinal em ratos agindo por 

mecanismos que reduzem o estresse oxidativo, aumentando os níveis colônicos de 

glutationa e reduzindo a atividade das enzimas óxido nítrico sintase, fosfatase alcalina e 

mieloperoxidase, sendo que em doses cinco vezes menores, a paepalantina protegeu os 

animais da inflamação intestinal de forma similar ao tratamento com sulfassalazina (Di 

Stasi et al., 2004). 

Estudos demonstram que a cumarina (1,2-benzopirona) e seu derivado a 4-

hidroxi-cumarina estimulam de forma concentração-dependente a liberação de 

interleucina-1 beta (IL-1�) em culturas de células mononucleares humanas (Stuhlmeier 

et al., 1991), além de apresentarem atividade antitumoral (Lacy e O´Kennedy, 2004). 

Fylaktakidou et al. (2004) reportam que a cumarina e alguns de seus derivados reduzem 

o edema e atuam como antiinflamatório por inibirem a síntese de prostaglandinas. Em 

adição, tais compostos são considerados seguros para uso e não oferecem risco à saúde 

humana quando usados em pequenas doses (Felter et al., 2006; Lake, 1997), como 

aquelas que foram usadas no presente projeto.  

Por estas informações, o objetivo principal deste projeto foi avaliar a atividade 

farmacológica da cumarima e de seu derivado a 4-hidroxi-cumarina nas fases aguda 

(efeito preventivo) e crônica com recidiva (efeitos preventivos e/ou curativos) do 

processo inflamatório intestinal induzido por ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em 

ratos, assim como avaliar os efeitos destes compostos sobre a atividade antiinflamatória 

intestinal da sulfassalazina, um dos fármacos de escolha para o tratamento da DII em 

humanos. 
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CAPÍTULO 2:  

CARACTERIZAÇÃO DA DOENÇA INFLAMATÓRIA INTESTINAL (DII) 

 
1. Aspectos gerais 
 

Sob a denominação de DII estão englobadas, fundamentalmente, duas distintas 

doenças: DC e a CU. Ambas caracterizam-se por uma inflamação crônica do intestino, 

com períodos de exacerbação seguidos de intervalos prolongados de remissão dos 

sintomas (Gitnick, 1996), sendo marcada pela ulceração da mucosa, infiltração de 

neutrófilos na mesma, desconforto ou dor abdominal com hábitos intestinais alterados 

tais como diarréia e constipação (Singh et al., 2003). 

A anatomia patológica e a manifestação clínica são diferentes na DC e na CU 

(Tabela 1). A DC pode afetar qualquer segmento do trato gastrointestinal, desde a boca 

até ao ânus, com maior frequência na região ileocecal (Gasche, 2000). Esta inflamação 

tem aspecto transmural, ou seja, propaga-se através da parede intestinal, favorecendo a 

formação de perfurações, estenoses e fístulas (Levine, 1994; Gasche, 2000).  As lesões 

podem ser focais ou difusas, e com frequência afetam de formas descontínuas distintas 

áreas do aparelho digestivo, separadas entre si por segmentos intactos (Levine, 1994). A 

CU afeta somente o cólon, principalmente a região distal (reto-ânus). A inflamação 

ocorre predominantemente na camada superficial da parede intestinal, normalmente na 

mucosa e na submucosa e caracteriza-se por infiltração de neutrófilos, eosinófilos e 

células plasmáticas, além disso, é comum ocorrer formação de abscessos nas criptas, 

necrose epitelial, presença de edema e hemorragia. A mucosa apresenta aspecto 

granuloso, como consequência da irregularidade da inflamação (Obrador e Riera, 1994).  

Os pacientes com CU apresentam diarréia geralmente com sangue, acompanhada ou não 

de sintomas sistêmicos, como febre, mal-estar e falta de apetite (Gray et al.,2009). 

Para 10-15% dos pacientes com DII é impossível estabelecer um diagnóstico 

definitivo entre a DC e a CU (Geboes, 1994). Em ambas as doenças podem ocorrer 

complicações do tipo autoimune e afetar as articulações, o olho e a pele (Lichtman e 

Balfour Sartor, 1994). Entre as complicações não autoimunes estão os episódios 

tromboembólicos, anemia e osteoporose (Gasche, 2000). Além disso, pacientes com DII 

possuem maior propensão de desenvolver câncer de cólon. O aparecimento do câncer de 

cólon depende da duração e da extensão da doença, de complicações extra-intestinais e 

do desenvolvimento da doença no individuo jovem. O risco de aparecimento do câncer 
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de cólon é maior nos pacientes com CU do que nos pacientes com DC (Pohl et al., 

2000). 

Tabela 1: Diferenças entre a Doença de Crohn e a Colite Ulcerativa 
Doença de Crohn (DC)                                Colite Ulcerativa (CU) 
Pode ocorrer desde a boca ate ao ânus  Reto +/- Cólon 
Incidência descontínua Incidência contínua 
Inflamação transmural  Inflamação ocorre somente na mucosa 
Diarréia pastosa Diarréia liquida com sangue, pus e muco 
Presença de granulomas e fibroses Formação de abscessos nas criptas, 

depleção de muco e distorção glandular 
 
 

1.1. Epidemiologia 
 

Aproximadamente 2,2 e 1,4 milhões de pessoas na Europa e nos EUA, 

respectivamente, possuem DII. As taxas mais altas de incidência e prevalência de DC e 

de CU são descritas no norte da Europa, Reino Unido e no norte da América, que são 

regiões geográficas associadas historicamente as DII (Sonnenberg et al., 1991). 

A incidência da doença depende de fatores demográficos como o sexo, idade e 

as diferenças étnicas. A incidência da DII é diferente entre homens e mulheres. De 

maneira geral, há um predomínio de DC em mulheres, principalmente com 14 e 50 anos 

de idade, o que sugere que os fatores hormonais possuem um papel importante no 

desenvolvimento desta doença (Loftus Junior et al., 2000).  

A DII possui um pico de aparecimento na segunda e na terceira década de vida, 

seguido de um pico menor nas demais décadas.  A CU e a DC são diagnosticadas 

principalmente no final da adolescência e no início da idade adulta (Loftus Junior et al., 

2000).  

O desenvolvimento da DII em crianças é muito raro. Recentes estudos 

epidemiológicos de DII na America do Norte e na Europa sugerem que menos de 1% de 

crianças manifestam DII durante os primeiros 12 meses de vida (Kugathasan et al., 

2003; Ruemmele et al., 2006). 

No Brasil, como em outros países em desenvolvimento (Farrokyar et al., 2001), 

a determinação da prevalência e da incidência das DII é difícil em função das 

deficiências dos sistemas de registro de dados, bem como da impossibilidade do acesso 

às informações de fora do sistema público de saúde (Souza et al., 2002). Além disso, a 

prevalência elevada das doenças infectoparasitárias, as quais podem manifestar-se com 

�



colite, é uma dificuldade a mais para o diagnóstico da CU, sobretudo se há resistência 

em se pensar nessa afecção em crianças (Spivak et al., 1995). 

 
 

1.2. Etiologia 
 

Embora a patogênese da DII seja pouco conhecida, sabe-se que esta doença 

crônica decorre de uma complexa interação entre fatores genéticos, agentes exógenos 

e/ou alterações endógenas, cujo resultado final é um processo inflamatório, 

possivelmente mediado por uma resposta do tipo imune (Gitnick, 1996).  

 

1.2.1. Fatores genéticos 

De maneira geral, os familiares de pacientes com DII possuem maior 

probabilidade de desenvolver esta doença do que indivíduos que não possuem nenhum 

caso na família. Membros da mesma família que possuem DII apresentam normalmente 

características comuns da doença. Isto sugere que fatores genéticos e ambientais 

comuns a membros da mesma família determinam a evolução da doença (Halme et al., 

2006).  

Ogura et al. (2001) determinaram o primeiro gene relacionado ao 

desenvolvimento da DC, o NOD2 (nucleotide oligomeration domain). NOD2 pertence à 

grande família de proteínas intracelulares relacionadas à regulação da apoptose e a 

resposta imune do organismo frente à patógenos. Hoje se sabe que diferentes partes da 

proteína NOD2 têm funções especificas que de maneira geral determina a capacidade da 

proteína frente à resposta a bactérias, uma vez que estas tenham invadido a célula. O 

NOD2 participa na detecção de produtos bacterianos, como o muramil dipeptido, que 

induz a ativação do fator nuclear kappa B (NF�B). As mutações no NOD2 induzem a 

apoptose anormal e a ativação deficiente do fator de transcrição NF�B, o que influencia 

na patogênese da DII. A ativação do NF�B induz a liberação de citocinas 

proinflamatórias (Inohara et al., 2002). 

Recentemente foram identificados dois genes o OCTN (organic cation 

transporter) e DLG5 (discs large homolog 5), ambos estão envolvidos na 

permeabilidade epitelial. O funcionamento inadequado destes genes pode levar a uma 

resposta inadequada do sistema imune da mucosa frente a produtos bacterianos 

(Lacatos, 2006).   
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1.2.2. Fatores ambientais 

São inúmeros os fatores ambientais de risco para a CU, entre eles: o tabaco, a 

dieta, o estresse e microorganismos (Danese et al., 2004). 

O melhor exemplo da influência do ambiente no desenvolvimento da DII é o 

tabaco. O tabaco tem-se mostrado um fator protetor para a CU e um fator de risco para a 

DC, sendo a associação entre DC e tabaco mais frequente em mulheres. Os mecanismos 

pelo qual fumar afeta a frequência e a evolução da CU e da DC permanecem 

desconhecidos, entretanto sugerem-se que a nicotina tem atividade antiinflamatória 

(Sykes et al., 2000). O tabaco está associado com o desenvolvimento da DC em 

pacientes com 40 anos de idade e protege contra o desenvolvimento da CU em qualquer 

idade (Regueiro et al., 2005). Estudos mostram que a administração de nicotina melhora 

a CU coincidindo com uma diminuição local da concentração de várias citocinas 

próinflamatórias (Agrawal e Rhodes, 2003). 

Por se tratar de uma doença do trato digestório, a possibilidade de produtos da 

dieta estarem implicados em sua patogenia é lógica. Levando em consideração que a 

maior incidência das DII pode ser associada a mudanças nos hábitos de vida nos países 

ocidentais e que o intestino é o principal local do processo inflamatório, seria provável 

que alguns nutrientes presentes na luz intestinal pudessem atuar como antígenos, 

inclusive influenciando os mecanismos imunes e reparadores da mucosa intestinal 

(Danese et al., 2004).  

Vários estudos epidemiológicos têm mostrado que mudanças na composição da 

dieta alimentar podem influenciar na resposta imunológica. Concretamente, os lipídeos 

são um dos substratos nutricionais que mais afetam a modulação da imunidade. A 

composição dos lipídeos das membranas celulares pode variar segundo a dieta e isto 

influencia a síntese de eicosanóides e a resposta celular (Gassull, 2004; Gassull et al., 

2005). O consumo de gordura tem sido associado positivamente com a CU, e o 

consumo de frutas, vegetais e fibras estão associadas à diminuição de risco das DII 

(Reif et al., 1997). 

O estresse também está associado a DII, mais como um agente modificador do 

que indutor, e seu papel é mais claro em modelos experimentais do que em humanos. O 

estresse tem sido considerado como um desencadeante potencial em cerca de 40% dos 
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pacientes com CU (Theis e Boyko, 1994). Importantes evidências relacionam o estresse 

com a doença, provavelmente, devido a um aumento na suscetibilidade à infecção como 

consequência do deterioramento das respostas imunes funcionais (Herbert e Cohen, 

1993). Observações clínicas, modelos experimentais de colite e estudos de interações 

neuroimunes em animais de laboratório têm demonstrado que o estresse pode agravar o 

curso das DII (Collins, 2001). A duração do estresse também pode ser importante já que 

o risco de exacerbação da atividade clínica da doença parece estar associado com um 

estado de estresse prolongado (Levenstein et al., 2000).  

Durante muitos anos buscou-se estabelecer uma relação entre um agente 

infeccioso específico e a DII, contudo até o momento não se obteve resultados 

conclusivos. Vários agentes infecciosos têm sido propostos como responsáveis pelas 

DII como Listeria monocytogenes, Clamydia tracomatis, Escherichia coli, 

Saccharomyces cerevisiae (Danese et al., 2004). A relação entre o desenvolvimento das 

DII e a microbiota intestinal comensal começou a se estabelecer através de observações 

clínicas. Diversos autores têm proposto uma alteração na ecologia microbiana em 

pacientes com DII ativa, tendo encontrado um decréscimo significativo no número de 

bactérias anaeróbicas e lactobacilos (Fabia et al., 1993). Além disso, o epitélio destes 

pacientes apresenta um maior número e concentração de bactérias, tanto intracelulares 

como nos biofilmes que o cobrem em relação a indivíduos sadios (Swidsinski et al., 

2002).  

 

1.2.3. Fatores Imunológicos 

 

 O processo inflamatório intestinal começa com a resposta inflamatória inata, ao 

produzir o recrutamento dos leucócitos da corrente sanguínea até o tecido lesionado. 

Uma vez no local inflamado, os leucócitos produzem peptídeos antimicrobianos e 

espécies reativas de oxigênio (EROs), que causam dano tecidual e participam do 

recrutamento de outras células do sistema imune. Entre estas células estão os 

macrófagos que uma vez ativados, produzem citocinas próinflamatórias como fator de 

necrose tumoral (TNF-�), interleucina-1� (IL-1�), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 

(IL-8), EROs e oxido nítrico (NO) amplificando a resposta imunitária da mucosa 

intestinal (Kurtovick e Segal, 2004). 

 Está inflamação aguda evolui para inflamação crônica, que se caracteriza pela 

presença de um infiltrado celular, composto por macrófagos, linfócitos e células 
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plasmáticas. Os macrófagos desempenham um papel chave neste processo pela 

quantidade de substâncias biologicamente ativas que podem produzir, se esta produção 

torna-se descontrolada podem produzir efeitos destrutivos. Os linfócitos também 

migram para o tecido, atraídos por substâncias quimiotáticas liberadas pelos 

macrófagos. Na DC os linfócitos secretam principalmente citocinas do tipo Th1 (IL-6, 

interleucina -2 (IL-2), TNF-� e interferon-gama (INF-�)) e na CU os linfócitos 

produzem citocinas do tipo Th2 (interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e 

interleucina-13 (IL-13)). Nas duas doenças, esses mediadores contribuem ativamente na 

cascata patogênica que inicia e perpetua a resposta inflamatória no intestino (Sartor, 

1997). 

 Na inflamação crônica ocorre aumento da atividade proliferativa das células, que 

pode dar origem à situação de metaplasia e a mudanças irreversíveis na diferenciação 

celular. A inflamação atuando diretamente como um agente genotóxico, favorece o 

aparecimento de mutações e ao mesmo tempo é capaz de romper o controle celular, 

permitindo a divisão do DNA danificado (Grifftiths et al., 1997).  

Isto pode ser a explicação para o fato de pacientes com DII possuírem maior 

propensão para o desenvolvimento de câncer de cólon. Estima-se que a incidência de 

câncer de cólon em pacientes com DII é de 3,7% aproximadamente. O risco de câncer 

de cólon aumenta com a duração da DII. Assim, indivíduos com 10 anos de DII têm 

2%, com 20 anos têm 9% e com 30 anos têm 19% de desenvolver câncer de cólon. O 

desenvolvimento deste tipo de câncer é responsável por 1/3 das mortes associadas a CU 

(Krok e Lichteinstein, 2004). 

 

2. Tratamento 

 

Os objetivos principais do tratamento das DII são de promover a remissão do 

ataque agudo e reduzir a incidência de recidivas. São utilizados fármacos clássicos 

como os aminossalicilatos, corticóides, imunossupressores e antibióticos, além das 

novas terapias biológicas desenvolvidas nos últimos anos. 

