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A Doença Inflamatória Intestinal (DII) engloba, fundamentalmente, duas doenças 

distintas: a Doença de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa (CU), ambas caracterizadas 

por uma inflamação crônica do intestino, com períodos de exacerbação seguidos de 

intervalos prolongados de remissão dos sintomas. Apesar da DII ser objeto de 

pesquisa há várias décadas, a sua etiologia ainda é desconhecida e seu tratamento 

envolve uma série de fármacos com sérios efeitos colaterais, especialmente quando 

usado cronicamente. As cumarinas representam uma importante classe de compostos 

fenólicos naturais que apresentam inúmeras propriedades farmacológicas importantes 

para que um produto seja potencialmente ativo no tratamento da DII. Dentre as 

inúmeras cumarinas conhecidas e estudadas, dados obtidos em nosso laboratório 

demonstram que algumas cumarinas apresentam efeitos protetores na fase aguda e 

preventiva do processo inflamatório intestinal induzido por TNBS (ácido 

trinitrobenzenosulfônico) em ratos, reduzindo a incidência de diarréia, aderência e 

obstrução intestinal, além de manterem os níveis de glutationa e reduzirem a 

atividade da fosfatase alcalina e da mieloperoxidase colônica. Os objetivos do 

presente projeto são determinar a atividade antiinflamatória intestinal da 

escopoletina e fraxetina na fase aguda e crônica com recidiva de colite ulcerativa 

induzida por TNBS tendo-se em vista a determinação de sua atividade curativa. Para 

tanto, serão avaliados os parâmetros clínicos gerais (consumo de alimento e peso 

corporal), parâmetros macroscópicos da lesão (determinação de índice de lesão, 

relação peso-comprimento colônico) e bioquímicos (avaliação das atividades da 

mieloperoxidase, fosfatase alcalina, níveis de proteínas e glutationa total). 
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1.Doença Inflamatória Intestinal 
  

 Sob a denominação de Doença Inflamatória Intestinal (DII) estão englobadas, 

fundamentalmente, duas doenças distintas: a Doença de Crohn (DC) e a Retocolite 

Ulcerativa (RCU). Ambas caracterizam-se por uma inflamação crônica do intestino, com 

períodos de exacerbação seguidos de intervalos prolongados de remissão dos sintomas 

(Gitnick, 1996), sendo marcadas pela ulceração e infiltração de neutrófilos na mucosa, 

desconforto ou dor abdominal com hábitos intestinais alterados tais como diarréia e 

constipação (Singh et al., 2003).  

As características e distribuição do processo inflamatório intestinal são distintas. 

Histologicamente, a inflamação na retocolite ulcerativa se restringe a camada mucosa 

colônica, sendo caracterizada pela infiltração de linfócitos e granulócitos e presença de 

abscessos das criptas com infiltração de neutrófilos. Já a doença de Crohn é 

caracterizada por uma inflamação transmural, descontínua, que pode ocorrer em 

qualquer parte do trato gastrintestinal, caracterizada pela infiltração de linfócitos, 

formação de granuloma e fibrose (Collins & Croitoru, 1994). 

Clinicamente, a RCU é caracterizada pela ocorrência de diarréia severa com 

sangue, muco e pus, perda do peristaltismo e da rigidez da parede intestinal e 

perfuração. Já a doença de Crohn é caracterizada por dor abdominal intensa, ocorrência 

de estreitamento do lúmen intestinal (estenoses) e desenvolvimento de fístulas (Bouma 

& Strober, 2003).  

As doenças inflamatórias intestinais são consideradas um dos grandes problemas 

da população moderna, uma vez que geram repercussões importantes na qualidade de 

vida de seus portadores, acarretando alterações no âmbito social, psicológico e 

profissional (Carter et al., 2004).  

 

2.Epidemiologia 
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Estima-se que 1.4 milhões de americanos apresentam a doença (Abraham & Cho, 

2009). Dados mundiais indicam que a prevalência está em um range de 37-246 casos de 

retocolite ulcerativa e 26-199 casos de doença de Crohn para cada 100.000 habitantes, 

variando de acordo com a região demográfica, sexo ou etnia (Loftus, 2004).  

No Brasil são escassos os estudos relatando a incidência e prevalência das 

doenças inflamatórias intestinais, devido à existência de problemas nos sistemas de 

informação de saúde como, por exemplo, qualidade dos prontuários, registros 

constituídos apenas pelas redes públicas hospitalares e conveniadas, além da 

característica crônica da doença seguida de períodos de exacerbação, fatores estes que 

dificultam o registro dos casos. Porém, um estudo epidemiológico realizado em um 

hospital universitário do interior de São Paulo revelou que ocorreu um aumentou nas 

doenças inflamatórias intestinais de 40 para 61 casos para cada 10.000 atendimentos 

realizados, em um período de 5 anos (Souza et al., 2002). Victoria et al., (2009) em 

estudo realizado no hospital da Universidade Estadual Paulista da cidade de Botucatu-SP, 

o qual atende predominantemente pacientes da região centro-oeste paulista, demonstrou 

que a ocorrência das doenças inflamatórias intestinais foi de 14,81 casos para a 

retocolite ulcerativa e 5,65 casos de doença de Crohn para cada 100.000 habitantes. 

Apesar destes números estarem abaixo da prevalência mundial, é relatado um aumento 

considerável no número de casos. 

No Brasil e no mundo, em ambas as doenças, é observado um predomínio de 

casos em pessoas do sexo feminino, de cor branca, de estado civil casado, na faixa etária 

entre 20 e 50 anos, não-tabagistas e residentes na zona urbana (Souza et al., 2002; 

Victoria et al., 2009; Loftus, 2004). 

As doenças inflamatórias intestinais não ocorrem em igual proporção, sendo maior 

a incidência de RCU do que de DC, sendo as mulheres mais predisposta a DC e não 

havendo distinção entre os sexos para a RCU.  Porém estudos pediátricos revelam um 

aumento na incidência da DC em jovens nas últimas três décadas (Declercq et al., 2009). 
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3.Etiologia 

 

 A etiologia das doenças inflamatórias intestinais ainda não foi totalmente 

elucidada, no entanto, sabe-se que interações entre os fatores genéticos, ambientais e 

uma desregulação do sistema imune refletem em seu desenvolvimento (Mayer, 2010). 

Trata-se, portanto, de uma doença multifatorial e vários fatores podem ser ressaltados 

como, por exemplo, a alteração na função epitelial e na microbiota intestinal (Su et al., 

2009). 

 Dentre os fatores ambientais podemos citar a dieta, alguns fármacos, o 

tabagismo, fatores geográficos e sociais, fatores psicológicos, entre outros (Danese et 

al., 2004 

 

 

 

3.1. Fatores Ambientais 

    

Fatores 
Ambientais 

Genéticos 
Sistema 
Imune 

Doença 
Inflamatória 

Intestinal 

Figura 1: Interação entre os fatores ambientais, alterações genéticas e desregulação do 
sistema imune que refletem no desenvolvimento das doenças inflamatórias intestinais. 
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3.1.1. Dieta 

 

O meio que circunda a mucosa intestinal é uma mistura complexa de antígenos de 

três origens: da dieta, da flora bacteriana normal e de seus produtos, sendo que estes 

últimos podem representar patógenos potenciais. Por este motivo, é essencial que o 

sistema imune da mucosa tenha a capacidade de discriminar os estímulos prejudiciais 

dos inofensivos, prevenindo assim a entrada maciça de patógenos e não produzindo uma 

resposta imune frente aos agentes inofensivos. 

Sendo a DII uma condição entérica, é lógico considerar a dieta como um possível 

fator etiológico (Shanahan & Targan, 1994). Alguns alimentos específicos podem estar 

relacionados com o desenvolvimento da inflamação intestinal, atuando como um 

antígeno. Dentre estes podemos citar o açúcar refinado (Vind et al., 2008), o álcool, o 

café (Boyko et al., 1989), o leite de vaca (Yamamoto et al., 2009) e um aumento no 

consumo de carboidratos (Martini & Brandes, 1976). 

Por outro lado, existem alguns alimentos que são relatados como preventivos do 

processo inflamatório intestinal, como por exemplo, produtos ricos em ômega-3, que tem 

demonstrado atividade antiinflamatória (O'Morain et al., 1989), bem como uma dieta rica 

em frutas, vegetais e fibras (Shanahan & Targan, 1994). 

Os fatores da dieta são parâmetros difíceis de ser estudados, pois não atuam 

sozinhos, mas juntamente com alterações genéticas e no sistema imune. 

 

3.1.2. Fármacos 
 

Os contraceptivos orais e os antiinflamatórios não esteroidais (AINES) são duas 

classes de fármacos que têm sido bastante estudados como fatores etiológicos ou de 

relação causa-efeito das doenças inflamatórias intestinais.  

Diferentes estudos analisados por Cornish et al., (2008) evidenciaram a 

associação dos contraceptivos orais e o desenvolvimento das doenças inflamatórias 

intestinais. O mecanismo pelo qual essa classe de medicamentos atua ainda não está 
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claro, mas atribui-se esta propriedade principalmente a sua atividade trombogênica.  

Estudos morfológicos demonstram que o infarto multifocal microvascular do trato 

gastrintestinal (TGI) pode estar envolvido com a doença de Crohn (Wakefield et al., 

1989), além disso, essa propriedade trombogênica pode causar isquemia, o que pode 

acarretar em alteração na integridade da mucosa e consequentemente permitir a entrada 

de antígenos no lúmen (Shanahan & Targan, 1994). 

  Já os AINES possuem como efeito colateral a injúria da mucosa do trato 

gastrintestinal, principalmente no estômago e no duodeno, porém seu efeito tóxico se 

estende ao cólon e ao intestino grosso. Esse efeito colateral está relacionado com o 

aumento da permeabilidade vascular e lesão local causada por essa classe de fármacos, 

além de seu efeito sistêmico sobre a síntese de prostaglandinas, o que diminui os fatores 

de proteção da mucosa do TGI (Shanahan & Targan, 1994), acarretando em alterações 

na permeabilidade colônica e conseqüentemente no desenvolvimento das doenças 

inflamatórias intestinais. 

 

3.1.3. Tabagismo 
 

O tabagismo é outro fator ambiental relacionado com a DII, sendo este um dos 

mais fáceis de ser estudado, pois é possível distinguir o fumante do não fumante, além 

de ser possível estimar quanto tempo à pessoa esteve exposta a este agente etiológico 

(Shanahan & Targan, 1994). 

O cigarro apresenta ações antagônicas nos dois diferentes tipos de DII. Na 

retocolite ulcerativa o cigarro está relacionado com menor risco de ocorrência da doença, 

sendo esta incidência de apenas 40% em relação às pessoas não fumantes (Shanahan & 

Targan, 1994). O mecanismo pelo qual o cigarro atua na retocolite ulcerativa ainda não 

está esclarecido, porém pode estar relacionado com alterações do muco colônico 

(Shanahan & Targan, 1994). Cope et al., (1986) demonstraram que a produção de muco 

em pacientes fumantes com retocolite ulcerativa é semelhante ao de pessoas saudáveis. 

Além disso, o cigarro promove uma redução na permeabilidade do epitélio intestinal, o 
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que ocasiona uma diminuição na entrada de patógenos e consequentemente uma menor 

alteração da resposta imune. 

Diferentemente, o cigarro está relacionado com o aumento do risco de ocorrência 

da doença de Crohn, sendo os fumantes do sexo masculino duas e as do sexo feminino 

quatro vezes mais susceptíveis a doença, sendo a propriedade trombogênica do cigarro 

associada a tal fato (Shanahan & Targan, 1994). Além disso, Logan & Kay, (1989) 

propuseram que o cigarro pode converter a retocolite ulcerativa em doença de Crohn, 

por isso é observado uma maior incidência para a DC em pacientes fumantes, porém, 

nada pode ser afirmado, pois as duas doenças afetam os mesmos grupos demográficos e 

possuem sintomas semelhantes, e o cigarro é apenas um entre todos os outros fatores 

etiológicos das doenças inflamatórias intestinais. 

 

3.1.4. Fatores geográficos e sociais 

 

A DII é mais comumente observada em países ocidentais do que orientais, e em 

países desenvolvidos do que em desenvolvimento (Bernstein et al., 2010), porém há um 

notável aumento no número de casos no Japão e em outros países orientais, fato este 

que pode estar associado ao aumento no consumo de gorduras e proteínas de origem 

animal, ácidos graxos poliinsaturados e carboidratos, entre outros (Yamamoto et al., 

2009). 

Além disso, a ocorrência das doenças inflamatórias intestinais é maior em grandes 

áreas urbanas do que na área rural e em pessoas de classes econômicas mais altas. Para 

este fato é levantada a “hipótese da higiene” que sugere que crianças menos expostas a 

infecções ou condições não-sanitárias (“sujeira”) desenvolvem menos o sistema 

regulatório das células-T e o sistema imune, fato este que pode estar associado a um 

aumento na incidência de doenças imunes crônicas, incluindo as doenças inflamatórias 

intestinais (Bernstein et al., 2010). 

Essas doenças podem apresentar variações em suas manifestações 

extraintestinais de acordo com a localização geográfica em que ocorre, por exemplo é 
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comum observar a ocorrência de artralgia em pacientes do Paquistão, porém a 

ocorrência de fístulas perianais é menor, sendo esta última bastante comum em 

pacientes da América do Norte, América do Sul, Europa, Austrália e Nova Zelândia. Já na 

Índia, o pico de ocorrência das doenças inflamatórias intestinais se dá por volta dos 

quarenta anos, ou seja, dez anos mais tarde do na maioria dos países citados acima 

(Bernstein et al., 2010).  

Essas variações geográficas na ocorrência destas doenças podem ser reflexos da 

variação na exposição aos diferentes fatores etiológicos e/ou das variações sócio-

demográficas da população (Declercq et al., 2009). 

 

3.1.5. Fatores Psicológicos 
 

É descrito na literatura que fatores emocionais podem afetar o sistema imune e 

alterar a susceptibilidade as doenças (Shanahan & Targan, 1994). Existem evidências 

crescentes de que o estresse psicológico pode aumentar a inflamação da mucosa e piorar 

o curso das doenças inflamatórias intestinais (Wahed et al., 2009). Estudos revelam uma 

forte relação entre fatores psicológicos como depressão, ansiedade, perda da 

agressividade e imaturidade com a DC (Shanahan & Targan, 1994). Apesar de poucos 

estudos comprovarem tal fato, o estresse psicológico pode estar relacionado com a 

exacerbação dos sintomas das doenças inflamatórias intestinais, talvez pela ativação do 

sistema nervoso entérico e da expressão das citocinas pró-inflamatórias (Brandi et al., 

2009).  

Wahed et al., (2009) relatam que os pacientes com DII que foram acompanhados 

por psicoterapia, apresentaram uma melhora na doença, bem como uma redução na 

ocorrência de recidiva, no uso de medicamentos e em atendimentos ambulatoriais, em 

relação aos pacientes do grupo controle. 

A resposta ao estresse envolve uma série de respostas cerebrais, principalmente 

no hipotálamo, amídala e hipocampo. Essa resposta pode estar relacionada com a 
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estimulação do eixo-HPA (hipotalâmico-pituitária-adrenal) e conseqüente agravamento 

da doença ativa e aumento dos casos de recidiva (Mawdsley & Rampton, 2005). 

 

3.1.6. Alterações na microbiota intestinal 
 

A microbiota bacteriana intestinal é um importante fator na etiologia das doenças 

inflamatórias intestinais (Ott et al., 2004). Existe uma ampla evidência de que as 

bactérias comensais entéricas e seus produtos estão envolvidos com a iniciação e 

perpetuação destas doenças (Papadakis & Targan, 1999). Um fato que reforça esta 

hipótese reside no fato de animais “germ-free” não desenvolvem a doença, já que a 

ausência de microorganismos na mucosa intestinal faria com que o sistema imune não 

fosse estimulado devido a ausência de antígenos. Dados que corroboram a importância 

da microbiota intestinal consiste no fato de que em humanos com DII há um aumento 

nos níveis de anticorpos contra as bactérias intestinais (Hyun & Mayer, 2006).  

O mecanismo pelo qual as bactérias podem levar a iniciação e ou perpetuação do 

processo inflamatório intestinal está relacionado principalmente com o aumento da 

permeabilidade deste local (Chichlowski & Hale, 2008) e desencadeamento da resposta 

imune. 

Vários microorganismos estão relacionados como potenciais agentes etiológicos 

para as doenças inflamatórias intestinais, como por exemplo, Mycobacterium 

paratuberculosis, Listeria monocytogenes, Chlamydia trachomatis, Escherichia coli, 

Cytomegalovirus, Saccharomyces cerevisiae (Lakatos et al., 2006).  

Por outro lado, existem as bactérias benéficas, como por exemplo, a 

Bifidobacterium longum, B. infantis, B. breve, Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. 

delbrueckii spp. bulgaricus, L. plantarum, e Streptococcus salivarius spp. e Thermophilus.  

Um estudo realizado utilizando um produto contendo todas essas bactérias 

benéficas como probióticos, demonstrou que elas podem normalizar a função fisiológica e 

a integridade da barreira, reduzir os níveis de citocinas pró-inflamatórias e aumentar a 

integridade das tight junctions entre as células epiteliais (Madsen et al., 2001).  
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Em adição, algumas bactérias são produtoras de butirato e outros ácidos graxos 

de cadeia curta, considerados como uma importante fonte de energia para as células 

epiteliais colônicas, além de ter efeito imunomodulador e antiinflamatório (Chichlowski & 

Hale, 2008).    

 O balanço entre as bactérias benéficas e as espécies patogênicas determina a 

homeostase intestinal e esse balanço pode ser manipulado por antibióticos, probióticos e 

prebióticos usados para o tratamento e para a prevenção das recidivas das doenças 

inflamatórias intestinais (Sartor, 2008). 

 

3.1.7. Alterações na permeabilidade da mucosa 
 

O epitélio intestinal consiste na maior e mais importante barreira do organismo 

com o ambiente externo. A principal função deste epitélio é oferecer ao organismo uma 

barreira eficaz contra toxinas, antígenos e bactérias, bem como macromoléculas nocivas 

e outros microorganismos, ao mesmo tempo em que deve ser permeável aos nutrientes, 

eletrólitos e água (Groschwitz & Hogan, 2009). A função de barreira seletiva é mantida 

pela formação de complexos que ligam uma célula a outra através de desmossomos, 

junções de aderência e tight junctions. A integridade do epitélio intestinal é essencial 

para o perfeito funcionamento do trato gastrintestinal (Chichlowski & Hale, 2008). 

Alterações patológicas no intestino podem permitir a abertura destes complexos, 

especialmente das tight junctions e permitir a passagem de grandes antígenos (Snoeck 

et al., 2005).  