Os aminossalicilatos são fármacos que contém em sua estrutura a molécula do 

ácido 5-aminossalícilico (5-ASA). O primeiro fármaco utilizado foi a sulfassalazina, 

que constitue na associação da molécula de sulfapiridina através da ligação tipo azo 

com o 5-ASA.  A sulfapiridina atua como molécula transportadora (promovendo a 

disponibilidade do 5-ASA no cólon, prevenindo sua absorção e seu metabolismo no 
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intestino delgado). Assim, o 5-ASA é liberado no cólon devido à ação das azobactérias 

que rompem a ligação “azo” (Svartz, 1942). A sulfassalazina apresenta dois problemas: 

em primeiro lugar, a molécula de sulfapiridina é responsável pela maioria dos efeitos 

adversos que ocorrem com a administração deste fármaco, e em segundo lugar não é 

ativa na DC que afeta o intestino delgado. Por isso, Beltrán et al. (1997) tem sugerido 

novas formas de transportar a molécula de 5-ASA: 

a) Liberação controlada: a molécula de 5-ASA é recoberta por uma resina acrílica 

que se dissolve em valores de pH superiores a 6 e 7.  

b) Dímero composto por duas moléculas de 5-ASA unidas por uma ligação azo 

(olsalazina) que requer a redução bacteriana para romper-se e liberar o princípio 

ativo.  

c)  Administração de 5-ASA em forma tópica intraretal (enemas, supositórios ou 

gel). 

O mecanismo de ação da sulfassalazina não está totalmente elucidado, porém 

diferentes estudos in vitro têm demonstrado seu efeito modulador sobre a síntese e 

liberação de leucotrienos (LTB4) e prostaglandinas (PGE2), sobre a produção de 

determinadas citocinas próinflamatórias (TNF-�, interleucina-1 (IL-1) e interleucina 

(IL-2)) e sobre a produção de EROs (Nikolaus et al., 2000). São necessárias 

concentrações elevadas do fármaco na luz intestinal para poder exercer seu efeito 

terapêutico, por isso são preferíveis formas farmacêuticas que liberem localmente o 5-

ASA na mucosa intestinal.  

Os aminossalicilatos são indicados no caso de inflamação intestinal leve, tanto 

na CU quanto na DC (Stein e Hanauer et al., 2000) e na manutenção da remissão da CU 

(Sutherland et al., 2000). Seu papel na manutenção da DC é questionável (Lochs et al., 

2000; Sutherland et al., 2000). Possui como efeitos colaterais anemia hemolítica, 

agranulocitose, reações na pele, hepatite, artrite, pericardite, pancreatite, pleurite, febre, 

pancitopenia, infertilidade masculina reversível, intolerância gástrica e cefaléia 

(Ransford e Langman, 2002).  

Os corticóides atuam através da inibição da transcrição de interleucinas, da 

supressão do metabolismo do ácido araquidônico e da estimulação da apoptose dos 

linfócitos da lâmina própria do intestino (Franchimont et al., 2003). 

A prednisona, prednisolona e a metilprednosolona, são os fármacos utilizados 

nos casos moderados a grave da DII e nos casos de pacientes que não respondem a 

terapia com os aminossalicilatos (Hanauer e Sandbord, 2001). Os corticóides, devido 
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aos seus efeitos secundários, não constituem o tratamento adequado para manter a 

remissão da DII.  De forma geral, cerca de 20% dos pacientes com DII se tornam 

dependentes de seu uso contínuo, e outros 20% refratários aos mesmos (Munkholm et

al., 1994). A dependência aos esteróides usualmente se aplica a pacientes que não 

toleram a redução de doses ou que rapidamente exacerbam a doença após a suspensão 

dos mesmos. 

Consequentemente, a dependência aos corticosteróides em pacientes com DII é 

um grande problema clínico. A maioria dos efeitos adversos dos esteróides estão 

relacionados à dose e a duração da terapia. Geralmente terapias com corticosteróides 

são bem toleradas durante pouco tempo. Quando a terapia se prolonga por um período 

de tempo maior e/ou é dada em altas doses, podem aparecer complicações cutâneas, 

oculares, endocrinológicas, musculoesqueléticas, gastrointestinais e infecciosas 

(Ardizzone et al., 2002). Felizmente, um novo grupo de corticosteróides oferece uma 

alternativa terapêutica viável aos corticóides tradicionais, com efeitos adversos menos 

graves e menos frequentes. A  budenosida é o único glicocorticóide não sistêmico 

disponível para o tratamento da DC, sendo seu efeito superior aos salicilatos (Gomollón 

et al., 1999). Comparado as preparações convencionais este fármaco sofre metabolismo 

hepático de primeira passagem o que leva a uma menor biodisponibilidade sistêmica e a 

uma melhora na segurança e no perfil de tolerabilidade. No entanto, não tem 

demonstrado eficácia na manutenção da DC por períodos superiores há um ano 

(Ferguson et al., 1998). Todavia já foi comprovado sua eficácia na CU ativa (Kokman 

et al., 2004). 

A justificativa da utilização dos imunossupressores nos últimos anos é baseada 

no fato de ocorrer inúmeras alterações imunológicas na DII. É indicada nos casos de 

corticodependência e doença fistulosa. Azatioprina (AZA), metotrexato e ciclosporina 

são exemplos de fármacos imunossupressores. 

A AZA é metabolizada in vivo formando 6-mercaptopurina (6-MP), a qual pode 

sofrer duas vias metabólitas distintas: degradação em metabólitos inativos ou geração de 

ácido tioinosínico, nucleotídeo derivado da 6-tioguanina (Lennard, 2002). O ácido 

tioinosínico se acumula intracelularmente e é considerado o metabólito ativo 

responsável pelos efeitos citotóxicos destes fármacos, o qual que inibe a síntese células 

de purinas, a síntese de RNA e DNA, assim como a replicação cromossômica.  
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Tanto a AZA quanto 6-MP são eficazes na indução da remissão e na manutenção 

da  DC e da CU (Pearson et al., 1995). O efeito secundário mais preocupante a longo 

prazo é o aparecimento de neoplasias. 

O metotrexato é utilizado na DC ativa e na manutenção da remissão em caso de 

intolerância ou falta de resposta ao tratamento com AZA e com 6-MP (Feagan et al., 

1995). Seu mecanismo de ação não é totalmente conhecido, sabe-se que inibe a síntese 

de citocinas e de eicosanóides (Fraser, 2003). 

A ciclosporina é utilizada em pacientes com DC que possuem fístulas, inibindo 

de forma seletiva as células CD4+ e a liberação de citocinas (Present e Lichtiger, 1994). 

O termo terapia biológica engloba diferentes atuações terapêuticas que tem em 

comum atuar em pontos isolados do processo inflamatório intestinal. Podem bloquear a 

atuação de citocinas próinflamatórias como TNF-�, INF-�, IL-6 ou interleucina-7 (IL-7) 

e inibir molécula de adesão. 

O infliximab é um anticorpo monoclonal anti-TNF quimérico (camundongo-

homem). O CDP571 e o adalimumab (o CDP870) são anticorpos monoclonais anti-

TNF� com maior proporção humanizada. Os três são usados na remissão da DC ativa 

(Targan et al., 1997; Sandborn et al., 2004), além disso o infliximab tem demonstrado 

ser eficaz na manutenção da remissão a curto prazo (Hanauer et al., 2002).  

O TNF-� exerce seus efeitos próinflamatórios através de sua união com 

receptores transmembrana específicos, p55 e o p75. Etanercept é uma proteína formada 

da união da porção Fc de uma imunoglobulina humana com os receptores p75 solúveis 

e onercept é uma forma recombinante humana do receptor p55 solúvel. Ambos 

neutralizam a atividade biológica do TNF-� por união tanto a sua forma solúvel como a 

ligada à membrana, e evitam a união do TNF-� a seus receptores ativos. Entretanto, o 

etanercept não é efetivo na indução da remissão em pacientes com DC ativa (Sandborn 

et al., 2001).  

Os pesquisadores estão desenvolvendo anticorpos contra outras citocinas 

próinflamatórias, como por exemplo, o MRA, um anticorpo monoclonal humanizado 

contra o receptor solúvel IL-6 (IL-6R). Os pacientes com DC tem elevada concentração 

de IL-6R (Reinecker et al., 1993), e o tratamento com MRA tem demonstrado bons 

resultados (Ito et al., 2004).  

O INF-� e a interleucina (IL-12) são também citocinas importantes no 

desenvolvimento da resposta imune Th1 (Lim e Hanauer, 2004). Tanto o fontolizumab, 

anticorpo monoclonal humanizado anti-INF-� (Reinisch et al., 2006), como o J695 
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(ABT-874) anticorpo monoclonal humanizado anti-IL-12 (Mannon et al., 2004) tem 

sido efetivos na DC ativa. 

Muitos agentes são desenvolvidos para inibir os processos de ativação e 

proliferação dos linfócitos. Neste sentindo, a terapia anti-CD4 com o uso de anticorpos 

monoclonais como cM-T412, MAX. 16H5 e BF-5, tem induzido a remissão da DC e da 

CU (Ardizzone et al., 2002). Com o objetivo de inibir a proliferação de linfócitos T foi 

desenvolvido um anticorpo contra o receptor solúvel IL-2 (IL-2R), daclizumab ou 

basiliximab, tendo bons resultados na CU (Van Assche et al., 2003). 

Outro mecanismo de ação da terapia biológica é a inibição de moléculas de 

adesão. O recrutamento de células inflamatórias da circulação sistêmica é considerado 

uma etapa crítica da amplificação da resposta inflamatória. O natalizumab é um 

anticorpo monoclonal de camundongo humanizado contra a �4-integrina, que inibe, 

portanto, a migração endotelial. Este tratamento tem sido usado para a indução da 

remissão, tanto na DC (Gordon et al., 2001) quanto na CU (Gordon et al., 2002). 

 Dada a importância do equilíbrio na microbiota intestinal no controle da 

resposta imunológica local e sistêmica, pode-se justificar a utilização de bactérias em 

pacientes com DII, este tipo de tratamento é denominado probiótico. Este tratamento faz 

referência a um suplemento alimentar com microorganismos vivos que afeta de forma 

benéfica o hospedeiro melhorando o equilíbrio da microbiota intestinal (Macfarlane e 

Cummings, 2002). Este tipo de tratamento também tem demonstrado a importância da 

composição da flora presente no lúmen intestinal, porque certos probióticos são capazes 

de modular o sistema imune, proporcionando ao hospedeiro um aumento de sua 

resistência frente a microorganismos patogênicos (Borruel, 2003).   

Os lactobacillus têm sido estudados em vários modelos experimentais e também 

na clínica para estudar suas ações na colite. Lactobacillus casei inibe a produção de IL-

6 em culturas de células da lamina própria intestinal estimulada com LPS (Matsumoto 

et al., 2005). Lactobacillus GG melhora a função da barreira intestinal pela inibição da 

apoptose das células epiteliais intestinais (Gotteland et al., 2001) e previnem a recidiva 

da colite em camundongos transgênicos (HLA-B27) após tratamento com antibiótico 

(Dieleman et al., 2003).  

Várias cepas de Bifidobacterium (breve, catenulatum, longum e infantis) 

resultou na melhora da inflamação intestinal induzida por dextran sulfato de sódio 

(DSS) em camundongos (Setoyama et al., 2003; Osman et al., 2004).  
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Os antibióticos são utilizados no tratamento dos abscessos que complicam a DC, 

no tratamento das fístulas, no desenvolvimento bacteriano e no tratamento das 

inflamações inespecíficas das bolsas ileais (“bolsites”) (Shen et al., 2008). O 

metronidazol e o ciprofloxacino são os antibióticos mais comumente usados, o 

metronidazol é útil como terapia primária no tratamento de pacientes com DC 

(Sutherland et al., 1991) e o ciprofloxacino é efetivo também na DC ativa (Arnold et al., 

2002). 

Outro tipo de tratamento utilizado nas DII são os prebióticos. Define-se 

prebiótico como “um ingrediente não digerível que afeta de forma benéfica o 

hospedeiro mediante a estimulação do crescimento de um número limitado de bactérias 

no cólon” (Schrezenneir e de Vrese, 2001).  Neste sentido, os critérios para definir um 

prebiótico são: resistência à digestão no intestino delgado, hidrólise e fermentação pela 

flora colônica e estimulação seletiva do crescimento de bactérias no cólon. Os 

prebióticos podem ter diferentes atividades como antiinflamatórios, anticarcinogênicos, 

antiosteoporópticos, antimicrobianos e  hipolipidêmicos (Swennen et al., 2006).   

O efeito prebiótico de um carboidrato está relacionado à sua capacidade de 

estimular a proliferação de bactérias “saudáveis” (Bifidobacterium, Lactobacillus) e não 

estimular a proliferação de bactérias “não-saudáveis” (Bacteroides, Clostridium, E. 

coli). As bifidobactérias são bactérias presentes em grande número na população 

bacteriana intestinal adulta. Este grupo de bactérias tem mostrado efeitos benéficos, 

como a síntese da vitamina B, inibição de bactérias patogênicas, diminuição do pH 

intestinal, diminuição do colesterol, proteção de infecções intestinais, estimulação da 

função intestinal e melhora da resposta imune (Rastall, 2004).  

Desta forma, vários pesquisadores demonstram os efeitos das fibras dietéticas no 

processo inflamatório intestinal. A maioria dos estudos experimentais com fibras 

dietéticas associa o seu efeito terapêutico a uma maior produção de ácidos graxos na luz 

intestinal (Videla et al., 2001).  

A ingestão de fibra dietética pode exercer outras ações que também podem 

contribuir para o efeito antiinflamatório intestinal. Diferentes estudos in vitro mostram a 

capacidade de fibras dietéticas atenuarem a produção de citocinas próinflamatórias, 

incluindo IL-6, IL-8 e TNF-� (Rodriguez-Cabezas et al., 2002, 2003, Kaunauchi et al., 

1999). 

A lactulose foi estudada no modelo de colite induzida por TNBS em ratos, 

demonstrando efeito antiinflamatório intestinal. Este efeito foi associado à redução da 
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atividade da mieloperoxidase, a diminuição da produção de TNF-� e de leucotrieno B e 

também por ter aumentado o número de bifidobactérias e de lactobacillus no cólon 

(Camuesco et al., 2005). 
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CAPÍTULO 3  
 
ATIVIDADE ANTIINFLAMATÓRIA INTESTINAL DA CUMARINA E DA 4-

HIDROXI-CUMARINA NO MODELO DE COLITE INDUZIDA POR ÁCIDO 

TRINITROBENZENOSULFÔNICO (TNBS) EM RATOS. 

 

A cumarina e a 4-hidroxi-cumarina foram testadas no modelo de colite induzida 

por ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em ratos em duas condições experimentais: 

aguda e crônica com recidiva. Este estudo originou o artigo “Intestinal Anti-

inflammatory activity of coumarin and 4-hydroxycoumarin in the 

trinitrobenzenesulphonic acid model of rat colitis”. Biological Pharmaceutical Bulletin. 

v.31(7), p.1343-1350, 2008. 
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Considerando os efeitos antiinflamatórios intestinais da cumarina e da 4-hidroxi-

cumarina citadas no artigo acima (Luchini et al., 2008), nosso grupo de pesquisa, 
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posteriormente estudou novos mecanismos de ação envolvidos na atividade 

antiinflamatória intestinal destas cumarinas. Foi analisado se a cumarina e a 4-hidroxi-

cumarina interferem na síntese de citocinas próinflamatórias envolvidas na colite 

experimental e humana. Neste sentido foram feitos testes in vitro e ex vivo utilizando 

três linhagens de células: Caco2, RAW 264.7 e linfócitos de camundongos, onde foram 

dosadas IL-8, IL-1�, IL-2 e INF-� no sobrenadante destas culturas celulares.  

A metodologia e os resultados destes ensaios estão descritos abaixo. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Cultivos Celulares 

Foram utilizados três tipos de linhagens de células: célula de adenocarcinoma de 

cólon humano (Caco2), macrófagos de camundongo (RAW 264.7) e célula de cultivo 

primário (linfócitos de baço de camundongo Balb´C). 