É amplamente descrito na literatura que pacientes com DII possuem um aumento 

na permeabilidade intestinal, que é conseqüência da ulceração da mucosa e de apoptose, 

o que acarreta em uma diminuição na função de barreira deste epitélio (Edelblum & 

Turner, 2009). A disfunção da barreira epitelial e a inflamação são fatores que 

contribuem com a patogênese das doenças inflamatórias intestinais, permitindo maior 

exposição aos antígenos com conseqüente ativação do sistema imune (Hyun & Mayer, 

2006) e das citocinas pró-inflamatórias, sendo que estas por sua vez, são conhecidas por 
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induzir a disfunção da barreira epitelial, especialmente por desregularem as tight 

junctions, como é o caso do fator de necrose tumoral (Turner, 2006). Esse aumento na 

permeabilidade do epitélio intestinal pode ser o fator etiológico mais importante no 

desenvolvimento, progressão e recidiva destas doenças (Secondulfo et al., 2001). 

 

4. Sistema Imune Intestinal 

O sistema imune intestinal é considerado o maior e mais complexo do organismo, 

por estar constantemente exposto ao maior número de antígenos e por ser capaz de 

distinguir claramente entre agentes não-nocivos e nocivos. A resposta imune intestinal 

protege o organismo da entrada de agentes patogênicos, sendo essencial para a 

manutenção da fisiologia e prevenção de infecções. Por outro lado, quando a imunidade 

reage contra o material não-patogênico, como antígenos da dieta ou bactérias não-

patogênicas, podem ocorrer distúrbios inflamatórios como o desenvolvimento das 

doenças inflamatórias intestinais (Mowat, 2003).  

Devido essa exposição constante e a capacidade de determinar o que é ou não 

nocivo, a mucosa intestinal dispõem de um sistema de defesa especializado, que é 

dividido em imune e não imune (Plevy, 2002). 

No sistema de defesa não-imune, a especialização do próprio epitélio intestinal 

funciona como uma barreira e sua formação, os tipos de transporte que por ele ocorre, 

seja por endocitose (via transcelular) ou intercelulares (via paracelular), além dos 

complexos que ligam uma célula a outra, reforçam o sistema de defesa, barrando a 

entrada de toxinas, antígenos e bactérias. Outros componentes também auxiliam na 

manutenção da integridade da barreira intestinal, como o glicocálix e as defensinas. O 

glicocálix consiste de uma barreira formada de ácido mucopolissacarídeo e glicoproteínas 

que recobre toda a superfície intestinal. Já as defensinas são moléculas com capacidade 

de defesa, produzidas pelas células de Paneth, que se dirigem contra diferentes tipos de 

microorganismos (Pardo, 2006). 

O denominado sistema imune intestinal é um importante mecanismo de defesa 

imunológico constituído por distintas células e moléculas, cuja função é evitar a entrada 
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de agentes estranhos, sendo que a resposta desencadeada pelo sistema imune intestinal 

pode ser do tipo inata ou adquirida (Plevy, 2002).  

Os componentes celulares da imunidade inata compreendem as células 

fagocíticas, como os neutrófilos, macrófagos e células natural killer. Já os componentes 

celulares da resposta imune adquirida ou específica são os linfócitos T, que são 

estimulados por exposição a um antígeno específico (Pardo, 2006). As citocinas 

produzidas pelos linfócitos T, em resposta a uma infecção, organizam e direcionam a 

resposta imune, que além de erradicar o agente infeccioso, controlam as células de 

memória prevenindo doenças em caso de re-exposição ao mesmo agente infeccioso 

(Mayer, 2010). 

Disfunções do sistema imune intestinal têm sido relatadas como o principal 

mecanismo no desenvolvimento da inflamação intestinal. Durante a fase aguda da 

doença, é observada a presença de infiltrado de células inflamatórias contendo 

mastócitos, linfócitos, macrófagos e neutrófilos. Além disso, o dano da mucosa epitelial 

tem sido relacionado com altas concentrações de CD4+ e CD8+ citotóxico de células T 

(Neuman, 2007). 

Pacientes que apresentam alteração na imunidade inata tem maior incidência de 

DII. Porém, o sistema imune adquirido, especialmente linfócitos T, tem sido mais 

fortemente relacionado à patogênese dessas doenças (Mayer, 2010).  

Sabe-se, que os mecanismos imunes envolvidos na iniciação e perpetuação da 

RCU e da DC são distintos. Na DC os níveis de fator de necrose tumoral (TNF-α), de 

intérferon (INF-γ), interleucinas (IL) IL-12 e IL-1 estão aumentados, enquanto na RCU é 

observado um aumento na secreção de IL-5, IL-14, IL-10 e IL-13, sendo maior o 

desequilíbrio da homeostasia no sistema imune na DC do que na RCU (Šventoraitytė et 

al., 2008).  

Bouma e Strober (2003) demonstram através de diferentes modelos 

experimentais e estudos em humanos, que a doença de Crohn está mais fortemente 

relacionada com linfócito Th1 e a retocolite ulcerativa com Th2, isso levando em 

consideração as diferentes citocinas que predominam em cada doença. 
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O sistema imune mucoso intestinal é muito bem coordenado para evitar a entrada 

de patógenos e agentes nocivos e não reagir frente às bactérias comensais e antígenos 

provenientes da dieta, fenômeno denominado de tolerância oral (Mowat, 2003). Sabe-se 

que a perda da tolerância oral e o desenvolvimento de resposta imune contra as 

bactérias não patogênicas são os pontos chave para o desenvolvimento das doenças 

inflamatórias intestinais, porém o motivo pelo qual isso ocorre ainda permanece 

desconhecido. 

 

4.1 Fatores Genéticos 
 

Existem evidências que indicam que o fator genético está intimamente 

relacionado com o desenvolvimento das doenças inflamatórias intestinais, especialmente 

com a DC. Dentre estas podemos citar a ocorrência da doença em alguns grupos étnicos 

e em pessoas com grau de parentesco (Cavanaugh & Pavli, 1997). Especialmente para a 

DC, foi observado que em gêmeos idênticos, em mais de 58% de casos, ambos 

desenvolveram a doença, sendo que nos casos de retocolite ulcerativa esta relação está 

em um range de 6-17% (Bouma & Strober, 2003).  

Atualmente, o gene NOD2 (domínio de oligomerização de nucleotídeo) também 

denominado CARD15 (domínio 15 de recrutamento de ativação de caspase) é descrito 

como o gene relacionado com o desenvolvimento da DII, especialmente DC (Heliö et al., 

2003).  

Existe mais de 60 variações do gene NOD2/CARD15 com três variantes principais 

R702W, G908R e 1007fs. A função exata desse gene ainda não é totalmente conhecida, 

porém sabe-se que ele está relacionado com o reconhecimento de lipopolissacarídeos 

(LPS) de membrana de bactérias Gram negativas e subseqüente ativação do NF-κB 

(Ogura et al., 2001). Heliö et al., (2003) descrevem que a variação 1007fs é a mais 

observada em pacientes com DC e está relacionada com a deficiência em induzir a 

ativação do NF-κB mediada pelo LPS, o que aumenta o risco de DC na região do íleo. 

Esse risco é 17.1 vezes maior em pessoas que apresentam essa mutação e isto tem sido 
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relacionado ao fato de que o NOD2, assim como os receptores do tipo “toll-like” (TLRs) 

são responsáveis pelo reconhecimento de patógenos, com conseqüente ativação da 

imunidade inata, induzindo portanto a expressão da resposta imune de vários genes e a 

ativação de citocinas inflamatórias (Ishirara et al., 2009). 

É possível que o gene NOD2 e os TLRs atuem sinergicamente participando do 

reconhecimento de bactérias intestinais e na ativação da resposta da imunidade inata. 

Assim sendo, uma diminuição na ativação do NF-κB, devido a mutação do NOD2 pode 

resultar em um desbalanço da homeostase, com o descontrole das bactérias patogênicas 

intestinais, sendo necessária outra via de ativação do sistema imune, ocasionando um 

aumento na produção de outras citocinas pró-inflamatórias, o que pode culminar com o 

desenvolvimento da DC (Ishirara et al., 2009). 

Além disso, o polimorfismo de outro gene, o OCTN1/2 (transportador de cátion 

orgânico) também conhecido como SLC22A4/5, localizado no locus IBD5, também tem 

sido associado com a ocorrência de DC (Peltekova et al., 2004; Waller et al., 2006; Vind 

et al., 2008; Ishihara et al., 2009). Tem sido sugerido que sua mutação afeta a 

capacidade de transporte de xenobióticos e aminoácidos através das membranas 

celulares (Peltekova et al., 2004). 

Outro recente gene também associado principalmente a DC é o NLRP3 da família 

de receptores do tipo Nod (Ishihara et al., 2009), visto que sua expressão está 

significantemente maior em animais submetidos ao modelo de colite induzida por TNBS, 

tanto no modelo agudo como no crônico, e também em biopsias de pacientes com DC 

(Villani et al., 2009). Sua função também parece estar relacionada com o 

reconhecimento de microorganismos patogênicos e ao desencadeamento da resposta 

imune (Ishihara et al., 2009). 

O estudo do fator genético na DII é um importante passo para o entendimento 

dessa complexa doença e a associação deste com a compreensão das alterações do 

sistema imune intestinal são os pontos críticos para o entendimento de sua cronicidade e 

patofisiologia, bem como uma das estratégias para o desenvolvimento de novos 

medicamentos. 
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4.2 Radicais Livres 
 

 Outro fator etiológico que tem sido alvo para a busca de novos tratamentos para 

as doenças inflamatórias intestinais são os radicais livres. O estresse oxidativo é um 

potencial fator etiológico de ambas as doenças, pois os efeitos nocivos das moléculas 

reativas de oxigênio (EROS) ou nitrogênio (ERN) têm sido amplamente observados em 

processos inflamatórios. 