 

2.1.1. Célula de Adenocarcinoma de Cólon Humano (Caco2) 

 

Como modelo de epitélio intestinal, foi utilizada a linhagem de célula Caco2, 

que é uma linhagem de célula de adenocarcinoma de cólon humano, a qual foi obtida do 

Serviço de Cultivos Celulares da Universidade de Granada-Espanha. Estas células 

foram mantidas a 37º C, com 5 % de CO2 atmosférico, e cultivadas em meio de cultura 

DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s medium) suplementado com L-glutamina (2 

Mm),  penicilina/estreptomicina (50000 U/L), anfotericina B (2,5 mg/L) e 10% de Soro 

Fetal Bovino inativado (40 minutos, 56o C). Este meio de cultura foi denominado de 

DMEM completo.   
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2.1.2. Macrófago de Camundongo (RAW 264.7) 

 

A linhagem celular RAW 264.7 foi obtida do Serviço de Cultivos Celulares da 

Universidade de Granada-Espanha. Estas células foram mantidas a 37º C, com 5 % de 

CO2 atmosférico, e cultivadas em meio DMEM completo.  

 

2.1.3. Linfócitos de baço (Cultivo Primário) 

 

Após a morte de camundongo Balb´C, o baço foi retirado com cuidado para não 

remover a membrana externa que o envolve. Em condições estéreis, o baço foi colocado 

em uma placa de cultivo de 10 cm com 5 ml de meio DMEM suplementado com 1% da 

mistura de antibióticos (penicilina/estreptomicina), com ajuda de pinças o baço foi 

pressionado na placa até ficar transparente e todas as células dissolverem no meio. Em 

seguida, esta solução (meio+células) foi homogeneizada com a ajuda de uma seringa 

com agulha e colocada em um tubo de 15 ml. Este tudo foi centrifugado 5 minutos a 

1500 rpm. O precipitado resultante foi ressuspendido em 5 ml de tampão (NH4 Cl 1,7 

mol/L, KHCO3 0,12mol/L, etilenediamina- tetracético 9mmol/L) por 30 minutos a 4º C, 

com o objetivo de lisar os eritrócitos. Transcorrido este tempo, a suspensão que contém 

principalmente linfócitos e macrófagos foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos, e em 

seguida foi adicionado ao precipitado 5 ml de DMEM completo. 

 

2.2. Viabilidade Celular 

 

2.2.1. Caco2 e RAW 264.7 

 

A viabilidade celular da Caco2 e da RAW 264.7 foi testada pela coloração de 

cristal violeta (Xaus et al., 2001) com algumas modificações. As células foram coradas 

e fixadas com cristal violeta (0,2%) em etanol (2%) durante 30 minutos à temperatura 

ambiente. Após 4 lavagens com PBS, as células foram desprendidas com dodecil sulfato 

de sódio (DSS 1%) durante 30 minutos, posteriormente foram coletadas e centrifugadas 

a 3000 rpm durante 5 minutos.  Em seguida, a intensidade da cor foi quantificada por 

ELISA a 540 nm. As células não viáveis não são capazes de incorporar o corante em 

suas membranas (Ishiyama et al., 1996). Os resultados foram expressos em % de 

viabilidade celular. 
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2.2.2. Linfócitos de baço 

 

A viabilidade das células T foi determinada usando o Reagente WST-1 (Roche 

Diagnostics). Esta técnica consiste em uma determinação colorimétrica da atividade 

metabólica e da proliferação celular. O sal solúvel (WST-1) forma uma coloração a 

partir da desidrogenase mitocondrial das células viáveis. Quanto maior a proliferação, 

maior a atividade mitocondrial, que implica em uma maior hidrolise do reativo WST-1, 

resultando em uma coloração que é detectada a 450nm. 

Os linfócitos derivados de baço foram cultivados em placas de 24 poços (1,5 x 106 

célula/poço) em 0,5 ml de célula e estimulados com concanavalina A (Con A) (5μg/ml) 

durante 48 horas. Transcorrido este tempo foi colocado 5μl/poço do reativo WST-1 

(Roche) durante 2 horas a 37º C. Em seguida a placa foi agitada por 1 minuto e a 

intensidade da cor foi quantificada por ELISA a 540 nm. Os resultados foram expressos 

em % de viabilidade celular. 

 

2.3. Determinação da Secreção de Citocinas Pró-Inflamatórias 

 

2.3.1. Determinação da secreção de IL-8 pela Caco2 

 

As células foram pré-incubadas durante 24 horas com as cumarinas (cumarina e 

4-hidroxi-cumarina) nas concentrações de 1μM, 10μM, 5OμM e 100μM e em seguida 

estimuladas com IL-1� (1 ng/ml). Após 20 horas, o sobrenadante foi coletado e 

centrifugado por 7000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, as amostras foram 

acondicionadas no -80º C para determinação dos níveis de IL-8 por ELISA (Biosource 

International, Nivilles, Belgium). Os resultados foram expressos em concentração de 

IL-8 (pg/ml).  

 

2.3.2 Determinação da secreção de IL-1� pela RAW 264.7 

 

A RAW 264.7 (1 x 105 células) foi cultivada em placas de 24 poços na presença 

ou na ausência de diferentes concentrações das cumarinas (1μM, 10μM, 50μM e 

100μM) por 30 minutos antes de serem estimulados com lipopolissacarideo (LPS 

50ng/ml). Após 36 horas, o sobrenadante foi coletado e mantido a -80º C até o momento 
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de ser realizada a determinação dos níveis de IL-1� por Kit de ELISA murino 

(Biosource). Os resultados foram expressos em concentração de IL-1� (pg/ml). 

 

2.3.3 Determinação da secreção de IFN-� e IL-2 pelos linfócitos 

 

Os linfócitos (1,5 milhões de células por ml) foram cultivados em placas de 24 

poços na presença ou na ausência de diferentes concentrações das cumarinas (1μM, 

10μM, 50μM e 100μM) por 1 hora antes de serem estimulados com concanavalina A 

(5μg/ml). Após 48 horas, o sobrenadante foi coletado e mantido a -80º C até o momento 

de ser realizada a determinação dos níveis de IFN-� e IL-2 por Kit de ELISA murino 

(Biosource). Os resultados foram expressos em concentração de IFN-� e IL-2 (pg/ml). 
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3. Resultados 

 

3.1. Efeitos da cumarina e de seu derivado 4-hidroxi-cumarina sobre a secreção de 

citocinas pró-inflamatórias 

 

O objetivo principal destes ensaios constituiu em analisar os efeitos da cumarina 

e de seu derivado 4-hidroxi-cumarina sobre a produção de distintos marcadores 

inflamatórios utilizando diferentes linhagens de células. 

Foi analisado também o efeito da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a 

viabilidade celular, com o objetivo de verificar se os efeitos das cumarinas sobre as 

citocinas se devem a um efeito antiinflamatório ou a um efeito lesivo (tóxico) sobre as 

células. 

 

3.1.1 Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secreção de IL-8 pela 

Caco2 

 

A IL-8 é uma citocina quimiotática que tem um importante papel na resposta 

inflamatória e é comprovado que as células epiteliais intestinais constituem uma fonte 

importante desta citocina (McGee, 1999), desta forma foi estudado o papel da cumarina 

e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secreção deste mediador em células de adenocarcinoma 

de cólon humano (Caco2), a qual foi utilizada como modelo de epitélio intestinal.  

A cumarina e a 4-hidroxi-cumarina não são tóxicas para a linhagem celular 

Caco2 (Figura 1).   

A cumarina em todas as concentrações estudadas (1, 10, 50 e 100 μM) não 

diminuiu os níveis de IL-8, enquanto a 4-hidroxi-cumarina na concentração de 100 μM 

diminui a secreção de IL-8 (35,95% comparado com as células estimuladas com IL-1� 

+ DMSO) (Figura 2). 
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Figura 1: Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a viabilidade das células 
Caco2. 
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Figura 2: Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secreção de IL-8 pela 
Caco2 estimulada com IL-1� (1 ng/ml) durante 20 horas. As concentrações de IL-8 do 
sobrenadante da cultura de Caco2 foram analisadas por ELISA. Os resultados foram 
expressos em média ± EPM. * p < 0,05 comparado com o grupo controle DMSO+IL-1� 
(N = 3 experimentos). 

 

 

 

 

3.1.2. Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secreção de IL-1� pela 

RAW 264.7 

 

Os macrófagos são importantes na fisiopatologia da DII (Leon et al., 2006). 

Estas células secretam várias citocinas próinflamatórias, como por exemplo, a IL-1�. 

No processo inflamatório intestinal esta citocina encontra-se elevada (Sartor, 1997).  

A estimulação de RAW 264.7 com LPS (50 ng/ml) induziu a secreção de IL-1�. 

As cumarinas em todas as concentrações estudadas não foram tóxicas para os 

macrófagos (Figura 3). 
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A 4-hidroxi-cumarina na concentração de 100 μM diminuiu a secreção de IL-1� 

pelos macrófagos (38,72% comparado com as células estimuladas com LPS+DMSO), 

todavia a cumarina não diminuiu a secreção de IL-1� (Figura 4). 
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Figura 3: Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a viabilidade de RAW 

264.7. 
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Figura 4: Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secreção de IL-1� pelas 
células RAW 264.7 estimuladas com LPS (50 ng/ml) durante 36 horas. As 
concentrações de IL-1� do sobrenadante da cultura de RAW 264.7 foram analisadas por 
ELISA. Os resultados foram expressos em média ± EPM. * p < 0,05 comparado com o 
grupo controle LPS + DMSO (N = 3 experimentos). 
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3.1.3. Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secreção de IFN-� e IL-

2 pelos linfócitos 

A estimulação de esplenócitos com concanavalina A (Con A) induziu a secreção 

de IFN-� e IL-2 pelos linfócitos T. Estas citocinas são secretadas após ativação de 

linfócitos Th1. O modelo de colite induzida por TNBS em ratos é também caracterizado 

pela produção alta de citocinas Th1 (Fuss et al., 1996; Monteleone et al., 1997). 

As cumarinas em todas as concentrações testadas não foram tóxicas para os 

esplenócitos (Figura 5). 

A cumarina nas concentrações de 1 e 100 μM diminuiu os níveis de IFN- � 

(20,62% e 26,71% comparado com as células estimuladas com ConA + DMSO). A 4-

hidroxi-cumarina não diminuiu a secreção de IFN- � pelos linfócitos T (Figura 6 A). 

A 4-hidroxi-cumarina nas concentrações de 10 e 100 μM diminuiu a secreção de 

IL-2 pelos linfócitos T (29,31% e 29,56% comparado com as células estimuladas com 

Con A+DMSO). Enquanto, a cumarina não diminuiu a secreção de IL-2 pelos linfócitos 

T (Figura 6 B). 
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 Figura 5: Efeitos da cumarina e 4-hidroxi-cumarina sobre a viabilidade de esplenócitos. 
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Figura 6: Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secreção de IFN-� (A) e 
IL-2 (B) pelos esplenócitos estimulados com concanavalina A (5μg/ml) durante 48 
horas. As concentrações de IFN-� e IL-2 do sobrenadante da cultura de esplenócitos 
foram analisadas por ELISA. Os resultados foram expressos em média ± EPM.*p<0,05 
comparado com o grupo controle Concanavalina + DMSO (N=3 experimentos). 
 
 
 
 
 
 
 
 

�



 
Capítulo 4 
 
METODOLOGIA E RESULTADOS DAS ASSOCIAÇÕES DA CUMARINA OU 
DA 4-HIDROXI-CUMARINA COM A SULFASSALAZINA NA COLITE 
INDUZIDA POR TNBS EM RATOS. 
 
1. Material e Métodos 

1.1. Animais 

Foram utilizados ratos machos albinos da Cepa Wistar de 180 a 220 g, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (Unesp-

Botucatu/SP) para os testes de atividade antiinflamatória intestinal. 

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia, 

Instituto de Biociências, Unesp, durante pelo menos 5 dias antes do início dos 

experimentos. Este biotério possui uma temperatura ambiente controlada de 21 � 2ºC e 

um ciclo de claro-escuro de 12 horas. Os ratos foram alojados em caixas, separadas por 

grupo, com no máximo 7 animais por caixa e foram alimentados com ração de 

manutenção PanLab S.I. e água corrente ad libitum. O estudo foi realizado de acordo 

com o protocolo experimental aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal deste Instituto.  

 

1.2. Compostos-testes e desenho experimental 
�

Cumarina (1,2-benzopirona) e 4-hidroxi-cumarina, ilustradas na Figura 1, e 

sulfassalazina foram obtidas da Sigma e usadas neste estudo conforme protocolo 

experimental descrito abaixo.  

 

Figura 1. Estrutura química da cumarina (R=H) e da 4-hidroxi-cumarina 

(R=OH) 
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1.2.1. Avaliação dos efeitos da associação da cumarina ou da 4-hidroxi-cumarina 

com a sulfassalazina na fase aguda do processo inflamatório intestinal. 

 

Conforme estabelecido por Slinker 1998, a associação entre drogas deverá 

incluir no mínimo 4 grupos experimentais (A. controle, B. grupo com um composto-

teste, C. grupo com o fármaco, D. grupo com o composto-teste e fármaco associado). 

Assim sendo, na fase aguda os estudos foram realizados com os seguintes grupos 

experimentais:  

A. Grupo controle: animais com colite e sem tratamento 

B. Grupo com um composto-teste: 

B1. Animais tratados apenas com cumarina 5mg/Kg (C5)  

B2. Animais tratados apenas com 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25) 

C. Grupo com o fármaco: animais tratados com sulfassalazina 25mg/Kg  (S25) 

D. Grupo de animais tratados com as diferentes associações usando 

sulfassalazina na progressão aritmética de 10 a partir de 5mg/Kg: 

 D1. cumarina 5mg/Kg + sulfassalazina 5mg/Kg (C5+S5) 

 D2. cumarina 5mg/Kg + sulfassalazina 15mg/Kg (C5+S15) 

 D3. cumarina 5mg/Kg + sulfassalazina 25mg/Kg (C5+S25) 

 D4. 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg + sulfassalazina 5mg/Kg (4-OHC25+S5) 

 D5. 4-hidroxi-cumarina 25 mg/Kg + sulfassalazina 15 mg/Kg (4-OHC25+S15) 

 D6. 4-hidroxi-cumarina 25 mg/Kg + sulfassalazina 25 mg/Kg (4-OHC25+S25) 

Em adição foi realizado no mesmo estudo um grupo Branco que compreende 

animais sem colite e sem tratamento.  

A indução da colite foi realizada pelo método descrito por Morris et al., 1989, 

com pequenas modificações. Os animais foram submetidos a um período de jejum de 24 

horas e posteriormente anestesiados com éter. Em seguida, foi realizada a administração 

retal (intracolônica) de 0,25 ml de uma solução de 10 mg de ácido 2,4,6-

trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em etanol a 50% v/v. A administração foi realizada 

com a ajuda de um catéter de teflón (diâmetro de 2 mm), o qual foi introduzido pelo 

ânus do animal até uma distância de 8 cm. Os animais foram mantidos em posição 

supina desde o momento da instilação do hapteno até a recuperação da anestesia. 
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 A solução de TNBS foi preparada a partir de um liofilizado obtido da solução 

aquosa comercial de origem a 5% (p/v). Os animais do grupo branco foram submetidos 

ao mesmo procedimento, mas com administração de solução salina em substituição ao 

TNBS. Tanto os compostos-testes isolados quanto as associações foram diluídas em 

óleo de girassol. 

Os tratamentos foram administrados por via oral utilizando-se uma sonda 

esofágica, e foram realizados às 72, 48, 24 e 2 horas antes da indução da colite, assim 

como 24 horas depois. Como padrão de comparação foi utilizado um grupo controle, ao 

qual se induziu a colite, mas sem tratamento farmacológico e o grupo Branco, ao qual 

não se induziu colite nem tratamento farmacológico. Os animais dos grupos controle e 

branco receberam salina por via oral. Todos os animais foram mortos 48 horas após a 

indução da colite. 

 

1.2.2. Efeitos da cumarina ou da 4-hidroxi-cumarina com a sulfassalazina na fase 

crônica com recidiva do processo inflamatório intestinal. 