Espécies reativas de oxigênio, formadas naturalmente por produto do 

metabolismo do oxigênio, são moléculas altamente reativas, devido à presença de um 

elétron desemparelhado, porém essas moléculas são eliminadas por sistemas de defesa 

antioxidantes. O desbalanço entre a produção de radicais livres e sua remoção por 

agentes antioxidantes é denominado de estresse oxidativo (Rezaie et al., 2007). 

 Os principais radicais livres observados nas doenças inflamatórias intestinais são: 

o óxido nítrico (NO), o superóxido (O2
-), o peróxido de nitrito (ONOO2), o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o hipoclorito (OCl2) (McKenzie et al., 1996), sendo os neutrófilos na 

RCU e os monócitos na DC, a principal fonte para a produção destes radicais livres (Karp 

& Koch et al., 2006), principalmente depois que a doença já está instalada. Estudos 

indicam que os radicais livres podem apresentar atividade imunomoduladora, como por 

exemplo o O2
- tem sido relatado como mediador da infiltração e acúmulo de neutrófilos 

no local da inflamação, além de estar envolvido na mobilização do ácido araquidônico. O 

H2O2 parece estar relacionado com a quimioatração de neutrófilos, rolamento de 

leucócitos, ativação de linfócitos T, indução da angiogênese e na mobilização do ácido 

araquidônico (Kruidenier & Verspaget, 2002).  

O ataque dos radicais livres sobre os lipídeos de membrana gera o 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 e a conseqüente morte celular. Também os radicais livres 

podem reagir com proteínas, dando lugar a alterações da funcionalidade normal da 
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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 do tipo 

tumoral (Roessner et al., 2008). Este último poderia justificar a maior incidência de 

câncer colo-retal descrito em pacientes com retocolite ulcerativa (Gitnick 1996). 

 As doenças inflamatórias intestinais são caracterizadas pela presença de 

neutrófilos e macrófagos, que quando ativados liberam radicais livres, estes causam 

destruição de mucina o que permite a entrada de bactérias na lamina própria intestinal. 

Esse fato promove a migração de mais células fagocíticas e consequentemente a 

liberação de mais moléculas reativas de oxigênio, além da liberação de toxinas, que 

juntos causam a degradação da colagenase e do ácido hialurônico. A degradação destas 

enzimas somada com a peroxidação lipídica, causada pelos radicais livres, atuam como 

os principais responsáveis pelo desenvolvimento da ulceração da mucosa intestinal (Dagli 

et al., 1997). 

De fato, é incontestável a forte relação existente entre o aumento nos níveis de 

radicais livres na DII, seja esta experimental ou em humanos (Kruidenier & Verspaget, 

2002). Em adição, estudos sugerem que o dano intestinal nestas doenças está 

relacionado com o aumento da produção de radicais livres e diminuição das defesas 

antioxidantes endógenas (Koutroubakis et al., 2004). Wendland et al., (2001) 

observaram uma correlação entre a severidade das doenças inflamatórias intestinais e o 

estresse oxidativo, enquanto Lih-Brody et al., (1996) comprovaram a existência de 

alterações nos níveis oxidativos de biopsias de mucosas de cólon procedentes de 

pacientes com esta enfermidade. 

        

4.3 Antioxidantes 

  

Com base no exposto acima, fica fácil observar que a produção excessiva ou o 

descontrole na regulação dos radicais livres está relacionado com doenças inflamatórias. 

Portanto, é essencial que as células e os tecidos possuam um sistema de defesa para 
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controlar os níveis de radicais livres e evitar esses processos inflamatórios.  Para isso as 

células dispõem de um sistema de defesa antioxidante que pode classificado como 

enzimático ou não-enzimático (Kruidenier & Verspaget, 2002).  

Entre os antioxidantes não-enzimáticos estão incluídos os compostos da dieta que 

são encontrados em frutas, vegetais e extratos de plantas, alguns minerais como zinco, 

vitamina E, C e os flavonóides. Adicionalmente, o organismo humano em especial o 

intestino, produz ou já contém uma variedade de antioxidantes não-enzimáticos dentre 

os quais podemos citar a glutationa, a metalotioneína, o ácido úrico e algumas proteínas 

do plasma como o α-tocoferol, a bilirrubina e o ubiquinol (Kruidenier & Verspaget, 2002). 

O sistema de defesa enzimático está presente nas células de mamíferos e consiste 

no mais importante componente de defesa contra radicais livres. Entre as principais 

enzimas deste sistema estão a superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a 

glutationa peroxidase (GPO) (Kruidenier & Verspaget, 2002).  

Em condições fisiológicas a atividade destas enzimas antioxidantes é precisamente 

balanceada para manter um baixo e controlado nível de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio. Qualquer desbalanço ou uma resposta ineficiente de antioxidantes endógenos 

na mucosa de pacientes com DII, podem contribuir para a patogênese e a perpetuação 

do processo inflamatório (Kruidenier et al., 2003). De fato, esse mesmo estudo 

demonstra que quantificações em mucosa de pacientes com DC e RCU apresentaram um 

aumento na atividade de CAT e GPO e uma redução na concentração de metalotioneína. 

Buffintom & Doe (1995) também demonstraram uma redução nos níveis de urato, 

glutationa reduzida e total e ubiquinol-10 em pacientes com DII.  

Com base no exposto, a inibição ou neutralização dos radicais livres, juntamente 

com a ativação dos sistemas antioxidantes endógenos, tanto enzimáticos como não 

enzimáticos, pode ser benéfico no tratamento das doenças inflamatórias intestinais 

(Nielsen & Rask-Madsen, 1996), sendo esta uma importante abordagem para a pesquisa 

de novos fármacos. 
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5 Principais tratamentos farmacológicos disponíveis 

 

A terapêutica atualmente utilizada para o tratamento das doenças inflamatórias 

intestinais, inclui um grande número de fármacos, dentre os quais estão os 

aminossalicilatos, os glicocorticóides, os imunossupressores, imunomoduladores 

(Yamamoto-Furusho, 2007) e a terapia biológica (Morrison et al., 2009). Infelizmente, a 

terapêutica disponível não representa a cura da DII, sendo que os fármacos disponíveis 

ou possuem sérios efeitos colaterais, como os corticosteróides, e/ou são de alto custo, 

como por exemplo, o infliximabe, aspectos que limitam imensamente sua utilização, além 

de existirem pacientes que não respondem a nenhum dos fármacos existentes.  

No Brasil, os medicamentos mais utilizados no tratamento destas doenças são os 

aminossalicilatos e os glicocorticóides, e menos frequentemente, os imunonomoduladores 

ou a terapia biológica (Dewulf 2005; Biondo-Simões et al., 2003; Souza et al., 2002). 

Os aminossalicilatos compreendem a classe dos derivados do ácido 5-

aminosalicílico (5-ASA), que possuem como representantes principais a sulfassalazina, 

balsalazina, olsalazina e mesalazina. Esses fármacos consistem na associação de 

sulfapiridina com o ácido 5-aminosalicílico unidos por uma ligação do tipo azo.  

A sulfassalazina é o fármaco de primeira escolha nos casos leves ou moderados 

de retocolite ulcerativa, na prevenção da ocorrência de recidiva (Morrison et al., 2009) e 

nos casos leves de DC (Navarro & Hanauer, 2003). O seu mecanismo de ação está 

relacionado à atividade antiinflamatória, promovida pela inibição da síntese de 

prostaglandinas, bem como à sua propriedade antioxidante (Peppercorn, 1994). 

Apesar da sulfassalazina ser amplamente utilizada para o tratamento da retocolite 

ulcerativa, seu uso é limitado devido ao grande número de efeitos colaterais que 

apresenta. Estes efeitos compreendem desde dores de cabeça, náuseas e anorexia, os 

quais estão relacionados aos níveis séricos de sulfapiridina, até dispepsia, reações 

alérgicas, febre, hemólise, neutropenia e anemia (Ransford & Langman, 2002), sendo 

que grande parte destes efeitos podem ser revertidos com a diminuição da dose de 

sulfassalazina, o que também diminui sua eficácia. Existe também uma variedade de 
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reações de hipersensibilidade, que incluem hepatite, pancreatite, pneumonia, pericardites 

e neuropatia periférica que acarretam na descontinuação do uso deste fármaco 

(Peppercorn, 1994). Em adição, efeitos hepato- e nefrotóxico (Linares et al., 2009) e de 

promoção de infertilidade masculina (Alonso et al., 2009) estão associados ao uso deste 

fármaco. 

6 A busca de novos compostos para o tratamento das Doenças Inflamatórias 

Intestinais 

 

De acordo com as informações apresentadas, novos compostos com atividade 

antioxidante representam uma importante estratégia de obtenção de novos fármacos 

ativos para a DII. De fato, inúmeros estudos demonstram os efeitos benéficos de 

diferentes compostos com propriedades antioxidantes em modelos experimentais de 

colite, incluindo flavonóides como a quercetrina (Sánchez de Medina et al., 1996; 

Sánchez de Medina et al., 2002), rutosídeo (Gálvez et al., 1997), 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), além da vitamina E (Gonzalez et al., 2001) e do 

tempol (Cuzzocrea et al., 2000).  

Os flavonóides constituem um importante grupo de compostos polifenólicos de 

baixo peso molecular, amplamente distribuídos na natureza e que manifestam uma 

importante atividade antioxidante (Cook & Saman, 1995; Formica & Regelson, 1994), 

além de terem a capacidade de inibir algumas enzimas cuja atividade se encontra 

aumentada em processos inflamatórios, assim como modular a atividade de células do 

sistema imune (Middleton & 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.   