As associações de cumarina + sulfassalazina (C5+S5, C5+S15 e C5+S25) e 4-

hidroxi-cumarina + sulfassalazina (4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25) 

foram estudadas também no protocolo experimental crônico de colite com recidiva 

(Figura 2). 
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Figura 2. Desenho experimental. B (grupo branco; ratos não colíticos); C
(grupo controle; ratos colíticas); CR (grupo controle com recidiva;  ratos 
colíticos que receberão uma segunda administração de TNBS); T (grupo 
tratado; ratos colíticos tratados com as associações de cumarina-
sulfassalazina ou 4-hidroxi-cumarina-sulfassalazina); TR (grupo tratado e 
com recidiva; ratos colíticos que receberam uma segunda administração de 
TNBS).
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Na fase crônica com recidiva, os tratamentos (todos por via oral) foram iniciados 

2 horas após a primeira administração de TNBS e continuaram até o dia da morte dos 

animais. A recidiva foi realizada no 14º dia após a primeira administração de TNBS. 

Foram avaliados no experimento crônico os mesmos grupos experimentais da fase 

aguda. Foi incluído como padrão de comparação um grupo controle na qual não se 

induziu a recidiva da colite e também não recebeu nenhum tratamento farmacológico, 

denominado de grupo controle sem recidiva (Controle S/Rec.). Para a avaliação do 

efeito das associações, a sulfassalazina foi administrada primeiramente e após 1 hora 

administrou-se cumarina ou 4-hidroxi-cumarina. Esta espera de 1 hora foi devido ao 

tempo de meia vida da sulfassalazina em ratos (Chungi et al., 1989). Seis animais dos 

grupos coliticos (controle, compostos-testes, sulfassalazina e compostos-testes-

sulfassalazina) e seis do grupo branco foram mortos após 7, 14 e 21 dias a partir da 

primeira indução da colite, enquanto todos os animais do grupo colítico sem recidiva 

foram mortos apenas após 21 dias. 

1.3. Estudos da atividade antiinflamatória intestinal in vivo. 

 

Para o estudo das associações das cumarinas com a sulfassalazina foram 

avaliados parâmetros clínicos gerais da colite (consumo de alimento, peso corpóreo e 

aparecimento de fezes diarréicas), parâmetros macroscópicos (relação 

peso/comprimento do cólon, existência de aderências entre o intestino e órgãos 

adjacentes e análise da severidade e extensão do prejuízo intestinal de acordo com uma 

escala descrita previamente por Bell et al., (1995), parâmetros microscópicos (as 

amostras de cólon da fase crônica foram analisadas através do índice de lesão 

microscópica de acordo com método descrito por Stucchi et al. (2000), (Tabela 1), 

parâmetros bioquímicos (atividade da MPO no cólon de acordo com o método descrito 

por Krawisz et al., (1984), conteúdo de GSH no cólon de acordo o método descrito por 

Anderson, (1985), conteúdo de proteínas no cólon de acordo com a técnica descrita por 

Smith et al. (1985), atividade da FA no cólon de acordo com Bessey et al. (1946).  

Na fase crônica foi determinado também o conteúdo de malonaldeído (MDA) no 

cólon de acordo com o método descrito por Zingarelli et al. (1999), com algumas 

modificações. As amostras de tecido foram homogenizadas em solução de KCl 1.15% 

na proporção de 1:5. O homogenato foi centrifugado a 9000 rpm durante 10 minutos a 

4ºC. Foram utilizados 400�l do sobrenadante, que foi adicionado em tubo de vidro com 
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tampa de rosca, onde também foram adicionados 200 �l de lauril sulfato de sódio 8,1%, 

1500 �l de ácido acético 20% pH 3,5, 1500 �l de ácido tiobarbitúrico 0,8% diluído em 

ácido acético e 400 �l de água destilada. Para curva padrão foi utilizado 

malonildialdeído em diferentes concentrações, adicionando 100 �l de cada concentração 

e para completar o volume de total de 4 ml, 700�l de água destilada foram adicionados 

aos demais reagentes. Os frascos contendo essa mistura foram colocados em banho-

maria a 95ºC durante uma hora. Após isso as amostras foram transferidas para 

ependorfs e centrifugadas à 4000 rpm durante 10 minutos. 200 �l do sobrenadante 

foram colocados em placa de 96 poços e a leitura foi realizada em espectrofotômetro a 

532nm. O valor da concentração de MDA foi multiplicado por 50 e os resultados foram 

expressos em nanomoles/grama de tecido. 

A descrição completa destas metodologias encontra-se no artigo 1 “Atividade 

anti-inflamatória intestinal da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina no modelo de colite 

induzida por ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em ratos”.  

 

Tabela�1.�Critério�de�avaliação�microscópico�da�lesão�colônica.�

Local do 

Dano 

Critérios para Avaliação 

Mucosa 1. Ulceração: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3) 

Criptas 
2. Atividade Mitótica: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3) 

3. Depleção de Muco: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3) 

Lâmina 

Própria 

4. Infiltrado Mononuclear: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3) 

5. Infiltrado Granulocítico: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3) 

6. Vascularidade: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3) 

Submucosa 

7. Infiltrado Mononuclear: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3) 

8. Infiltrado Granulocítico: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3) 

9. Edema: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3) 

Escore Máximo: 27, modificado de Stucchi et al., 2000 

 

1.4.  Análise estatística 

 

Todos os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média. 

Diferenças entre as médias foram testadas por Análise de Variância (ANOVA) seguida 

�



por testes de significância. Dados não paramétricos (escores) foram expressos como 

mediana e analisados pelo teste U de Kruskal-Wallis. O peso corporal dos animais foi 

expresso em porcentagem, mas foi transformada para arcosseno para análise estatística. 

Dados descontínuos foram analisados pelo teste X2. Significância estatística foi 

considerada para valores de p < 0,05. A análise estatística para avaliar o sinergismo 

entre os compostos-testes foi realizada de acordo com metodologia descrita por Slinker, 

1998. 

 

2. Resultados 

 

2.1. Fase Aguda do processo inflamatório intestinal 

 

2.1.1. Parâmetros macroscópicos da lesão e clínicos gerais 

 

A administração intracolônica de TNBS/etanol provocou inflamação colônica, a 

qual foi evidenciada 48 horas após a indução da colite, sendo caracterizada pela 

presença de necrose na mucosa (afetando aproximadamente 2 - 4,9cm do cólon), 

espessamento da parede do cólon, região de hiperemia, aderência do cólon a órgãos 

adjacentes (50%), presença de diarréia (80%), incidência de obstrução (27%) e maior 

relação peso/comprimento colônico comparado com animais normais (grupo branco, 

Tabela 2). 

 

2.1.1.1. Avaliação macroscópica da lesão 

 

O pré-tratamento oral com as associações de C5+S25 e 4-OHC25+S15 reduziu a 

extensão da necrose colônica e/ou da inflamação induzida por TNBS/etanol (Tabela 2).  

 

2.1.1.2.  Relação peso/comprimento colônico 

 

A C5 diminuiu a relação peso-comprimento colônico, a qual foi 

significativamente aumentada como consequência do processo inflamatório, enquanto 

que a 4-OHC25, a S25 e as associações da cumarina ou da 4-hidroxi-cumarina com as 

diferentes doses de sulfassalazina não apresentaram o mesmo efeito (Tabela 2). 
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 2.1.1.3. Incidência de diarréia 

 

 A incidência de diarréia, sintoma comum decorrente do processo inflamatório 

foi menor nos animais com colite aguda tratados com a C5, 4-OHC25 e com as 

associações de C5+S25 e 4-OHC25+S15. O pré-tratamento oral com a S25 e com as 

associações C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S5 e 4-OHC25+S25 não diminuiu a incidência 

de diarréia comparada ao grupo controle (Tabela 2). 

 

2.1.1.4. Incidência de aderência 

 

A administração dos compostos isolados C5, 4-OHC25 e S25 e das associações 

C5+S5 e C5+S15 não diminuiu a incidência de aderência comparado ao grupo controle. 

Entretanto, as associações de C5+S25, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 

diminuíram significativamente a incidência de aderência do cólon a órgãos adjacentes 

(intestino delgado, estômago, etc) (Tabela 2). 
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Tabela 2: Avaliação da cumarina 5mg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-
OHC25) e de seus efeitos associados com diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 
25mg/Kg) sobre o dano tecidual, relação peso-comprimento colônico, incidência de 
diarréia e aderência a órgãos adjacentes na fase aguda da colite induzida por TNBS em 
ratos. 

Grupo 
 

Escorea

(0-10) 
Relação P/C 

colônicob

(mg/cm) 

Incidência 
de diarréia 

(%) 

Incidência 
de aderência 

(%) 
Branco (Não-Colitico) 
 

  0(0-0) *** 101,03 � 6,9** 0*** 0*** 

Controle (TNBS) 
 

7,0(6-8) 143,24 � 6,14 80,0 50,0 

C5 
 

6,0(3-7) 124,09 � 5,60* 34,0* 17,0 

C5+S5 
 

6,0(5-7) 134,42 � 6,18 50,0 17,0 

C5+S15 
 

6,0(0-8) 149,02 � 5,65 50,0 34,0 

C5+S25 
 

  5,0(2-6) ** 149,04 � 2,39 34,0* 0*

4-OHC25 
 

6,0(6-7) 136,19 � 5,37 34,0* 34,0 

4-OHC25+S5 
 

7,0(6-7) 142,30 � 6,9 50,0 0*

4-OHC25+S15 
 
4-OHC25+S25              
 

6,0(3-7)* 

 

    6,5(1-8) 

149,61 � 8,53 
 

134,09 � 6,70 
 

34,0* 

 

50,0 

0* 

 

0*

S25    6,5(5-7) 163,47 � 8,83 50,0 17,0 
ª escore são expressos em mediana (intervalo), b relação peso-comprimento colônico 
são expressos em média ± E.P.M. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 comparado ao 
grupo controle TNBS. Todos os grupos diferem de forma significativa do grupo branco 
p < 0,01 (significância não demonstrada na tabela). 
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2.1.1.5.  Avaliação do peso corpóreo e do consumo de alimento 

 

Após a indução da colite por TNBS/etanol, os animais do grupo controle 

apresentaram redução do consumo de alimento e consequentemente perda de peso 

corpóreo, parâmetros que indicam a instalação do processo inflamatório. Os animais 

com colite aguda tratados com os compostos isolados C5, 4-OHC25 e S25 e com as 

cumarinas associadas com as diferentes doses de sulfassalazina apresentaram índices 

semelhantes de peso corpóreo e consumo de alimento comparado ao grupo controle 

(Figuras 3 e 4). 
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Figura 3: Peso corpóreo. (A) Animais com colite aguda tratados com cumarina e com 
as associações de cumarina + sulfassalazina. (B) Animais com colite aguda tratados 
com 4-hidroxi-cumarina e com as associações de 4-hidroxi-cumarina+sulfassalazina. Os 
resultados foram expressos em média. 
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Figura 4: Consumo de alimento. (A) Animais com colite aguda tratados com cumarina 
e com as associações de cumarina+sulfassalazina. (B) Animais com colite aguda 
tratados com 4-hidroxi-cumarina e com as associações de 4-hidroxi-
cumarina+sulfassalazina.  O 4º dia é referente ao período de jejum alimentar (24 horas) 
para posterior indução de colite. Os resultados foram expressos em média de consumo 
de alimento por animal.  
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2.1.2. Parâmetros bioquímicos 

    

2.1.2.1. Conteúdo de glutationa (GSH) no cólon 

 

Após a indução da colite aguda por TNBS/etanol, os níveis de GSH colônica 

foram depletados, como conseqüência do estresse oxidativo presente no cólon 

inflamado. O pré-tratamento oral com os compostos isolados C5, 4-OHC25 e com as 

associações de C5+S25 e 4-OHC25+S15 evitou a depleção dos níveis de GSH colônica 

comparado ao grupo controle. Contudo, a S25 não evitou a depleção dos níveis de GSH 

colônica de forma significativa comparado ao grupo controle. Adicionalmente, a 

associação de C5+S25 evitou a depleção de GSH colônica de forma semelhante à 

administração da cumarina isolada. Assim como a associação de 4-OHC25+S15 evitou 

a depleção de GSH colônica de forma semelhante à administração da 4-OHC25 (Figura 

5A e 5B). 
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Figura 5: Conteúdo de glutationa colônica (GSH) em animais com colite aguda 
induzida por TNBS/etanol. (A) Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associação com 
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B) Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associação com as diferentes doses de sulfassalazina (5, 
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média � E.P.M. (n= 5 a 6). *p�0,05; 
**p�0,01 comparado ao grupo controle. Todos os grupos diferem de forma significativa 
do grupo branco p<0,05 (significância não demonstrada na figura). 
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2.1.2.2.  Atividade da mieloperoxidase (MPO) no cólon 

 

A MPO é uma enzima sintetizada pelos neutrófilos e sua atividade no cólon está 

relacionada à infiltração de neutrófilos. Os animais do grupo controle foram 

caracterizados pelo aumento da atividade da MPO em comparação aos animais do grupo 

branco. A C5 e a 4-OHC25 reduziram significativamente a infiltração de neutrófilos no 

cólon inflamado. Entretanto, quando as cumarinas foram associadas com a 

sulfassalazina não inibiram a atividade da MPO colônica. Além disso, a associação de 

4-OHC25+S5 aumentou a atividade da MPO colônica em comparação ao grupo 

controle. Adicionalmente, o tratamento com a 4-OHC25 foi mais efetivo em inibir a 

atividade da MPO do que o tratamento com a associação de 4-OHC25+S5 (Figura 6A e 

B). 

O pré-tratamento com a S25 também não inibiu de forma significativa à 

atividade da MPO colônica comparado ao grupo controle (Figura 6A e B). 
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Figura 6: Atividade da mieloperoxidase colônica (MPO) em animais com colite aguda 
induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associação com 
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associação com as diferentes doses de sulfassalazina (5, 
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média � E.P.M. (n= 5 a 6). *p�0,05; 
**p�0,01 comparado ao grupo controle. Todos os grupos diferem de forma significativa 
do grupo branco p<0,05 (significância não demonstrada na figura).  
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2.1.2.3.  Atividade da fosfatase alcalina (FA) no cólon 

 a 4-hidroxi-cumarina e a sulfassalazina administradas isoladamente 

igura 7A e 7B) 

 

 
 A atividade da FA apresentou-se elevada no cólon inflamado. Os animais com 

colite aguda tratados com os compostos isolados C5, 4-OHC25 e S25 e com as 

associações de C5+S5 e 4-OHC25+S15 apresentaram inibição da atividade da FA 

colônica comparado ao grupo controle. Além disso, a associação de C5+S5 inibiu a 

atividade da FA de forma semelhante à cumarina e a sulfassalazina administradas 

isoladamente. Assim como a associação 4-OHC25+S15 inibiu a atividade da FA de 

forma semelhante
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Figura 7: Atividade da fosfatase alcalina colônica (FA) de animais com colite aguda 
induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associação com 
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associação com as diferentes doses de sulfassalazina (5, 
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média � E.P.M. (n=5 a 6). *p�0,05; 
**p�0,01 comparado ao grupo controle. Todos os grupos diferem de forma significativa 
do grupo branco p<0,05 (significância não demonstrada na figura). 
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2.1.3. Análise microscópica do cólon 

�

A análise microscópica demonstrou que o cólon dos animais do grupo branco 

(não-colitico) apresentou estrutura normal, com a parede dividida em mucosa com as 

glândulas tubulares retas compostas por enterócitos e células caliciformes; muscular da 

mucosa (músculo liso); submucosa (tecido conjuntivo denso) e muscular externa 

(músculo liso). (Figuras 8A). A colite induzida por TNBS promoveu processo 

inflamatório intestinal intenso, com desorganização severa na histoarquitetura normal 

do cólon com hiperplasia e dilatação das criptas e aparente diminuição na quantidade de 

células caliciformes (Figura 8B).  

 O pré-tratamento com C5 e 4-OHC25 atenuou a extensão e a severidade do dano 

tecidual colônico induzido por TNBS/etanol. Este efeito benéfico foi caracterizado pela 

redução do infiltrado inflamatório e pelo evidente restabelecimento da quantidade de 

células caliciformes (Figuras 8C e 9A).  

 O tratamento farmacológico com a S25 atenuou a presença das células 

inflamatórias na lâmina própria e na submucosa, comparado com os animais do grupo 

controle (Figura 9E). 