Considerando-se a atividade antioxidante e as similaridades químicas com os 

flavonóides, especialmente quanto ao padrão de substituição de hidroxilas em seus 

distintos anéis e as atividades farmacológicas relatadas, as cumarinas foram selecionadas 
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para estudo por nosso laboratório como potenciais compostos para o tratamento das 

doenças inflamatórias intestinais.  

As cumarinas compreendem 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 o principal representante 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 (Hoult & 

Payá, 1996). 

Assim como os flavonóides, as cumarinas são extremamente variáveis em sua 

estrutura, e os diferentes substituintes na molécula básica, podem influenciar a sua 

atividade biológica. Algumas cumarinas já foram estudadas e demonstraram importantes 

atividades farmacológicas, como por exemplo, a escoparona que possui descrita 

atividade imunosupressora, hipolipidêmica, hipotensora e relaxante vascular (Hoult & 

Payá, 1996). Além disso, é descrito que cumarinas contendo grupos di-hidroxilados em 

posição orto como a fraxetina (7,8-di-hidróxi-6-metoxi-cumarina), esculetina (6,7-di-

hidróxi-cumarina) e 4-metilesculetina (6,7-di-hidróxi-4-metilcumarina) são poderosos 

inibidores da peroxidação lipidica, além de eliminarem o ânion radical superóxido e 

quelarem íons ferro (Kuster & Rocha, 2000). Vários derivados cumarinícos são descritos 

por sua atividade anticoagulante, antitumoral, antiviral, antiinflamatória e antioxidante, 

bem como por sua atividade antimicrobiana e de inibição enzimática (Riviero et al., 

2010). 

Um estudo realizado por Di Stasi et al., (2002, 2004) caracterizou a atividade 

antiulcerogênica e antiinflamatória da paepalantina, uma isocumarina isolada da espécie 

Paepalanthus bromelioides (Família Euriocaulaceae). Nestes estudos, observou-se uma 

potente atividade antiulcerogênica, especialmente contra úlceras induzidas por etanol e 

etanol-ácido clorídrico (Di Stasi et al., 2002), assim como um importante efeito 
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preventivo da colite experimental aguda e crônica induzida por ácido 

trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em ratos (Di Stasi et al., 2004). 

Com base no exposto, iniciou-se em nosso laboratório um estudo para avaliar a 

atividade antioxidante de 14 cumarinas no modelo de peroxidação lipídica induzida por 

ferro-ácido ascórbico em membranas de cérebro de ratos. Esse estudo demonstrou que 

esculetina e 4-metilesculetina possuem um dos menores valores de concentração 

inibitória de 50% (IC50) da peroxidação lipídica, com valores de 36,85 e 16,07M 

respectivamente (Witaicenis et al., 2010). 

De fato, esculetina e 4-metilesculetina são dois derivados cumarínicos descritos 

como os compostos com melhor atividade antioxidante (Payá et al., 1992, Sharma et al., 

2005), além de possuírem descrita atividade antiinflamatória por inibirem a via da 

lipooxigenase e ciclooxigenase por um mecanismo não-competitivo (Sekiva et al., 1982). 

Essas substâncias, especialmente esculetina, possuem várias propriedades 

farmacológicas descritas, ressaltando a atividade antioxidante por diferentes mecanismos 

e envolvendo vários radicais livres, conforme demonstrado por diversos estudos.  

Esculetina possui a propriedade de diminuir a formação de MDA (malonildialdeído) 

induzida por t-butil-hidroperóxido (t-BHP), eliminar o radical livre DPPH (1,1-diphenyl-2-

picrilhidrazil) (Lin et al., 2000), proteger o DNA contra o estresse oxidativo (Kaneko et 

al., 2003), inibir o radical hidroxila e os radicais livres intracelulares promovendo a 

proteção do DNA contra a ação do H2O2 (Kim et al., 2008), inibir a xantina oxidase e os 

radicais livres (Lin et al., 2008). Além destas atividades, esculetina protege os animais de 

hepatotoxicidade causada por t-BHP, por diminuir a infiltração de neutrófilos e manter os 

níveis de glutationa (Lin et al., 2000); inibe a síntese de tromboxano B2, de ânion 

superóxido dependente de neutrófilos (Egan et al.,1990), a agregação plaquetária 

(Okada et al.,1995), a atividade das metaloproteinases (Watanabe et al., 1999). Possui 

ainda efeitos como: imunomodulador em macrófagos e linfócitos murinos in vitro e in 

vivo (Leung et al., 2005), inibidor de crescimento (Wang et al., 2002) e indutor de 

apoptose (Park et al., 2009) de células leucêmicas humanas e de células adiposas (Yang 

et al., 2006), inibidor da morte de neurônios motores in vitro (Barber et al., 2009) e do 
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crescimento de células SAS de câncer oral (Kok et al., 2009), redutor da fibrose 

subepitelial e dos níveis de TGF-β1 no pulmão (Mabalirajan et al., 2009) e de inibir a 

expressão de NF-κB e a ativação de proteína-1 (AP-1) (Pan et al., 2003).  

4-metilesculetina possui a atividade de inibir a proliferação de tumores 

subcutâneos e a síntese de ácido hialurônico em camundongos com câncer pancreático 

(Hajime et al., 2007), promover o relaxamento de músculo liso, efeito este tanto 

mediado por prostaciclina (Bettini et al., 1985) como por prostaglandina (Bettini et al., 

1983).  

Com base nas atividades antioxidante e outras descritas, esculetina e 4-

metilesculetina foram selecionadas para avaliação da atividade antiinflamatória no 

modelo de colite experimental. Nosso estudo preliminar avaliou a atividade destes dois 

derivados cumarínicos em diferentes doses no modelo experimental de doença 

inflamatória intestinal induzida por ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em ratos, nas 

fases aguda e crônica. Esse estudo demonstrou que essas substâncias, nas doses de 10 e 

5mg/Kg, apresentaram atividade antiinflamatória neste modelo experimental e tal 

atividade está relacionada com a propriedade antioxidante e antiinflamatória destas 

substâncias (Witaicenis et al., 2010). 

Esses importantes resultados nos impulsionaram na continuação deste estudo, 

para comprovar a atividade antiinflamatória destes compostos, para tentar elucidar o 

mecanismo pelo qual elas estão agindo, além de comparar a eficácia e a potência destes 

dois derivados cumarínicos, com os dois fármacos de referência mais utilizados na DII 

em humanos, a sulfassalazina e a prednisolona, enfocando o perfil de respostas 

farmacológicas destes fármacos no modelo de doença inflamatória intestinal induzida por 

TNBS em ratos. 

7 O modelo experimental de doença inflamatória intestinal induzida pelo ácido 

trinitrobenzenosulfônico (TNBS) 

 

Esse modelo experimental consiste na indução da inflamação intestinal por um 

processo químico. A idéia inicial deste modelo baseou-se na hipótese de que na DII 
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ocorre um aumento na permeabilidade da mucosa, que facilita a entrada de um antígeno 

luminal na lâmina própria, o qual não é adequadamente eliminado pelo sistema 

imunológico.  

O método se baseia no uso de uma solução de TNBS em etanol 50%, na qual o 

etanol agiria como um “rompedor de barreira”, enquanto que o ácido TNBS, atuaria com 

um hapteno, que ao associar-se com substâncias de alto peso molecular, como as 

proteínas teciduais, seria capaz de desencadear uma resposta imunológica (Gonçalves et 

al., 2008). O TNBS associado ao etanol promove o desenvolvimento de uma inflamação 

severa, transmural e granulomatosa no cólon distal, sendo um modelo útil tanto para o 

estudo da etiopatogênese da inflamação intestinal, como para o estudo de novas drogas 

para o tratamento dessas doenças.  

Esse modelo experimental é considerado o mais adequado para o estudo de novos 

compostos ativos na doença inflamatória intestinal, sendo a técnica mais adequada por 

simular de forma muito parecida o que ocorre com a DII em humanos (Jurjus et al., 

2004).  

 Histologicamente, a inflamação produzida pelo TNBS é caracterizada pela 

presença de úlceras focais, distorção das criptas, depleção das células caliciformes, 

presença de granulomas (Foligné et al., 2006), espessamento da parede intestinal, 

edema, infiltração de células inflamatórias e necrose. Bioquimicamente, é observado um 

aumento da atividade de enzimas como a mieloperoxidase (Sánches-Hidalgo et al., 

2007) e a fosfatase alcalina (Sánchez de Medina, 2004), além do aumento da expressão 

de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α (Sánches-Hidalgo et al., 2007) e de 

interleucinas, bem como alterações nos sistemas antioxidantes da mucosa intestinal.  

Segundo Strober et al., (1998), após ser administrada, a solução de TNBS/etanol 

é apresentada para as células T pelas células apresentadoras de antígeno da lâmina 

própria. A presença e o reconhecimento do TNBS promove a secreção de IL-12 e indução 

da resposta das células Th1, que produz principalmente INF-γ, este por sua vez age nos 

macrófagos induzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-1β e IL-

6, que desencadeiam imediatamente o processo inflamatório (Figura 2). Além destes, 
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vários mediadores inflamatórios estão envolvidos nesta resposta como prostaglandinas 

E2, tromboxano B2, leucotrieno B4 e C4 e outras interleucinas (Zheng et al., 2000).  

A colite induzida pelo TNBS é um importante modelo experimental de inflamação 

da mucosa intestinal, porque permite o estudo dos eventos iniciais da inflamação e a 

análise da resposta imune da mucosa desencadeada por um antígeno específico (Strober 

et al., 2002), possibilitando a avaliação de novos compostos, úteis tanto para o 

tratamento da DC como da retocolite ulcerativa, permitindo avaliar diversos mediadores 

envolvidos na resposta inflamatória. 
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Figura 2. Mecanismo de indução da doença inflamatória intestinal pelo TNBS. 

APC = célula apresentadora de antígeno; PP = Placa de Peyer; T = células T; MAC= macrófago. 
(adaptada de Strober et al., 1998) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                            Objetivos 



 

 

 

 
 

 

Com base no exposto os objetivos do presente trabalho foram: 

 

1. Avaliar os efeitos antiinflamatórios de dois derivados cumarínicos 

(escopoletina e fraxetina), na fase aguda e na fase crônica com recidiva do 

processo inflamatório intestinal; 

2. Comparar os resultados desses dois derivados cumarínios (eficácia e 

potência) com o fármaco de referência no tratamento de DII em humanos; a 

sulfassalazina; 

3 Avaliar comparativamente os efeitos destes 3 compostos sobre os 

parâmetros macroscópicos e bioquímicos envolvidos no processo inflamatório 

colônico. 
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                         Material e Métodos
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1. Animais 

 

Ratos machos albinos da Cepa Wistar de 180 a 220g de peso, oriundos do 

Biotério Central da Unesp, Campus de Botucatu, São Paulo foram utilizados 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 ficaram alojados em caixas, separados por grupo, com no máximo 

6 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 (Protocolo n. 42/04 – CEEA).  

 

2. Substâncias testes e desenho experimental 

 

 Escopoletina (7-hidroxi-5-metoxicumarina), Fraxetina (7,8-dihidroxi-6-

metoxicumarina) e sulfassalazina, ilustrados na figura 3, foram obtidas da Sigma, 

solubilizadas em etanol 5%, preparadas diariamente e usadas neste estudo 

conforme protocolo experimental descrito abaixo. 
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Figura 3. Estrutura química das substâncias testes. 

 

2.1 Avaliação da atividade de escopoletina, fraxetina e sulfassalazina na fase 

aguda do processo inflamatório intestinal. 

Na fase aguda os estudos foram realizados com os seguintes grupos 

experimentais: 

A. Grupo branco: animais sem colite e sem tratamento 

B. Grupo controle: animais com colite e sem tratamento 

C. Grupos com os compostos-testes: 

C1. Animais tratados com escopoletina 5mg/kg, 10mg/kg e 25mg/kg 

C2. Animais tratados com fraxetina 5mg/Kg, 10mg/kg e 25mg/kg 

D. Grupo com o fármaco: 

D. Animais tratados com sulfassalazina 25mg/Kg 
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A indução do processo inflamatório 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 em câmara de gás 

CO2 para sacrifício de roedores.  

Em seguida, foi realizada a administração retal (intracolônica) de 0,25ml de 

uma solução de 10mg de ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em etanol a 

50% v/v. A administração foi realizada com a ajuda de um catéter (diâmetro de 

2mm), o qual foi introduzido pelo ânus do animal até uma distância de 8cm. Os 

animais foram mantidos de cabeça para baixo desde o momento da instilação do 

hapteno até a recuperação da anestesia. Os animais do grupo branco foram 

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

substituição ao TNBS. 

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

esofágica, e foram realizados às 96, 72, 48, 24 e 2 horas antes da indução da 

colite. Os animais dos grupos controle e branco receberam metilcelulose 1% por via 

oral e 24 horas após a indução. Todos os animais foram mortos 48 horas após a 

indução do processo inflamatório.  

2.2 Avaliação da atividade de escopoletina, fraxetina e sulfassalazina na 
fase crônica com recidiva do processo inflamatório intestinal. 

 

Na fase crônica os estudos foram realizados com os seguintes grupos 

experimentais: 

E. Grupo branco: animais sem colite e sem tratamento 

F. Grupo controle: 

 animais com colite e sem tratamento 

animais com colite e sem tratamento e sem indução da recidiva (CSR) 

G. Grupos com os compostos-testes: 

C1. Animais tratados com escopoletina 5mg/kg 

C2. Animais tratados com fraxetina 5mg/Kg 
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H. Grupo com o fármaco:  

I. Animais tratados com sulfassalazina 25mg/Kg 

 

 

A indução do processo inflamatório 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 em câmara de gás 

CO2 para sacrifício de roedores.  

Em seguida, foi realizada a administração retal (intracolônica) de 0,25ml de 

uma solução de 10mg de ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em etanol a 

50% v/v. A administração foi realizada com a ajuda de um catéter (diâmetro de 

2mm), o qual foi introduzido pelo ânus do animal até uma distância de 8cm. Os 

animais foram mantidos de cabeça para baixo desde o momento da instilação do 

hapteno até a recuperação da anestesia. Os animais do grupo branco foram 

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

substituição ao TNBS. 

 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. Seis animais de cada grupo colítico e cinco 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. 

A segunda administração de TNBS (recidiva) foi realizada no 14º dia após a 

primeira administração, nos animais que foram sacrificados no 21º dia, 

excetuando-se o grupo branco e o grupo controle sem recidiva. 
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3.Avaliação do processo inflamatório intestinal 

  

Ao final de cada período de tratamento, os animais foram mortos, os cólons 

extraídos e analisados quanto aos prejuízos intestinais considerando-se parâmetros 

macroscópicos e bioquímicos. 

  

        

 

3.1. Avaliação macroscópica 

 

Durante o desenvolvimento dos experimentos, os animais foram avaliados 

em diferentes parâmetros de caráter geral tais como: consumo de alimento e 

ganho de peso corporal . Na análise macroscópica foram avaliados o peso e o 

comprimento do cólon e a análise da severidade e extensão do prejuízo intestinal, 

de acordo com uma escala descrita previamente por Bell et al., 1995. 

Figura 4. Desenho experimental. B (grupo branco; ratos não colíticos); C (grupo 
controle; ratos colíticos); CSR (grupo controle sem recidiva; ratos colíticos que não 
receberão uma segunda administração de TNBS); T (grupo tratado; ratos colíticos 

tratados com escopoletina, fraxetina e sulfassalazina). 

CSR

B B B 

T

C 
C

C 

TT 

1 semana 3 semana 2 semana 



 
 

 

 

 37

Tabela 1. Critério de avaliação da severidade e extensão da lesão colônica. 

Escore 
Critério 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

 

6-10 

 

Sem prejuízo 

Hiperemia, sem úlceras 

Úlcera linear sem inflamação significante 

Úlcera linear com inflamação em um sítio 

Dois ou mais sítios de ulceração/inflamação 

Dois ou mais sítios de ulceração e inflamação ou um sítio de inflamação 

maior que 1 cm ao longo da extensão do cólon 

Se o prejuízo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensão do cólon (o 

escore é aumentado em 1 ponto para cada centímetro adicional) 

 

Após a análise macroscópica, o cólon foi dividido em 7 fragmentos 

longitudinais, três deles foram congelados a –80ºC para determinação de proteínas 

e a atividade da fosfatase alcalina, mieloperoxidase, enquanto um fragmento foi 

processado para determinação dos níveis de glutationa total.  

 

3.2. Determinações bioquímicas 

 

 Todas as determinações bioquímicas foram realizadas em homogeneizados 

de mucosa intestinal colônica, sendo estes realizados a frio durante 

aproximadamente 45 segundos, com ajuda de um homogeneizador automático, 

provido de um pistilo de teflón e um recipiente de vidro de 10ml de capacidade.  

 

  A. Determinação da atividade da mieloperoxidase (MPO) 

 

A determinação da atividade da mieloperoxidase em fragmentos de cólon de 

rato foi realizada pelo método de Krawisz et al., (1984) e os resultados expressos 
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como unidades de mieloperoxidase por grama de tecido, onde 1 unidade de 

atividade de MPO é definida como aquela que degrada 1 µmol de peróxido de 

hidrogênio por minuto a 25oC. A atividade da mieloperoxidase se utiliza como 

marcador da infiltração de neutrófilos, mesmo que esta enzima não seja específica 

deste tipo celular.  

 

 B. Determinação do conteúdo de glutationa total 

 

A determinação do conteúdo de glutationa total foi realizada de acordo com 

o método descrito por Anderson (1985), que está baseado na oxidação total da 

glutationa reduzida (GSH) presente em uma amostra à sua forma oxidada (GSSG), 

mediante a incubação da amostra com o ácido ditiobisnitrobenzóico (DTNB). O 

DTNB reduzido adquire uma coloração amarelada, que pode ser determinada 

espectrofotometricamente. O GSSG gerado é reduzido por ação da enzima 

glutationa redutase na presença de NADPH. O GSH formado se oxida novamente, 

gerando um ciclo contínuo, no qual a velocidade de redução do DTNB (com o seu 

conseqüente incremento de absorbância a 412nm) é proporcional à quantidade 

total de glutationa (GSH+GSSG). Os resultados foram expressos em nanomoles por 

grama de tecido. 

 

 

C. Determinação de proteínas totais e da atividade da fosfatase 

alcalina 

 

A determinação do conteúdo de proteínas totais e da atividade da fosfatase 

alcalina foi realizada pelos métodos clássicos descritos por Smith et al., (1985) e 

Bessey et al., (1946), respectivamente. 
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4. Análise estatística 

 

 Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(E.P.M.). 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 foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. 

Dados descontínuos foram testados por ANOVA seguida por teste de Dunnet. A 

significância estatística foi considerada para valores de p < 0,05. 
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                                        Resultados 
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1. Resultados modelo experimental de fase aguda 

1.1 Consumo diário de Ração 

Após a administração do TNBS, o consumo de alimento fica reduzido, sendo que os 

animais do grupo branco (não colítico) aumentaram o consumo após o jejum e 

diferem na quantidade de alimento ingerida quando comparados aos animais 

do grupo controle. Os animais tratados aumentaram o consumo de alimento ao 

longo dos dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

: Avaliação do consumo de ração por grupo, dos animais submetidos ao modelo experimental de colite aguda induzida por 
TNBS. Dados expressos em consumo/ número de animais. 
 