 Com as associações de C5+S5 e C5+S25 foi possível observar um infiltrado 

inflamatório leve na camada mucosa (Fig 8D e 8F). Já, o tratamento com as associações 

de C5+S15, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 mostrou infiltrado 

inflamatório moderado, porém este infiltrado inflamatório foi menor comparado ao 

grupo controle (TNBS) (Figuras 8E, 9B, 9C e 9D). 
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Figura 8: Fotomicrografias do cólon de ratos na fase aguda da colite induzida por TNBS/etanol. 
Os cortes histológicos foram corados com hematoxilina e fotografados em aumento de 100 e 
200X. (A) Grupo normal (branco) evidenciando a organização normal da parede do cólon.  
Lâmina própria constituída de tecido conjuntivo frouxo entremeado por glândulas tubulosas 
retas (setas), muscular da mucosa (mm), submucosa (sbm) e muscular externa (me). (Aumento 
100X); (B) Grupo controle com inflamação severa na mucosa (asterisco), submucosa (sbm) e 
desorganização das glândulas com dilatação das criptas (setas) (Aumento 200X); (C) Grupo C5 
com redução de células inflamatórias (asteriscos) na lâmina própria e restabelecimento da 
organização das glândulas (setas) (Aumento 100X). (D) Grupo C5+S5 com infiltrado 
inflamatório leve (asteriscos) entre as glândulas (setas) (Aumento 100X). (E) Grupo C5+S15 
com infiltração moderada de células inflamatórias (asterisco) entre as glândulas (setas) na 
mucosa (Aumento 100X).  (F) Grupo C5+S25, com células inflamatórias (asteriscos) entre as 
glândulas (setas) na mucosa (Aumento 100X). 
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Figura 9: Fotomicrografias do cólon de ratos na fase aguda da colite induzida por TNBS/etanol. 
Os cortes histológicos foram corados com hematoxilina e eosina (HE) (Aumento de 100 e 
200X). (A) Grupo tratado com a 4-OHC25 com redução de células inflamatórias (asteriscos) e 
restabelecimento da organização glandular (setas) (Aumento 200X); (B), (C) e (D) Grupos 4-
OHC+S5, 4-OHC+S15 e 4-OHC+S25 com infiltração moderada de células inflamatórias na 
mucosa (asteriscos) e glândulas normais (setas) (Aumento 100X, 200X e 100X, 
respectivamente); (E) Grupo S25 com infiltração moderada de células inflamatórias na lâmina 
própria (asteriscos) entre as glândulas (setas) (Aumento 100X).  
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2.2.  Fase Crônica do Processo Inflamatório Intestinal com recidiva 

 

2.2.1. Parâmetros macroscópicos e clínicos gerais  

 

A administração intracolônica de 10mg de TNBS em 50% de etanol (v/v) 

provocou inflamação colônica, a qual foi persistente durante as três semanas estudadas, 

com características semelhantes a estudos anteriores (Gálvez et al., 2000; Di Stasi et al., 

2004).  

A segunda dose de 10mg de TNBS em 50% de etanol foi administrada 

intracolonicamente nos animais na segunda semana após a primeira administração, 

reproduzindo assim a recidiva da colite. Este processo resultou na reativação da resposta 

inflamatória colônica, a qual foi evidenciada pelas alterações de parâmetros 

macroscópicos e bioquímicos da inflamação avaliados quando comparados com animais 

que não receberam a segunda dose de TNBS (grupo controle sem recidiva) (Tabela 3 e 

Figuras 12, 13, 14 e 15).  

 

2.2.1.1. Avaliação macroscópica da lesão 

 

Na primeira semana após a indução da colite, o dano tecidual afetou 

aproximadamente 2-6,9 cm do cólon e foi gradualmente reduzido durante a segunda 

semana afetando aproximadamente 1-1,9 cm do cólon. Após a recidiva da colite, o dano 

inflamatório foi novamente instalado acometendo aproximadamente 1-3,9 cm do cólon 

(Tabela 3).  

Primeira semana após a indução da colite 

O tratamento oral com os compostos-testes isolados C5 e 4-OHC25 e com as 

associações de C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 demonstrou efeito 

curativo sobre o dano tecidual comparado com o grupo controle, identificado 

macroscopicamente pela redução da extensão da necrose colônica e/ou da inflamação 

(Tabela 3).  

Segunda semana após a indução da colite 

Nenhum dos tratamentos reduziu o escore macroscópico comparado com o 

grupo controle (Tabela 3). 
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           Terceira semana após a indução da colite com recidiva no 14º dia. 

O composto-teste isolado C5 e as associações de C5+S5, C5+S15, 4-

OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 preveniram o impacto da recidiva 

colônica, evidenciada pela redução do dano tecidual comparado com animais do grupo 

controle com recidiva (Tabela 3). 

O tratamento com a S25 na fase crônica da colite não demonstrou efeito curativo 

sobre o dano tecidual (Tabela 3).  

 

2.2.1.2. Relação peso/comprimento colônico 

 

O processo inflamatório intestinal induzido por TNBS/etanol foi associado ao 

aumento da relação peso/comprimento colônico nas três semanas de experimento 

quando comparado ao grupo branco (animais não coliticos).  

Primeira semana após a indução da colite 

Apenas, a associação 4-OHC25+S15 diminuiu a relação peso/comprimento 

colônico comparado com o grupo controle (Tabela 3).  

Segunda e Terceira semana após a indução da colite 

Nenhum dos tratamentos reduziu a relação peso/comprimento colônico 

comparado com o grupo controle (Tabela 3). 

 

2.2.1.3. Incidência de diarréia 

 

Primeira semana após a indução da colite 

 O tratamento oral com os compostos-testes C5 e 4-OHC25 e com as 

associações C5+S15, C5+S25, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 diminuiu a incidência 

de diarréia comparado com o grupo controle (Tabela 3).  

Segunda semana após a indução da colite 

Todos os tratamentos estudados não diminuíram a incidência de diarréia 

comparada ao grupo controle (Tabela 3).  

Terceira semana após a indução da colite com recidiva no 14º dia 

O processo inflamatório foi novamente instalado, após a recidiva da colite, o 

qual foi evidenciado pela incidência de diarréia quando se faz a comparação de animais 

que receberam a segunda dose de TNBS (grupo controle com recidiva) com animais que 

não receberam a segunda dose de TNBS (grupo controle sem recidiva) (Tabela 3). 
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O composto-teste C5 e a associação C5+S25 diminuíram a incidência de diarréia 

comparado com o grupo controle com recidiva (Tabela 3).  

Nas três semanas, a S25 não evitou o aparecimento de diarréia (Tabela 3).  

 

2.2.1.4. Incidência de aderência 

 

Primeira semana após a indução da colite 

O tratamento com o composto-teste C5 e com a associação 4-OHC25+S15 

evitou o aparecimento de aderência do cólon a órgãos adjacentes (intestino delgado, 

estômago, etc) comparado com o grupo controle (Tabela 3).  

Segunda semana após a indução da colite 

 O composto-teste 4-OHC25, a S25 e as associações (C5+S5, C5+S25, 4-

OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 evitaram o aparecimento de aderências 

comparadas com o grupo controle (Tabela 3).  

Terceira semana após a indução da colite com recidiva no 15º dia 

Os tratamentos estudados não evitaram o aparecimento de aderência comparado 

com o grupo controle com recidiva (Tabela 3). 
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Tabela 3: Avaliação dos compostos-testes cumarina 5mg/kg (C5) e 4-hidroxi-cumarina 
25mg/Kg (4-OHC25) e das suas associações com diferentes doses de sulfassalazina 5, 
15 e 25) sobre o dano tecidual, relação peso-comprimento colônico, incidência de 
diarréia, aderência a órgãos adjacentes e obstrução intestinal na fase crônica e na 
reativação da colite induzida por TNBS em ratos. 

Grupo 
 

Escorea)

(0-10) 
Extensão de 
lesão b)

(cm) 

Relação 
peso/comprimento 
colônico b)

(mg/cm) 

Incidência 
de Diarréia 
(%) 

Incidência  
de Aderência 
(%) 

1 Semana   
Branco (Não-Colitico) 
Controle (TNBS) 
C5 
C5+S5 
C5+S15 
C5+S25 
4-OHC25 
4-OHC+S5 
4-OHC+S15 
4-OHC+S25 
S25 

0***

6,5 (6-10) 
3 (1-5)* 

2 (0-7)* 

3,5 (0-6)* 

6,5 (0-9) 
3 (0-6)* 

4,5 (1-7) 
3,5 (0-6)* 

2 (1-6)* 

3 (1-9) 

0**

3,57 ± 0,61 
1,31 ± 0,37* 

0,96 ± 0,33*

1,30 ± 0,40* 

2,41 ± 0,71 
0,96 ± 0,46*

1,80 ± 0,42 
1,71 ± 0,66 
1,26 ± 0,32 
1,80 ± 0,94 

84,75 ± 2,06**

227,11 ± 26,33 
140,32 ± 9,62 
163,98 ± 28,45 

148,23 ± 13,74 
200,69 ± 48,81 
179,85 ± 16,70 
179,94 ± 25,66 
135,83 ± 9,54 
141,27 ± 8,40 
210,82 ± 70,81 

0*** 

83,33 
0*

33,33 
16,66*

33,33 
16,66*

33,33 
16,66*

16,66*

50 

0* 

33,3 
0* 

33,33 
16,66 
50 
50 
33,33 
0* 

16,66 
16,66 

2 Semana   
Branco (Não-Colitico) 
Controle (TNBS) 
C5 
C5+S5 
C5+S15 
C5+S25 
4-OHC25 
4-OHC25+S5 
4-OHC25+S15 
4-OHC25+S25 
S25 

0***

2 (0-5) 
1,5 (0-2) 
1 (0-2) 
1,5 (1-3) 
1 (0-2) 
1,5 (0-2) 
2,5 (0-4) 
1,5 (1-2) 
2 (1-2) 
2 (0-4) 

0**

1,88 ± 0,37 
0,46 ± 0,20 
0,50 ± 0,28 
0,68 ± 0,18 
0,36 ± 0,13 
0,78 ± 0,18 
0,73 ± 0,21 
0,63 ± 0,20 
1,46 ± 0,37 
1,36 ± 0,60 

95,04 ± 5,20**

136,38 ± 6,25 
122,27 ± 14,32 

100,05 ± 7,43 
136,28 ± 7,91 
128,62 ± 9,79 
123,12 ± 8,58 
124,75 ± 15,74 
122,28 ± 10,53 
114,96 ± 4,91 
168,72 ± 23,74 

0* 

33,33 
16,66 
33,33 
16,66 
16,66 
16,66 
16,66 
16,66 
16,66 
50 

0** 

80 

33,33 
0*

33,33 
0*

0*

0* 

0*

0* 

16,66*

3 Semana  
Branco (Não-Colitico) 
Controle com recidiva (C/Rec.) 
Controle sem recidiva (S/Rec.) 
C5 
C5+S5 
C5+S15 
C5+S25 
4-OHC25 
4-OHC25+S5 
4-OHC25+S15 
4-OHC25+S25 
S25 

0***

6 (4-7) ##

1 (0-3) ***

2 (1-4) *

1 (1-4) **

1,5 (1-3)* 

3 (1-4) 
2,5 (1-4) 
2 (0-2)* * 

2 (1-4)*

1 (1-2) **

3 (1-5) 

0**##

1,93 ± 0,19##

0,52 ± 0,12**

0,9 ± 0,39*

0,9 ± 0,24*

0,8 ± 0,23* 

1,55 ± 0,31 
1,11 ± 0,32#

1,10 ± 0,34*

0,90 ± 0,21* 

1,66 ± 0,37 
1,53 ± 0,33#

103,96 ± 3,72**

153,86 ± 6,42 
126,67 ± 2,60 
140,11 ± 5,89 
163,55 ± 12,12 
132,81 ± 6,05 
122,09 ± 10,51 
147,74 ± 8,17 
147,31 ± 20,29 
128,50 ± 7,33 
162,69 ± 16,94 

141,84 ± 10,91 

0* 

50 
0* 

0* 

16,66 
50 
66,66 

50 
40 
60 
40 
16,66 

 
0* 

33,33 
33,33 
33,33 
33,33 
33,33 
33,33 
16,66 
33,33 
16,66 
33,33 
16,66 

a Dados de escore foram expressos como mediana (range). b Dados de extensão de lesão e 
relação peso colônico foram expressos como média � S.E.M. *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05 vs. 
grupo controle; # p<0,05; ## p<0,01 vs. grupo controle S/Rec. Todos os grupos diferem de forma 
significativa do grupo branco p < 0,05 (significância não demonstrada na tabela). 
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2.2.1.5. Avaliação do peso corporal e do consumo de alimento 

 

O processo inflamatório intestinal foi associado à redução do consumo alimentar 

e a perda de peso corpóreo do animal. O consumo médio alimentar dos animais foi 

anotado diariamente após a indução de colite por TNBS/etanol.  

Primeira semana após a indução da colite. 

O tratamento com a associação C5+S5 aumentou o consumo de alimento e o 

peso corpóreo de animais com colite comparado com animais do grupo controle. Os 

demais tratamentos não evitaram a perda de peso corpóreo comparado com animais do 

grupo controle (Figuras 10A e 11A).   

Segunda semana após a indução da colite. 

Após o 7º dia, todos os animais restabeleceram o consumo de alimento. Além 

disso, o peso corpóreo dos animais de todos os tratamentos estudados não diferiu 

significativamente do grupo controle (Figuras 10B e 11B).   

Terceira semana após a indução da colite com recidiva no 15º dia. 

Após a recidiva da colite, o peso corpóreo dos animais de todos os tratamentos 

estudados não diferiu estatisticamente do grupo controle com recidiva (Figuras 10C e 

11C).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�



 

 

 

 

 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

A

Branco (Não-Colitico)
Controle (TNBS)
S(25mg/Kg)
C(5mg/Kg)
C(5mg/Kg)+S(5mg/Kg)
C(5mg/Kg)+S(15mg/Kg)
C(5mg/Kg)+S(25mg/Kg)
4-OHC(25mg/Kg)
4-OHC(25mg/Kg)+S(5mg/Kg)
4-OHC(25mg/Kg)+S(15mg/Kg)
4-OHC(25mg/Kg)+S(25mg/Kg)

**

Tratamento (7 dias)

Pe
so

 c
or

po
ra

l (
%

)

*

 
Figura 10A: Peso corporal (n=6-12). Animais com colite crônica tratados com os 
compostos-testes cumarina 5mg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25), 
sulfassalazina 25mg/Kg (S25) e com as associações das cumarinas com as diferentes 
doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 7 dias após a indução da colite. Os 
resultados foram expressos em média ± EPM. 
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Figura 10B: Peso corporal (n=6-12). Animais com colite crônica tratados com os 
compostos-testes cumarina 5mg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25), 
sulfassalazina 25mg/Kg (S25) e com as associações das cumarinas com as diferentes 
doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 14 dias após a indução da colite. Os 
resultados foram expressos em média ± EPM. 
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Figura 10C: Peso corporal (n=6-12). Animais com colite crônica tratados com os 
compostos-testes cumarina 5mg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25), 
sulfassalazina 25mg/Kg (S25) e com as associações das cumarinas com as diferentes 
doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 21 dias após a indução da colite. Os 
resultados foram expressos em média ± EPM. 
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Figura 11A: Consumo de alimento (n=6-12). Animais com colite crônica tratados com 
os compostos-testes cumarina 5mg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25), 
sulfassalazina 25mg/Kg (S25) e com as associações das cumarinas com as diferentes 
doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 7 dias após a indução da colite. Os 
resultados foram expressos em média de consumo de alimento por animal. 
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Figura 11B: Consumo de alimento (n=6-12). Animais com colite crônica tratados com 
os compostos-testes cumarina 5mg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25), 
sulfassalazina 25mg/Kg (S25) e com as associações das cumarinas com as diferentes 
doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 14 dias após a indução da colite. Os 
resultados foram expressos em média de consumo de alimento por animal. 
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Figura 11C: Consumo de alimento (n=6-12). Animais com colite crônica tratados com 
cumarina 5mg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25), sulfassalazina 
25mg/Kg (S25) e com as associações das cumarinas com as diferentes doses de 
sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 21 dias após a indução da colite. Os resultados 
foram expressos em média de consumo de alimento por animal. 
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2.2.2. Parâmetros bioquímicos 

    

2.2.2.1. Conteúdo de glutationa (GSH) total no cólon 

  

Os níveis de GSH do cólon foram depletados, após a indução da colite crônica 

por TNBS/etanol, como consequência do estresse oxidativo presente no cólon 

inflamado. Após a recidiva da colite, os níveis de GSH foram novamente depletados, 

em virtude da reinstalação do processo inflamatório colônico (Figura 12). 