Dias 
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1.2 Ganho de peso corporal 

Os animais do grupo branco perderam peso no segundo dia do 

tratamento devido à indução de colite, mas recuperaram o peso com 

o passar dos dias; ao contrario dos animais que receberam a indução 

de colite por TNBS. 

 

 

 

1.3 Avaliação macroscópica 

 

A administração intracolônica de TNBS resulta em inflamação no epitélio 

colônico, que pode ser evidenciada após 48 horas com uma necrose na camada 

mucosa, essa lesão estende-se por 3.8 – 5.8 cm ao longo do cólon, e promove 

a ocorrência de espessamento e hiperemia na parede intestinal. Esses 

parâmetros foram analisados e expressos em forma de escore, e os resultados 

podem ser observados na tabela. Os animais do grupo sulfassalazina tiveram o 

escore diminuido em relação ao grupo controle. Em relação a extensão da lesão 

os animais dos grupos fraxetina 10mg/kg e sulfassalazina tiveram uma menor 

dias 

Avaliação da evolução do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental de colite aguda 
induzida por TNBS. Dados expressos em média do (Peso final - peso inicial) X 100/peso inicial) ± E.P.M. 
com *p<0,05 e ** p<0,01 comparados com o grupo controle TNBS.  
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lesão do que o grupo controle. Somente o grupo branco teve uma relação 

peso/comprimento menor em comparação ao grupo controle. 

 

 

Grupo escorea      
 (0-10) 

Extensão da 
lesãob (cm) 

Relação 
peso/comprimento 
(mg/cm) 

Não colítico (5) 0*** 0**   74.33 ± 3.29** 
Controle (6) 8 (7-10) 4.90 ± 0.18 144.00 ± 6.45 
Fraxetina - 5 mg/Kg (6) 
Fraxetina - 10 mg/Kg (6) 
Fraxetina - 25 mg/Kg (6) 

9 (8-9)   
7.5 (3-8) 

8.5 (7-9) 

4.89 ± 0.56 

3.13 ± 1.03* 

4.83 ± 0.38 

127.51 ± 7.52 
136.04 ± 20.9 

131.77 ± 2.81 

Escopoletina - 5 mg/Kg (6) 
Escopoletina - 10 mg/Kg (6) 
Escopoletina - 25 mg/Kg (6) 

7 (1-9) 

8 (7-9) 

8 (7-10) 

3.56 ± 0.96 

4.68 ± 0.25 

4.88 ± 0.49 

135.28 ± 14.7 

136.98 ± 7.95 

131.05 ± 7.43 

Sulfassalazina - 25 mg/Kg (6) 6 (2-10)* 2.39 ± 0.36** 130.10 ± 8.57 

O escore é expresso como mediana (range). Extensão da lesão e relação peso 
comprimento são expressos como media ± EPM. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 
 
 

1.4 Determinações Bioquímicas 

Nos parâmetros bioquímicos avaliados os animais tratados com 

escopoletina 5 mg/kg e 25 mg/kg foram os que tiveram melhor 

resultado significativo em relação ao grupo branco, além dos animais 

tratados com sulfassalazina; em relação a GSH. Somente o grupo 

sulfassalazina teve resultado significante para MPO. Já na fosfatase 

alcalina os grupos escopoletina 5 mg/kg e fraxetina 10 e 25mg/kg 

tiveram resultado significante. 
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Group (n) GSH  
(nmol/g ) 

MPO  
(U/g ) 

FA  
(U/mg proteína) 

Não colitico (5) 2120.79 ± 92.82**   93.37 ± 5.83**   6.24 ± 0.64** 

Controle (10) 1177.25 ± 40.49 653.49 ± 80.99 17.03 ± 1.31 
Fraxetina - 5 mg/Kg (6) 
Fraxetina - 10 mg/Kg (6) 
Fraxetina - 25 mg/Kg (6) 

1547.39 ± 124.6* 
1500.77 ± 81.16* 
1340.85 ± 123.6 

500.23 ± 52.89 

649.99 ± 200.5 

646.35 ± 111.1 

14.34 ± 1.43 

11.78 ± 2.25* 

11.44 ± 0.97* 

Escopoletina - 5 mg/Kg (6) 
Escopoletina - 10 mg/Kg (6) 
Escopoletina - 25 mg/Kg (6) 

1703.69 ± 102.16** 
  921.73 ± 54.99 

1557.97 ± 91.21** 

449.81 ± 102.6 
499.64 ± 50.21 

971.69 ± 230.4 

  8.10 ± 0.80** 

15.09 ± 1.44 

13.39 ± 1.51 

Sulfassalazina - 25 mg/Kg (6) 1594.57 ± 63.96** 391.34 ± 59.29* 13.87 ± 1.23 

Os parâmetros bioquímicos são expressos como media ± EPM. *p<0,05; **p<0,01 e 
***p<0,001 

Tabela. Efeitos do tratamento dos derivados cumarinicos e sulfassalazina na glutationa (GSH), 

mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina (FA) na fase aguda de colite induzida por TNBS. 

 



 
 

 

 

 45

 

2. Resultados modelo experimental de fase crônica com recidiva 

2.1 Ganho de peso corporal 

Na avaliação do ganho de peso corporal os animais dos grupos controle, 

escopoletina, fraxetina e sulfassalazina ganharam peso após a primeira semana de 

tratamento, já no final da segunda semana somente os animais do grupo fraxetina 

ganharam peso e no final da terceira semana todos os animais ganharam peso; 

pois no décimo quarto dia eles ficaram em jejum devido a indução da recidiva. 

 
Dias 
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2.2 Consumo diário de ração 

Ao final da primeira semana todos os animais aumentaram o 

consumo de ração, no término da segunda semana somente os 

animais do grupo sulfassalazina não aumentaram o consumo de 

ração e no final da terceira semana todos os animais consumiram 

mais ração devido ao jejum no décimo quarto dia para a indução da 

recidiva. 

Figura 5: Avaliação da evolução do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental de 

inflamação intestinal crônica com recidiva induzida por TNBS. Dia 1 primeira administração de TNBS e 14° dia 

indução da recidiva, nos animais mortos na terceira semana. Dados expressos em média (Peso final - Peso 

inicial) X 100/ Peso inicial) ± E.P.M. com ** p<0.01 comparados ao grupo controle TNBS.  
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Figura 6: Avaliação do consumo médio de ração dos animais submetidos ao modelo experimental de inflamação 

intestinal crônica, na primeira, segunda e terceira semanas após a administração do TNBS. Dados expressos em 

média de consumo por animal, em gramas. Dia 1 primeira administração de TNBS e 14° dia indução da recidiva 

(jejum), nos animais mortos na terceira semana.  
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2.3  Avaliação macroscópica 

 O modelo crônico se caracteriza pela inflamação no epitélio colônico com a 

presença de necrose na camada mucosa. A ulceração e a inflamação no 

cólon do rato são caracterizadas pela doença na parede colônica, infiltração 

de leucócitos polimorfonucleares, (observados pela atividade da 

mieloperoxidase) e formação de granulomas. No modelo experimental de 

doença inflamatória intestinal de fase crônica, quanto aos parâmetros 

macroscópicos na terceira semana de tratamento, foi possível observar que 

os animais tratados com escopoletina e sulfassalazina, além do grupo 

controle sem recidiva, apresentaram uma diminuição no escore 

macroscópico. Também na terceira semana, em relação a extensão da 

lesão, foi observado que os animais tratados com escopoletina, fraxetina e 

sulfassalazina, além do grupo controle sem recidiva tiveram uma diminuição 

na extensão da lesão. Já a relação peso/comprimento do cólon nas três 

semanas foi observada diferenças nos grupos brancos, escopoletina, 

fraxetina e sulafassalazina, além do grupo controle sem recidiva na terceira 

semana. Todos esses resultados foram comparados com o grupo controle 

colítico e estão expressos na tabela abaixo. 
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Grupos Escore  

(0-10) 
Extensão 
 (cm) 

Relação peso 
comprimento 
(mg/cm) 

 

1ª Semana 
Não Colitico 
Controle Colitico 
Escopoletina – 5mg/Kg  
Fraxetina – 5mg/Kg 
Sulfassalazina – 25mg/Kg 
  

0*** 
5.6 (4-8) 
5.6 (4-8) 
4.6 (1-8) 
6.0 (5-7) 

0** 
2.2 ± 0.70 
2.0 ± 0.39 

1.8 ± 0.70 
2.2 ± 0.29 

  84.14 ± 1.22** 
180.04 ± 7.63 
112.66 ± 9.77** 
130.17 ± 4.72** 

194.33 ± 22.96** 
 

 

2ª Semana 
Não Colitico 
Controle Colitico 
Escopoletina – 5mg/Kg  
Fraxetina – 5mg/Kg 
Sulfassalazina – 25mg/Kg 
  

0*** 
4.8 (4-5) 
3.3 (2-4) 
3.6 (2-5) 
4.1 (1-6) 

0** 
1.8 ± 0.35 
1.2 ± 0.11 
1.1 ± 0.24 
1.5 ± 0.26 

  86.32 ± 3.85** 
132.49 ± 6.81 
110.54 ± 7.16** 
136.73 ± 3.23** 

100.88 ± 6.29** 
 

 

3ª Semana 
Não Colitico 
Controle Colitico 
CSR 
Escopoletina – 5mg/Kg  
Fraxetina – 5mg/Kg 
Sulfassalazina – 25mg/Kg 
 