Primeira semana após a indução da colite 

O tratamento oral com C5, 4-OHC25 e S25 e com as associações C5+S5, 

C5+S15, C5+S25 e 4-OHC25+S15 evitou a depleção dos níveis de GSH no cólon 

comparado com o grupo controle (Figuras 12A e 12B). 

Segunda semana após a indução da colite 

O composto-teste isolado 4-OHC25 e as associações das cumarinas com a 

sulfassalazina evitaram a depleção dos níveis de GSH no cólon comparado com o grupo 

controle (Figuras 12A e 12B). 

Terceira semana após a indução da colite com recidiva no 14º dia 

Os compostos-testes isolados C5, 4-OHC25 e S25 e as associações C5+S5 e 

C5+S15 evitaram a depleção dos níveis de GSH no cólon comparado com grupo 

controle com recidiva (Figuras 12A e 12B). 
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Figura 12: Conteúdo de glutationa (GSH) colônica de animais com colite crônica 
induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associação com 
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associação com as diferentes doses de sulfassalazina (5, 
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média � E.P.M. (n=6 a 12). *p�0,05 e 
**p�0,01 comparado ao grupo controle. # p�0,05 e ## p�0,01 comparado com o grupo 
controle sem recidiva. 
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2.2.2.2. Atividade da mieloperoxidase (MPO) no cólon 

 

A MPO é uma enzima encontrada nos neutrófilos e sua atividade no cólon está 

relacionada à infiltração de neutrófilos. Após a indução da colite crônica os animais do 

grupo controle tiveram aumento da atividade da MPO colônica em comparação aos 

animais do grupo branco (animais que não tem colite). Entretanto, após a recidiva da 

colite, não houve diferença estatística entre os animais que receberam a segunda dose de 

TNBS (grupo controle com recidiva) e animais que não receberam a segunda dose de 

TNBS (grupo controle sem recidiva) com relação à atividade da MPO colônica (Figura 

13).  

Primeira semana após a indução da colite 

O composto-teste isolado C5 e as associações C5+S5 e 4-OHC25+S15 

reduziram significativamente a infiltração de neutrófilos no cólon inflamado comparado 

ao grupo controle (Figuras 13A e 13B).  

Segunda semana após a indução da colite 

A associação C5+S15 diminuiu a atividade da MPO colônica comparado com o 

grupo controle. Os demais tratamentos estudados não reduziram a atividade da MPO 

colônica (Figura 13A). 

Terceira semana após a indução da colite com recidiva no 14º dia 

Os tratamentos estudados não reduziram significativamente os níveis de MPO 

colônico (Figuras 13A e 13B). 

Nas três semanas, o tratamento com a S25 não inibiu de forma significativa à 

atividade da MPO colônica (Figuras 13A e 13B). 
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Figura 13: Atividade de mieloperoxidase (MPO) colônica de animais com colite 
crônica induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua 
associação com as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 
4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e da sua associação com as diferentes doses de 
sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média � E.P.M. (n=6 
a 12). *p�0,05 e **p�0,01 comparado ao grupo controle. # p�0,05 comparado com o 
grupo controle sem recidiva.  
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2.2.2.3. Atividade da fosfatase alcalina (FA) no cólon 

 

A atividade da FA foi elevada no cólon dos animais, após a indução da colite 

crônica por TNBS/etanol. E ainda, após a recidiva da colite, os níveis de FA foram mais 

elevados no cólon dos animais do grupo controle com recidiva do que no cólon dos 

animais do grupo controle sem recidiva, o que indica que o processo inflamatório foi 

novamente instalado (Figura 14). 

Primeira semana após a indução da colite 

O tratamento oral com os compostos-testes C5 e 4-OHC25 e com as associações 

C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 diminuiu a atividade da FA 

comparado com o grupo controle (Figuras 14A e 14B).  

 Segunda semana após a indução da colite 

As associações C5+S5 e 4-OHC25+S15 e o composto-teste 4-OHC25 

diminuíram a atividade da FA comparado ao grupo controle (Figuras 14A e 14B). 

 Terceira semana após a indução da colite com recidiva no 14º dia 

Os compostos-testes C5 e 4-OHC25 e a associação C5+S25 diminuíram a 

atividade da FA comparado com o grupo controle com recidiva (Figuras 14A e 14B).  

Nas três semanas, o tratamento com a S25 não inibiu de forma significativa à 

atividade da FA colônica (Figuras 14A e 14B). 
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Figura 14: Atividade da fosfatase alcalina (FA) colônica de animais com colite crônica 
induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associação com 
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associação com as diferentes doses de sulfassalazina (5, 
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média � E.P.M. (n=6 a 12). *p�0,05 e 
**p�0,01 comparado ao grupo controle. ## p�0,01 comparado com o grupo controle 
sem recidiva.  
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2.2.2.4. Conteúdo de malonaldeído (MDA) no cólon 

 

Os níveis de MDA foram aumentados, após a indução da colite por 

TNBS/etanol, como conseqüência do estresse oxidativo presente no cólon inflamado. 

Após a recidiva da colite, os níveis de MDA foram novamente aumentados, devido à 

reinstalação do processo inflamatório intestinal (Figura 15). 

Primeira semana após a indução da colite 

O tratamento oral com os compostos-testes C5, 4-OHC25 e S25 e com as 

associações das cumarinas com a sulfassalazina diminuíram os níveis de MDA no cólon 

inflamado comparado com o grupo controle  (Figuras 15A e 15B). 

Segunda semana após a indução da colite 

O composto-teste C5 e as associações C5+S25 e 4-OHC25+S5 diminuíram os 

níveis de MDA no cólon inflamado (Figuras 15A e 15B). 

Terceira semana após a indução da colite com recidiva no 14º dia 

O composto-teste 4-OHC25 e a associação 4-OHC25+S15 diminuíram os níveis 

de MDA no cólon comparado com o grupo controle com recidiva (Figura 15B). 
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Figura 15: Conteúdo de malonaldeído (MDA) colônico de animais com colite crônica 
induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associação com 
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associação com as diferentes doses de sulfassalazina (5, 
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média � E.P.M. (n=6 a 12). *p�0,05 e 
**p�0,01 comparado ao grupo controle. # p�0,05 comparado com o grupo controle sem 
recidiva.  
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2.2.3. Análise microscópica do cólon 

 

O cólon dos animais do grupo branco (não-colitico) apresentou estrutura normal, 

onde pode-se observar a mucosa com as glândulas tubulares retas com células 

caliciformes e lâmina própria não edemaciada e, a submucosa com tecido conjuntivo 

levemente denso e também não edemaciada (Figuras 17A, 19A e 21A, Tabela 5). 

Os animais do grupo controle apresentaram desorganização severa na 

histoarquitetura do cólon, ulceração e inflamação envolvendo todas as camadas do cólon 

durante as três semanas de experimentos (Figuras 17B, 19B e 21B, Tabela 5). 

 As amostras de cólon de animais com colite não tratados foram também 

caracterizadas por edema severo e infiltração difusa de leucócitos, composto 

principalmente por neutrófilos na camada mucosa e por linfócitos na submucosa. O 

processo inflamatório foi associado também à hiperplasia e dilatação das criptas. 

Primeira semana após a indução da colite 

O tratamento com C5, 4-OHC25 e S25 demonstrou mucosa recuperada sem 

ulceração e infiltração leve de células inflamatórias comparado com animais do grupo 

controle. Além disso, o envolvimento transmural das lesões foi reduzido (Figuras 17C, 

17D e 17E, Tabela 5). 

A associação C5+S5 apresentou menor infiltrado mononuclear e granulocítico 

nas camadas mucosa e submucosa comparado com o grupo controle (Figura 17F). O 

tratamento com as associações 4-OHC25+S5 e 4-OHC25+S15 diminuiu a infiltração de 

células inflamatórias na submucosa comparado com o grupo controle (Figuras 18C e 

18D, Tabela 5). 

As demais associações C5+S15, C5+S25 e 4-OHC25+S25 não diminuíram 

estatisticamente o processo inflamatório intestinal induzido por TNBS/etanol 

comparado com o grupo controle (Figuras 18A, 18B e 18E, Tabela 5). 

Segunda semana após a indução da colite 

Os tratamentos estudados não reduziram de forma significativa o processo 

inflamatório intestinal induzido por TNBS/etanol em ratos comparado com o grupo 

controle (Figuras 19C, 19D, 19E, 19F, 20A, 20B, 20C, 20D e 20E, Tabela 5). 

Terceira semana após a indução da colite com recidiva no 14º dia 
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Após a recidiva, o processo inflamatório intestinal foi novamente instalado, o 

que pode ser comprovado quando comparados os grupos controle com recidiva e sem 

recidiva da colite (Figuras 21B e 21C, Tabela 5). 

Os compostos-testes C5 e 4-OHC25 preveniram a recidiva do processo 

inflamatório intestinal, evidenciada por um menor infiltrado de células inflamatórias nas 

camadas mucosa e submucosa, e também evitaram a ulceração no epitélio comparado 

com o grupo controle com recidiva (Figuras 21D e 21E, Tabela 5). 

As associações C5+S5 e C5+S15 também preveniram a recidiva do processo 

inflamatório intestinal, diminuindo o infiltrado inflamatório nas camadas mucosa e 

submucosa e também reduziram o edema (Figuras 22A e 22B, Tabela 5).  

O tratamento com as associações C5+S25, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-

OHC25+S25 e com S25 apresentou infiltrado inflamatório moderado a severo nas 

camadas mucosa e submucosa (Figuras 22C, 22D, 22E, 22F e 21F, Tabela 5). 
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Tabela 5: Avaliação microscópica da cumarina, 4-hidroxi-cumarina e de suas 
associações com a sulfassalazina na fase crônica da colite induzida por TNBS/etanol em 
ratos. 

Grupo Escore microscópico
(0-27)

 
Branco 
Controle C/Rec. 
Controle S/Rec. 
C5 
C5+S5 
C5+S15 
C5+S25 
4-OHC25              
4-OHC25+S5 
4-OHC25+S15 
4-OHC25+S25 
S25 

       1 Semana 
         0(0-0) ***

 21,5(19-24) 
- 

9,5(7-10)**

        11(6-15)*

        11(10-13) 
        10(9-15) 
        9(6-13)**

        9,5(8-12)**

        10(8-13)*

        14(9-16) 
        8(6-16)**

       2 Semanas 
0(0-0) ***

          11(9-17) 
- 

8,5(7-11) 
          10(7-13) 

11,5(9-16) 
11,5(7-16) 

         10(8-12) 
10,5(7-10) 

         11(9-14) 
11,5(7-15) 

         11(7-14) 

3 Semanas 
0(0-0) ***  

18(15-24) 
    6,5(5-11)***

9,5(8-14)*

10(8-13)*

10(9-15)*

10(10-16) 
9(5-10)**

13(10-16) 
            11(7-14) 

10,5(9-15) 
            10,5(8-15) 

Os dados foram expressos em mediana e range. *p<0,05; **p<0,01 comparado com o 
grupo controle. Todos os grupos diferem de forma significativa do grupo branco p < 0,01 
(significância não demonstrada na tabela). 
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Figura 17: Fotomicrografias da mucosa do cólon de ratos na fase crônica da doença, primeira 
semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) (Aumento 100X).  
(A) Branco (animal não colitico) com histologia normal do cólon de rato. Lâmina própria com 
esparsas células inflamatórias (asteriscos) entre as glândulas mucosa (setas). Submucosa (sbm); (B) 
Controle (TNBS) com ulceração (cabeça de setas) e infiltração severa de células inflamatórias 
(asteriscos) na lamina própria e na sbm; (C) C5 animais com colite tratados com cumarina 
(5mg/Kg) com restabelecimento da organização do cólon e leve infiltração de células inflamatórias 
(asteriscos) entre as glândulas (setas); (D) 4-OHC25 animais com colite tratados com 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) evidenciando leve processo inflamatório (asteriscos) entre as glândulas (setas) 
na lâmina própria; (E) S25 animais com colite tratados com sulfassalazina (25mg/Kg) 
demonstrando leve infiltrado inflamatório (asteriscos) entre as glândulas (setas) e na submucosa 
(sbm) e (F) C5+S5 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg) e sulfassalazina (5mg/Kg) 
evidenciando pouco infiltrado inflamatório (asterisco) entre as glândulas na lâmina própria (setas). 
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Figura 18: Fotomicrografias da mucosa do cólon de ratos na fase crônica da doença, 
primeira semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina 
(HE) (Aumento 100X). (A) C5+S15 animais com colite tratados com cumarina 
(5mg/Kg) e sulfassalazina (15mg/Kg); (B) C5+S25 animais com colite tratados com 
cumarina (5mg/Kg) e sulfassalazina (25mg/Kg); (C) 4-OHC25+S5 animais com colite 
tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e sulfassalazina (5mg/Kg); (D) 4-
OHC25+S15 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e 
sulfassalazina (15mg/Kg) e (E) 4-OHC25+S25 animais com colite tratados com 4-
hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e sulfassalazina (25mg/Kg) com leve infiltração de células 
inflamatórias (asterisco). 

�



     

Figura 19: Fotomicrografias da mucosa do cólon de ratos na fase crônica da doença, 
segunda semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE). 
(A) Branco (animal não colitico) com histologia normal do cólon de rato; (B) Controle (TNBS) 
com ulceração (cabeça de setas) e infiltração severa de células inflamatórias (asterisco) na lamina 
própria e na submucosa (sbm); (C) C5 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg); 
(D) 4-OHC25 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg); (E) S25 
animais com colite tratados com sulfassalazina (25mg/Kg) e (F) C5+S5 animais com colite 
tratados com cumarina (5mg/Kg) e sulfassalazina (5mg/Kg). 

 

�



         

Figura 20: Fotomicrografias da mucosa do cólon de ratos na fase crônica da doença, 
segunda semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) 
(Aumento 100X). (A) C5+S15 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg) e 
sulfassalazina (15mg/Kg); (B) C5+S25 animais com colite tratados com cumarina 
(5mg/Kg) e sulfassalazina (25mg/Kg); (C) 4-OHC25+S5 animais com colite tratados com 
4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e sulfassalazina (5mg/Kg); (D) 4-OHC25+S15 animais 
com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e sulfassalazina (15mg/Kg) e (E) 
4-OHC25+S25 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e 
sulfassalazina (25mg/Kg). 
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Figura 21: Fotomicrografias da mucosa do cólon de ratos na fase crônica da doença, 
terceira semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) 
(Aumento 100X). (A) Branco (animal não colitico) com histologia normal do cólon de 
rato; (B) Controle c/rec. animais que receberam a segunda dose de TNBS, mostrando 
ulceração na mucosa (cabeça da seta), infiltração severa de células inflamatórias na lâmina 
própria e submucosa (sbm) e presença de edema; (C) Controle s/rec. animais que não 
receberam a segunda dose de TNBS, mostrando infiltrado inflamatório leve (asterisco); (D) 
C5 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg) com restabelecimento da organização 
do cólon e leve infiltração de células inflamatórias (asterisco) entre as glândulas (seta); (E) 4-
OHC25 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) com 
restabelecimento da organização do cólon e leve infiltração de células inflamatórias (asterisco) 
entre as glândulas (seta); (F) S25 animais com colite tratados com sulfassalazina (25mg/Kg), 
demonstrando moderada infiltração de células inflamatórias na sbm (asterisco).  
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Figura 22: Fotomicografias da mucosa do cólon de ratos na fase crônica da doença, 
terceira semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina 
(HE) (Aumento 100X). (A) C5+S5 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg) 
e sulfassalazina (5mg/Kg) com restabelecimento da organização do cólon e leve infiltração de 
células inflamatórias (asterisco) entre as glândulas (seta); (B) C5+S15 animais com colite 
tratados com cumarina (5mg/Kg) e sulfassalazina (15mg/Kg) com restabelecimento da 
organização do cólon e leve infiltração de células inflamatórias (asterisco) entre as glândulas 
(seta); (C) C5+S25 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg) e sulfassalazina 
(25mg/Kg); (D) 4-OHC25+S5 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina 
(25mg/Kg) e sulfassalazina (5mg/Kg); (E) 4-OHC25+S15 animais com colite tratados 
com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e sulfassalazina (15mg/Kg) com severa infiltração 
de células inflamatórias na submucosa (sbm) e na lâmina própria (asterisco) e (F) 4-
OHC25+S25 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e 
sulfassalazina (25mg/Kg) com moderada infiltração de células inflamatórias na 
submucosa e na lâmina própria (asterisco). 
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CAPÍTULO 5 

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

 

1. Discussão  

 

O termo Doença Inflamatória Intestinal (DII) refere-se a doenças crônicas do 

trato gastrointestinal e compreende fundamentalmente a Colite Ulcerativa (CU) e a 

Doença de Crohn (DC), ambas com etiologia desconhecida (Katz et al., 1999). Os 

tratamentos existentes até o momento são para combater os sintomas destas doenças. 

Embora estes tratamentos sejam geralmente efetivos, eles apresentam significantes 

efeitos colaterais. 

A primeira opção terapêutica utilizada no tratamento da DII é o fármaco 

sulfassalazina. Apesar de seu mecanismo de ação não ser completamente conhecido, 

sabe-se que estes fármacos sequestram radicais livres, protegendo as células da mucosa 

intestinal da ação destes que são citotóxicos, além de inibirem a síntese de 

prostaglandinas, por inibirem a via da ciclooxigenase (Peppercorn, 1994). Apesar de seu 

efeito benéfico, a sulfassalazina induz diversos efeitos colaterais como dores de cabeça, 

náuseas, anorexia, dispepsia, reações alérgicas, febre, hemólise, neutropenia e anemia 

(Ransford e Langman, 2002), principalmente devido ao uso prolongado no tratamento 

das DII. A maioria destes efeitos pode ser revertida com a diminuição da dose utilizada. 

Entretanto, esse procedimento diminui a eficácia do tratamento. Por esta razão, a 

comunidade científica vem buscando novas estratégias de tratamentos para combater as 

DII (Di Stasi et al., 2004; Bailón et al., 2008), especialmente com o uso de probióticos e 

prebióticos (Osman et al., 2004; Matsumoto et al., 2005; Camuesco et al., 2005; Perán 

et al., 2005; Damaskos e Kolios, 2008) e de compostos polifenólicos, especialmente 

flavonóides e cumarinas (Cruz et al., 1998, Sánchez de Medina et al., 1996; Gálvez et

al., 2001; Di Stasi et al., 2004; Jiang et al., 2006). Entre as cumarinas destacam-se os 

efeitos descritos em nosso estudo com a cumarina e a 4-hidroxi-cumarina, ambas com 

atividade antiinflamatória intestinal (Luchini et al., 2008). Com base nestes resultados 

preliminares, considerou-se que o uso combinado da cumarina ou da 4-hidroxi-

cumarina com a sulfassalazina poderia representar uma estratégia terapêutica para o 

tratamento da colite, especialmente considerando-se a possibilidade de manutenção e/o 

aumento da eficácia com redução dos efeitos colaterais decorrentes da administração de 

sulfassalazina.  
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Para avaliar os efeitos antiinflamatórios destes compostos, foi utilizado o modelo 

de colite induzido por ácido trinitrobenzenosulfônico (TBNS) em ratos. Trata-se de um 

dos modelos mais utilizados para a avaliação da atividade de novos produtos e por 

mimetizar várias das características histopatológicas, bioquímicas e clínicas da DII em 

humanos. Este modelo é facilmente reproduzível e apresenta baixo custo. A 

administração intracolônica de TNBS em uma solução alcoólica (etanol 50%) rompe as 

membranas celulares e o TNBS age como um hapteno, promovendo uma resposta 

imunológica (Morris et al., 1989). O TNBS também provoca efeito citotóxico direto 

sobre o epitélio intestinal, por produzir espécies reativas de oxigênio (Grisham et al., 

1991) e depletar os níveis de glutationa (Ardite et al., 2000). Estes eventos induzem o 

surgimento de lesões na parede do cólon, aumento a permeabilidade intestinal e 

produção de mediadores inflamatórios (Yamada et al., 1992).  

Em nosso estudo foram testadas várias doses de cumarina e de 4-hidroxi-

cumarina nas fases aguda e crônica com recidiva, no modelo de colite induzida por 

TNBS/etanol em ratos. Os resultados demonstraram que ambas as cumarinas 

apresentaram atividade antiinflamatória intestinal, tanto na fase aguda quanto na fase 

crônica da colite com recidiva. Este efeito foi associado à diminuição do estresse 

oxidativo colônico, devido à inibição da depleção da GSH colônica com os tratamentos 

(Luchini et al., 2008), no entanto, outras ações farmacológicas destes compostos devem 

estar envolvidas na produção deste efeito. Neste sentido, buscou-se avaliar os efeitos 

destes compostos sobre a síntese de citocinas pró-inflamatórias envolvidas na colite 

experimental e humana, utilizando diferentes linhagens celulares (Caco2, RAW 264.7. e 

linfócitos de camundongos). Os resultados mostram que a cumarina foi capaz de 

diminuir os níveis de IFN-� pelos linfócitos enquanto que a 4-hidroxi-cumarina foi hábil 

em diminuir os níveis de IL-8 pela Caco2, IL-1� pela RAW 264.7. e IL-2 pelos 

linfócitos.  

A IL-8 é um importante agente quimiotático para neutrófilos, mas também pode 

ser para outros leucócitos, como basófilos e células T. Esta citocina pode ser produzida 

tanto por células leucocitárias, como por células endoteliais, epiteliais e fibroblastos 

(Podolsky e Fiocchi, 2000). Numerosos ensaios in vitro revelam que no intestino 

inflamado a migração de neutrófilos pelos vasos depende da secreção de IL-8 pelas 

células epitelias. A IL-8 é uma citocina induzível, desta maneira é dificilmente 

encontrada em células não estimuladas. Seus níveis se elevam em resposta a citocinas 

pró-inflamatórias como TNF-�, IL-1� e estímulos como o LPS (Van Deventer, 1997).
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No presente estudo, como modelo de células epiteliais colônicas foi utilizado células de 

adenocarcinoma de cólon humano Caco2, a qual produziu quantidade elevada de IL-8 

em resposta a IL-1�. A 4-hidroxi-cumarina diminuiu os níveis de IL-8 no sobrenadante 

das células Caco2, o que sugere que este mecanismo de ação pode estar envolvido no 

seu efeito antiinflamatório intestinal. Este efeito não se deve a uma ação tóxica sobre as 

células, pois não apresentou efeito algum sobre a viabilidade celular. Compostos com 

atividade antiinflamatória intestinal tais como o gel de aloe vera extraído das folhas de 

Aloe barbadensis (Langmead  et al., 2004) e a berberina (Zhow e Mineshita, 2000) 

também diminuem os níveis de IL-8 no sobrenadante da cultura de Caco2. 

Os monócitos e os macrófagos constituem a fonte principal de TNF-� e IL-1�, 

ambas envolvidas no início e na manutenção da resposta inflamatória. Entre os 

estímulos que regulam a síntese de TNF-� e IL-1� encontram-se os ligados aos 

receptores tipo “Toll” (TLRs), como o LPS, que se une ao TLR4 (Beck e Wallace, 

1997). Existem relatos na literatura que a concentração de IL-1� no intestino está 

aumentada nos pacientes com CU e DC (Ligumsky et al., 1990; Mahida et al., 1999) 

assim como em modelos experimentais de inflamação intestinal (Rachmilewitz et al., 

1989; Morteau et al., 1993). A IL-1� é considerada um marcador da inflamação mais 

sensível que a atividade da MPO na fase crônica do processo inflamatório intestinal 

(Sánchez de Medina et al., 1996). Neste estudo, os macrófagos de camundongo RAW 

264.7 foram estimulados com LPS a produzir IL-1�. Neste estudo, a 4-hidroxi-cumarina 

diminuiu os níveis de IL-1� no sobrenadante de macrófagos de camundongo RAW 

264.7, o que sugere que este mecanismo de ação pode estar envolvido no seu efeito 

antiinflamatório intestinal. Este efeito também não se deve a uma ação tóxica sobre as 

células, pois não apresentou efeito algum sobre a viabilidade celular. Resultado 

semelhante foi obtido por Blonska et al. (2003), os quais demonstraram que os 

flavonóides crisina, galangina, kaempferol e quercetina diminuem, in vitro, os níveis de 

IL-1� no sobrenadante  das células RAW 264.7. 

As citocinas IL-2 e IFN-� são produzidas por linfócitos ativados. A IL-2 interage 

com o seu receptor especifico na superfície do linfócito induzindo a expansão clonal de 

linfócitos T efetores. Os níveis plasmáticos de IL-2 como de seu receptor encontram-se 

aumentados em pacientes com DII, o que sugere que a diminuição da secreção de IL-2 

pode ser benéfica no processo inflamatório intestinal (Ardizzone, 2009). Isto tem sido 

demonstrado pelo uso de ciclosporina A em pacientes com CU resistentes aos 

corticóides (Hanauer, 2004). A ciclosporina A é um fármaco imunomodulador que 
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diminuiu a secreção de IL-2 pelos linfócitos. O IFN-� promove a apresentação de 

antígenos pelos macrófagos, suprime a atividade da célula Th2, causa a expressão do 

complexo de histocompatibilidade maior de classe II nas células epiteliais, promove 

adesão e a ligação necessária para a migração de leucócitos e promove a ativação das 

células natural killer (Rutgeersts, et al., 2009). Estudos têm reportado aumento na 

produção de IFN-� no cólon de pacientes com DII (Niessner et al., 1995; Desreumaux et

al., 1997). Atualmente tem-se usado fontolizumab (anticorpo monoclonal humanizado 

IgG1 contra IFN-�) no tratamento de casos moderados a severo de pacientes com DC 

(Reinisch, 2006). Assim, drogas que promovam a diminuição da secreção de IFN-� e 

IL-2 por linfócitos podem ser benéficas para o tratamento das DII.

Para avaliar o papel das cumarinas sobre a secreção destes mediadores, foi 

utilizado o baço de camundongos da cepa Balb´c. Os linfócitos se ativam com 

concanavalina A, que se unem diretamente a um receptor antigênico e levam 

aproximadamente umas 24 horas para começar a proliferar. Como resultado produz 

altas quantidades de IL-2 e IFN-�, além de outras citocinas. Neste estudo, a 4-hidroxi-

cumarina diminuiu os níveis de IL-2 e a cumarina diminuiu os níveis de IFN-� no 

sobrenadante dos linfócitos, o que sugere que estes mecanismos de ação podem estar 

envolvidos nos seus efeitos antiinflamatórios intestinais. Estes efeitos também não se 

devem a uma ação tóxica sobre as células, pois as cumarinas não apresentaram efeito 

algum sobre a viabilidade celular. Compostos com atividade antiinflamatória intestinal 

tais como o changtai (Liu et al., 2008) e 1,25 diidroxivitamina D3 (Ardizzone et al., 

2009) também diminuíram os níveis de IL-2 e IFN-� de linfócitos. 

As cumarinas são compostos extremamente variáveis em sua estrutura química, 

com vários tipos de substituição na sua estrutura básica, que podem influenciar sua 

atividade biológica (Kostova, 2005).  Neste estudo, os resultados dos ensaios in vitro e

ex vivo demonstraram que a presença de hidroxila no carbono 4 na molécula original de 

cumarina (4-hidroxi-cumarina) proporcionou maior atividade biológica a cumarina, ou 

seja, a 4-hidroxi-cumarina diminuiu  os níveis de IL-8 na Caco2, IL-1� na Raw 264.7 e 

IL-2 nos linfócitos, enquanto  que a cumarina  diminuiu  apenas os níveis de IFN- � 

pelos linfócitos.  

O presente estudo mostrou também o efeito exercido por diferentes associações 

de cumarina 5mg/Kg (C5) ou 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25) com a 

sulfassalazina 5, 15 e 25mg/Kg (C5+S5, C5+S15, C5+25, 4-OHC25+S5, 4-

OHC25+S15 e 4-OHC25+S25) na melhora do insulto provocado pela instalação 
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intracolônica de TNBS/etanol em ratos em duas condições experimentais: aguda e 

crônica com recidiva.  

Na avaliação dos efeitos da associação entre as cumarinas e a sulfassalazina, 

destacaram-se em prevenir a colite, em ambas as fases aguda e crônica, as associações 

de C5+S5 e 4-OHC25+S15, as quais também preveniram os efeitos causados pela 

recidiva da colite. Pode-se considerar que estes resultados são importantes, uma vez que 

os objetivos principais da terapia contra a DII são o de induzir a remissão da doença 

quando está ativa e prolongar o período de remissão quando está quiescente, já que a 

duração da remissão é importante para a determinação da severidade da doença e a 

qualidade de vida dos pacientes (Gálvez et al., 2003).  

Neste estudo, a colite foi caracterizada pelo espessamento da parede do intestino, 

evidenciado por um significante aumento da relação peso/comprimento, aparecimento 

de fezes diarréicas, incidência de aderência, depleção dos níveis de GSH e aumento da 

atividade das enzimas FA e MPO nas duas condições experimentais (aguda e crônica 

com recidiva). Além disso, a inflamação da fase crônica foi associada também com 

aumento dos níveis de MDA colônico. Todos estes resultados confirmam que em ambas 

as condições experimentais ocorrem uma resposta inflamatória ativa derivada da 

atividade exarcebada das células imunes presentes no infiltrado inflamatório intestinal. 

Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por outros autores estudando compostos 

como a morina e a paepalantina (Galvéz et al., 2001; Di Stasi et al., 2004). 

Na fase aguda da colite, a administração oral de C5 ou 4-OHC25 ou S25 não 

reduziu de forma significativa a extensão e a severidade das lesões colônicas no 

processo inflamatório induzido por TNBS/etanol em ratos. Quando as cumarinas foram 

associadas com a sulfassalazina C5+S25 e 4-OHC25+S15 ocorreu ação conjunta 

verificada pela redução do índice de lesão. Na fase crônica da colite, o tratamento oral 

com C5 ou S25 e com as associações C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 

4-OHC25+S25 preveniu macroscopicamente a extensão e a severidade da lesão 

induzida pela segunda dose de TNBS/etanol comparado com o grupo controle com 

recidiva. Esta avaliação macroscópica sugere que, após 21 dias de tratamento, estas 

estratégias farmacológicas promoveram efeitos preventivos sobre o dano colônico. 

Além disso, as associações C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25, assim 

como os compostos-testes C5 e 4-OHC25 também reduziram o escore e/ou a extensão 

das lesões na primeira semana após a indução da colite, indicando que estes tratamentos 

possuem efeito curativo neste modelo experimental. 
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Exceto para C5 na fase aguda, todos os tratamentos estudados em ambas as fases 

não foram efetivos na redução da relação peso/comprimento colônico. Este parâmetro, 

relação peso/comprimento colônico, é de difícil recuperação devido à severa e extensiva 

lesão induzida no cólon pelo TNBS/etanol, o qual é difícil ser superado por tratamentos 

farmacológicos (Veljaca et al., 1995).  

Os efeitos preventivos (fase aguda) dos compostos-testes C5 e 4-OHC25 bem 

como das associações C5+S25 e 4-OHC25+S15 foram relacionados à redução 

significativa da incidência de diarréia, indicando restauração da capacidade de absorção 

do cólon, a qual é profundamente alterada como conseqüência do processo inflamatório 

intestinal (Sanchez de Medina et al., 2002). Os efeitos curativos (fase crônica) dos 

compostos-testes C5 e 4-OHC25 bem como das associações C5+S15, 4-OHC25+S15 e 

4-OHC25+S25 foram também relacionados à redução da incidência de diarréia no colón 

na primeira semana após a indução da colite. 

A presença de aderência entre o cólon e órgãos adjacentes, a qual resulta na 

inflamação transmural, é um aspecto comum da DC (Levine, 1994) e da colite 

experimental induzida por TNBS/etanol (Yamada et al., 1992; Bell et al., 1995). As 

associações C5+25, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 diminuíram a 

incidência de aderência, indicando efeito protetor destas associações. Na fase crônica, o 

composto-teste C5 e a associação 4-OHC25+S15 evitaram o aparecimento de aderência 

na primeira semana após a indução da colite. Além disso, as associações C5+S5, 

C5+S25, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 e os compostos isolados 4-

OHC25 e S25 evitaram o aparecimento de aderência na segunda semana após a indução 

da colite, sugerindo efeito curativo destes tratamentos. 

O processo inflamatório intestinal agudo e crônico induzido por TNBS/etanol 

provocou nos animais redução do consumo de alimento e conseqüentemente perda de 

peso corpóreo, conforme já reportado por outros autores (Gálvez et al., 2000; Di Stasi et

al., 2004). Na fase aguda, foi verificado que todos os grupos tratados tiveram índices 

semelhantes de peso corpóreo e consumo de alimento comparado a animais do grupo 

controle. O efeito curativo (fase crônica) da associação C5+S5 foi também associado ao 

aumento do consumo de alimento e ao ganho de peso corpóreo na primeira semana após 

a indução da colite. 

A atividade antiinflamatória dos compostos-testes C5 e 4-OHC25, na fase aguda 

da colite, foi também confirmada bioquimicamente pela mensuração dos níveis de MPO 

no cólon inflamado.  A MPO é uma enzima predominantemente encontrada nos 
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grânulos azurófilos dos neutrófilos, e é um marcador bioquímico de neutrófilos 

(Yamada et al., 1992; Villegas et al., 2003) e sua mensuração tem sido amplamente 

utilizada para acompanhar o processo inflamatório (Camuesco et al., 2005). A redução 

da atividade desta enzima pode ser interpretada como manifestação da propriedade 

antiinflamatória de um dado composto (Veljaca et al., 1995). Ao associar as cumarinas 

com a sulfassalazina na fase aguda da colite, a atividade da MPO colônica não foi 

inibida significativamente. Verificou-se também que a associação de 4-OHC25+S5 

aumentou a atividade da MPO colônica. Este efeito próinflamatório indesejável pode ser 

devido a interações farmacocinéticas e farmacodinâmicas decorrente da associação 

destes compostos, mas para a explicação destes efeitos novos estudos são necessários. 

Um efeito dual tem sido descrito para vários flavonóides, como diosmina e hesperidina 

(Crespo et al., 1999), quercitrina (Sánchez de Medina et al., 1996) e silimarina (Cruz et

al., 2001), e para a paepalantina (Di Stasi et al., 2004); em baixas doses esses 

compostos se comportam como antioxidantes e antiinflamatórios em cólon de ratos e 

em altas doses, como prooxidantes e proinflamatórios.   

Diferentemente do que ocorreu na fase aguda, o tratamento com as associações 

C5+S5 e 4-OHC25+S15 na fase crônica foram capazes de reduzir a extensão do 

infiltrado neutrofílico no cólon na primeira semana após a administração de TNBS, a 

qual foi determinada pela redução da atividade da MPO colônica, assim como o 

tratamento com o composto-teste C5. Compostos com atividade antiinflamatória 

intestinal tais como rutosídeo (Cruz et al., 1998), quercitrina (Sánchez de Medina et al., 

1996; Camuesco et al., 2004), morina (Gálvez et al., 2001) e curcumina (Jiang et al., 

2006), também foram capazes de reduzir a atividade enzimática da MPO colônica. 

Microscopicamente, a DII é caracterizada pela infiltração de um grande número 

de células como neutrófilos, eosinófilos, monócitos e macrófagos na camada mucosa e 

lâmina própria e o infiltrado inflamatório é acompanhado de lesão na mucosa, aumento 

da permeabilidade vascular, rompimento da matriz extracelular, edema, dano nas 

células epiteliais e ulceração (Asakura et al., 2007). O aumento de células inflamatórias 

na mucosa e submucosa na DII promove a síntese e liberação de uma série de diferentes 

mediadores pró-inflamatórios, incluindo eicosanóides, citocinas e metabólitos reativos 

de oxigênio e nitrogênio, os quais são responsáveis pela perpetuação da resposta 

inflamatória (Pavlick et al., 2002).  O efeito antiinflamatório dos compostos-testes C5 e 

4-OHC25 e das associações C5+S5 e C5+S25 na fase aguda foi também confirmado 

microscopicamente pela redução da proliferação de células inflamatórias na mucosa e 
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na submucosa. Na fase crônica, os animais tratados com os compostos-testes C5 e 4-

OHC25 apresentaram menor dano tecidual com menor presença de infiltrado 

inflamatório, o que pode ser observado pela diminuição do escore microscópico tanto na 

primeira, quanto na terceira semana após a indução da colite, reforçando que estes 

tratamentos apresentam tanto efeitos curativos como preventivos no modelo crônico de 

colite induzido por TNBS/etanol. Dentre as associações testadas no presente estudo, a 

associação de C5+S5 foi mais efetiva em reduzir o dano histológico que as demais 

associações, porque reduziram o infiltrado inflamatório tanto na primeira, quanto na 

terceira semana após a indução da colite, demonstrando efeitos curativos e preventivos. 

As demais associações testadas tiveram apenas efeito ou curativo ou preventivo. 

Os radicais livres de oxigênio e nitrogênio possuem papel chave na 

fisiopatologia da inflamação intestinal (Yamada e Grisham, 1994). Loguercio et al., 

(1996) propuseram que o dano causado inicialmente pelo modelo de colite induzido por 

TNBS/etanol, é devido à produção elevada de radicais livres, sem a participação de 

componentes derivados do processo inflamatório. Inicialmente o aumento da produção 

de radicais livres induz a lipoperoxidação que termina com a liberação de mediadores 

quimiotáticos, que por sua vez, recrutam células inflamatórias (neutrófilos) a infiltrarem 

a mucosa danificada. O infiltrado neutrofílico induz uma alta produção de radicais 

livres. O estresse oxidativo resultante, depleta as defesas antioxidante endógena na 

mucosa colônica inflamada (Lih-Brody et al., 1996). Desta forma, compostos que 

promovam a inibição ou neutralização de radicais livres, juntamente com uma ativação 

dos sistemas antioxidantes endógenos, tanto enzimáticos como não enzimáticos, pode 

ser benéfico no tratamento das DII (Nielsen e Rask-Madsen, 1996).  

A GSH é considerada um importante sequestrador de radicais livres, pela sua 

capacidade antioxidante direta e pela sua propriedade em ser substrato para ação da 

glutationa peroxidase e da glutationa transferase (Beutler, 1989). A depleção dos níveis 

de glutationa, os quais são indicativo do estresse oxidativo, tem sido detectado no cólon 

inflamado de humanos (Lauterburg et al., 1988; D´Odorico et al., 2001) e em modelos 

experimentais de inflamação colônica (Sánchez de Medina et al., 1996; Di Stasi et al., 

2004; Camuesco et al., 2005; Luchini et al., 2008). Loguercio et al., (2003) reportaram 

que a suplementação com GSH melhora o dano oxidativo de ratos com colite induzida 

por TNBS/etanol. 

Neste estudo foi mensurado o nível de GSH colônica para verificar se este 

mecanismo está envolvido no efeito antiinflamatório das cumarinas administradas 
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isoladamente e em associação com a sulfassalazina. A inflamação colônica aguda e 

crônica induzida por TNBS/etanol causou estresse oxidativo intenso, uma vez que 

animais do grupo controle apresentaram depleção dos níveis de GSH em comparação 

com animais normais. Na fase aguda, o pré-tratamento oral com as cumarinas C5 e 4-

OHC25 ou em associação com a sulfassalazina C5+25 e 4-OHC25+S15 foi capaz de 

prevenir a depleção de GSH colônica, o que caracteriza uma diminuição no estresse 

oxidativo colônico. 

Na fase crônica da colite com recidiva induzida por TNBS/etanol em ratos, além 

da dosagem de GSH colônica foi avaliado também os níveis de MDA colônico. O MDA 

é um produto derivado do processo de lipoperoxidação que ocorre em consequência ao 

processo inflamatório (Loguercio et al., 1996). Os tratamentos com C5 ou 4-OHC25 ou 

S25 evitaram a depleção de GSH e diminuíram os níveis de MDA, demonstrando tanto 

efeito curativo quanto preventivo. As associações C5+S5 e C5+S5 evitaram a depleção 

de GSH, demonstrando tanto efeito preventivo quanto curativo e diminuíram os níveis 

de MDA na primeira semana após a indução da colite, indicando apenas efeito curativo. 

As demais associações apresentaram apenas efeito curativo tanto na inibição da 

depleção de GSH quanto nos níveis de MDA colônico. De fato, vários estudos mostram 

que compostos com atividade antiinflamatória impedem a depleção de GSH colônica 

(Sánchez de Medina et al., 1996; Ocete et al., 1998; Cruz et al., 1998; González et al., 

2001; Di Stasi et al., 2004; Gálvez et al., 2006; Cestari et al., 2009) e também 

diminuem os níveis de MDA na colite experimental (Ocete et al., 1998; Gálvez et al., 

2001). 

A DII também é caracterizada pelo aumento da expressão de marcadores de 

diferenciação (Cooper e Steplewski, 1989), tais como a FA que é considerada um 

marcador fenotípico de diferenciação e que se encontra aumentada na colite 

experimental (Sánchez de Medina et al., 1996; Di Stasi et al., 2004; Sánchez de Medina 

et al., 2004). Além disso, a atividade da FA tem sido usada para diferenciar a DC da 

CU, devido a sua atividade enzimática ser maior na DC (Torres et al., 2007). O fato de 

uma droga da atividade diminuir a atividade da FA indica seu potencial 

antiinflamatório.  Na fase aguda da colite, a atividade antiinflamatória intestinal dos 

compostos isolados C5, 4-OHC25 e S25 e das associações C5+S5 e 4-OHC25+S15 foi 

associada também à redução significativa da atividade enzimática da FA colônica. Na 

fase crônica, os compostos-testes C5 e 4-OHC25 demonstraram tanto efeito curativo 

quanto preventivo e as associações C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 

�



demonstram apenas efeito curativo. A atividade antiinflamatória de vários compostos 

foi também atribuída à capacidade de reduzir a atividade da FA colônica (Sanchéz de 

Medina et al., 1996; Di Stasi et al., 2004).  

Em resumo, na fase aguda da colite, a atividade preventiva dos compostos-testes 

C5 e 4-OHC25 foi associada à inibição da depleção de GSH e à diminuição da atividade 

das enzimas FA e MPO colônica, enquanto que o efeito preventivo da S25 foi associado 

apenas à diminuição da atividade da FA.  Os efeitos das associações C5+S5 e 4-

OHC25+S15 foram relacionados à diminuição da atividade da FA. Além disso, a 

associação 4-OHC25+S15 inibiu da depleção de GSH. Na fase crônica da colite com 

recidiva, os compostos-testes C5 e 4-OHC25 demonstraram efeitos curativos e 

preventivos, evidenciados pela inibição da depleção de GSH, pela diminuição da 

atividade da FA e pela diminuição nos níveis de MDA.  E ainda, a C5 demonstrou 

também efeito curativo em diminuir a atividade da MPO. O tratamento com S25 

também demonstrou efeitos curativos e preventivos, evidenciados pela inibição da 

depleção de GSH e pela diminuição dos níveis de MDA. Os efeitos curativos e 

preventivos da associação C5+S5 foram relacionados à redução do escore macroscópico 

e a inibição da depleção de GSH. Está associação também apresentou efeito curativo em 

diminuir a atividade das enzimas FA e MPO e em diminuir os níveis de MDA. A 

associação 4-OHC25+S15 demonstrou efeito curativo, o qual foi evidenciado pela 

inibição da depleção de GSH, diminuição da atividade das enzimas FA e MPO e 

diminuição dos níveis de MDA colônico. 

Outros autores também estudaram a estratégia terapêutica de associar a 

sulfassalazina ou seu metabólito ativo 5-ASA com compostos com atividade contra a 

colite. Pacientes colíticos tratados com a associação de sulfassalazina (2g/d) e 

rosiglitazone (4mg/d) tiveram melhores efeitos terapêuticos do que pacientes tratados 

somente com sulfassalazina (Liang e Ouvang, 2006). Diculescu et al. (2003) 

verificaram o efeito protetor da suplementação de ácido fólico e sulfassalazina em 

pacientes com colite na prevenção do câncer de cólon retal. Barbosa et al. (2003) 

concluíram que o estresse oxidativo no plasma de pacientes com colite diminuiu com o 

uso combinado de sulfassalazina e óleo de peixe rico em ômega-3, devido à redução na 

produção de radicais livres. Além disso, Siddiqui et al., (2006) concluíram que a 

administração intracolônica de 5-ASA com N-acetilcisteína promoveu efeito superior na 

redução da inflamação colônica do que a administração das drogas isoladas em ratos 

com colite induzida por TNBS. Dados recentes mostram que a associação de 5-ASA 
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com N-acetilcisteína também diminuem os efeitos deletérios causados pela 

prostaglandina E2 (Ancha et al., 2009). 

Frente aos resultados apresentados, os compostos-testes C5 e 4OHC25 e as 

associações C5+S5 e 4-OHC25+S15 promoveram efeitos semelhantes aos obtidos pela 

S25. Este efeito benéfico das associações na inflamação intestinal crônica foi obtido 

usando doses cinco e três vezes menor que a dose da sulfassalazina (primeira opção 

terapêutica no tratamento de colite). Desta forma, estes resultados observados indicam 

que as associações C5+S5 e 4-OHC25+S15 promovem efeitos protetores utilizando-se 

doses inferiores de sulfassalazina, podendo representar uma alternativa para a redução 

dos efeitos adversos da sulfassalazina com manutenção dos mesmos níveis de eficácia.  

 

1.1. Conclusões 

 

Após a finalização deste trabalho de pesquisa os resultados aqui descritos 

permitem concluir que: 

 

1) O tratamento com os compostos-testes cumarina e 4-hidroxi-cumarina 

promoveu efeito preventivo (fases aguda e crônica) e curativo (fase crônica) na mucosa 

colônica afetada pelo TNBS/etanol, facilitando a recuperação do tecido inflamado.  Este 

efeito está associado à inibição da depleção de GSH colônica e a redução da atividade 

das enzimas MPO e FA colônica nas fases aguda e crônica da doença. Além disso, 

ambas cumarinas reduziram os níveis de MDA colônico na fase crônica com recidiva. 

Nos ensaios in vitro e ex vivo, a 4-hidroxi-cumarina diminiu a secreção de IL-8 pela 

Caco2, IL-1� pela RAW 264.7 e IL-2 pelos linfócitos e a cumarina diminui a secreção 

de IFN- � pelos linfócitos. Estes resultados in vitro e ex vivo sugerem que a diminuição 

dos níveis destas citocinas no sobrenadante destas células contribuem para o efeito 

antiinflamatório das cumarinas nas fases aguda e crônica da colite induzida em ratos. 

2) A presença de hidroxila no carbono 4 proporciona maior atividade biológica a 

molécula de cumarina in vitro. Visto que a 4-hidroxi-cumarina diminuiu a produção de 

IL-8 pela Caco2, IL-1� pela RAW 264.7 e IL-2 pelos linfócitos, enquanto a cumarina 

(1,2 benzopirona) diminuiu apenas o IFN- � pelos linfócitos.  

3) O tratamento com as associações C5+S5 e 4-OHC25+S15 promoveu tanto 

efeito preventivo (fases aguda e crônica) quanto efeito curativo (fase crônica) na 

mucosa colônica afetada pela administração de TNBS/etanol, utilizando doses 3 e 5 
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vezes menor que a dose da sulfassalazina (primeira opção terapêutica no tratamento de 

colite). Estes efeitos indicam que estas associações podem ser uma nova opção 

terapêutica para o tratamento da colite, possibilitando a redução dos efeitos adversos da 

sulfassalazina com a redução da sua dose.  
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