0*** 
5.5 (2-7) 
2.4 (0-4)** 
3.0 (2-5)* 
5.1 (4-6) 
3.1 (2-5)* 

0** 

3.70 ± 0.40*** 

1.30 ± 0.38*** 
1.20 ± 0.37*** 
1.46 ± 0.36*** 
0.70 ± 0.19*** 

  78.99 ± 3.40** 
137.89 ± 6.70 
106.98 ± 3.45** 
117.21 ± 8.59** 
131.68 ± 5,38** 

116.18 ± 4.60** 
 

 

 

O escore é expresso como mediana (range). Extensão da lesão e relação peso 
comprimento são expressos como media ± EPM. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 
 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela . Avaliação dos parâmetros macroscópicos dos efeitos de escopoletina 
(5mg/Kg), fraxetina(5mg/Kg) e sulfassalazina (25mg/Kg) no modelo experimental 
crônico com recidiva de inflamação intestinal induzida por TNBS 
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2.4  Determinações Bioquímicas 

Nos parâmetros bioquímicos avaliados, somente a atividade da fostase 

alcalina teve diferença significante na terceira semana de tratamento entre os 

animais do grupo controle colítico, controle sem recidiva e não colítico. As 

atividades da glutationa total e da mieloperexidase não tiveram diferenças 

significativas entre os grupos experimentais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo  GSH 

 
MPO Fosfatase 

Alcalina 
 

1ª Semana 
Não colitico  
Controle colítico  
Escopoletina- 5 mg/Kg                                         
Fraxetina- 5 mg/Kg  
Sulfassalazina- 25mg/Kg 

1583,33 ± 65,49 
1512,99 ± 114,8 
1502,75 ± 102,2 
1613,82 ± 95,62 
1852,50 ± 133,6 
 

140,60 ± 9,075 
518,47 ± 155,9 
779,06 ± 219,9 
421,42 ± 144,8 
602,03 ± 154,6 
 

8,150 ± 0,889 
14,05 ± 1,125 
12,65 ± 2,329 
11,74 ± 1,329 
14,22 ± 2,020 

 

2ª Semana 
 Não colitico  
Controle colítico  
Escopoletina- 5 mg/Kg  
Fraxetina- 5 mg/Kg  
Sulfassalazina- 25mg/Kg 

1454,35 ± 102,8 
1453,27 ± 37,86 
1469,72 ± 96,42 
1526,00 ± 131,1 
1274,66 ± 119,1 
 

144,62 ± 11,76 
166,46 ± 28,06 
175,80 ± 14,26 
261,78 ± 84,06 
195,33 ± 28,74 
 

6,52 ± 0,763 
9,90 ± 1,176 
9,26 ± 0,664 
9,37 ± 1,727 
9,90 ± 2,051 
 

 

3ª Semana                                                                                                                 
Não colitico  
Controle colítico  
CSR  
Escopoletina- 5 mg/Kg  
Fraxetina- 5 mg/Kg  
Sulfassalazina- 25mg/Kg 

1503,96 ± 116,4* 
1187,23 ± 42,39 
1365,43 ± 145,8* 
1576,09 ± 54,02 
1380,46 ± 50,94 
1896,38 ± 127,6 
 

133,71 ± 9,065 
278,49 ± 39,25 
198,95 ± 37,92 
169,71 ± 50,65 
378,30 ± 44,71 
204,26 ± 29,96 
 

5,66 ± 1,112 

14,60 ± 2,045 
6,63 ± 0,926 
9,02 ± 1,523 
16,31 ± 1,938 
16,34 ± 1,522 
 

 

Tabela. Efeitos do tratamento dos derivados cumarinicos e sulfassalazina na glutationa 
(GSH), mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina (FA) na fase crônica com recidiva de 
colite induzida por TNBS 

Os parâmetros bioquímicos são expressos como media ± EPM. *p<0,05; **p<0,01 e 
***p<0,001 
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O processo inflamatório intestinal envolve uma série de eventos celulares e 

moleculares que resultam no aumento do fluxo sanguíneo local e da permeabilidade 

capilar. Esse fato promove o extravasamento de granulócitos, especialmente 

leucócitos polimorfonucleares. A migração e ativação de mediadores químicos 

inflamatórios, como metabólitos do ácido araquidônico, bradicinina e as citocinas 

presentes em macrófagos, linfócitos, e outros tipo de células, servem para iniciar, 

coordenar e amplificar o processo inflamatório. Esses agentes pró-inflamatórios 

promovem a aderência dos fagócitos no endotélio vascular e o extravasamento 

destas células para a mucosa intestinal e, posteriormente, a ativação destes 

fagócitos origina a liberação de radicais livres.  

Os radicais livres oriundos do processo inflamatório apresentam um papel 

chave na regulação da inflamação intestinal e na ausência de mecanismos de 

defesa antioxidantes, promovem um aumento da lesão, depleção dos níveis de 

glutationa e das enzimas de detoxificação, como a fosfatse alcalina (Dryden et al., 

2005). 

O estresse oxidativo é um potencial mecanismo de lesão tecidual que 

contribui para a patogênese das doenças inflamatórias intestinais, o que reforça a 

pesquisa de novos compostos com atividade antioxidante como novas terapias para 

o tratamento destas doenças (McKenzie et al., 1996), portanto estratégia para 

inibir os radicais livres, seja na produção de enzimas que agem diretamente na 

produção destes, ou seqüestrando os que já foram produzidos, ou ainda 

aumentando a produção de compostos antioxidantes pelas células intestinais 

(Dryden et al., 2005), são um importante ponto de partida na busca de novos 

medicamentos para o tratamento das doenças inflamatórias intestinais. 

Assim como observado na DII em humanos, o modelo experimental de colite 

induzida pelo TNBS promove um aumento da peroxidação lipídica (Loguercio et al., 

2003), como observado nesse estudo na fase aguda em animais que sofreram 

indução de colite por TNBS, porém somente os animais tratados com a droga de 
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referência sulfassalazina tiveram os níveis de MPO diminuídos. Na fase crônica com 

recidiva as substâncias testadas e nem mesmo a sulfassalazina diminuíram os 

níveis de mieloperoxidase. 

Outro fator que confirma a presença de estresse oxidativo na mucosa 

colônica no processo inflamatório intestinal é a depleção dos níveis de glutationa, 

como observado em humanos (Sido et al., 1998; Lauterburg et al., 1988) e em 

modelos experimentais (Pavlick et al., 2002; Gálvez et al., 1997; Sánchez de 

Medina et al., 1996; Loguercio et al., 1996; Buffinton & Doe, 1995).  A glutationa 

(GSH) é um tripeptídeo constituído de glutamato, cisteína e glicina sendo um dos 

mais abundantes agentes antioxidantes biológicos e que serve de substrato para a 

glutationa peroxidase (GPX) e a glutationa S-transferase. A GSH em sua forma 

reduzida possui um grupo sulfidrila, que pode atuar seqüestrando radicais livres 

como o O2
-, peroxinitrito e hidroperóxidos lipídicos, além disso, está relacionada 

diretamente com o processo de reparação da lesão oxidativa no DNA e proteção 

contra moléculas reativas de oxigênio e citocinas que induzem a apoptose 

(Kruidenier & Verspaget, 2002). A GSH é predominantemente a primeira defesa 

antioxidante intracelular contra os produtos tóxicos de oxigênio, particularmente na 

mitocôndria, local onde ocorre a maior síntese desses radicais (Deleve & Kaplowitz, 

1991). Após a exposição da GSH em sua forma reduzida ao agente oxidante, como 

as espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, ocorre sua oxidação à sua forma 

oxidada (GSSG), cuja reação é catalisada pela glutationa peroxidase (GPx). A 

recuperação da GSSG é feita pela enzima glutationa redutase (GSHred), na 

presença de NADPH, constituindo um ciclo redox essencial para manutenção da 

integridade do sistema protetor celular (Wang & Ballatori, 1998). O nível 

intracelular de GSH é regulado pelo equilíbrio entre sua utilização e síntese 

(Halliwell & Gutteridge, 1984). Sob condições fisiológicas, a GSHred mantém mais 

de 98% da GSH intracelular na forma reduzida (Wang & Ballatori, 1998). Em 

situações em que o sistema de óxido-redução está íntegro, há recuperação da GSH, 
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entretanto, sob condições de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiência do 

sistema protetor, ocorre desequilíbrio entre o consumo de GSH e a produção de 

GSSG, o que acarreta em estresse oxidativo (Shan et al., 1990; Gilbert, 1990; 

Halliwel, 1993). Assim, a intensidade do estresse oxidativo pode ser monitorada 

pela glutationa total (GSH+GSSG). Estudos demonstram que os níveis de GSH 

colônica são significativamente depletados na retocolite ulcerativa e na doença de 

Crohn, quando comparados com o grupo controle de pacientes normais ou com 

essas doenças em fase inativa (Karp & Koch, 2006). Outros estudos também 

confirmam a diminuição nos níveis de GSH em sua forma reduzida na DII (Holmes 

et al., 1998) e o aumento da GSH em sua forma oxidada em pacientes com 

retocolite ulcerativa ativa (Sido et al., 1998). É relatado que o nível de GSH 

reduzida na mucosa de pacientes com DII é 27% menor do que de pessoas 

saudáveis (Buffinton & Doe, 1995). A potencial importância da glutationa na doença 

inflamatória intestinal tem sido demonstrada em modelos animais, que sugerem 

que a depleção de GSH altera a função das células T e dos macrófagos (Karp & 

Koch, 2006). Além disso, existem outras evidências de que a GSH e enzimas 

associadas atuam na imunidade celular. Por exemplo, níveis de GSH e células 

apresentadoras de antígeno determinam se a resposta imune predominante é do 

tipo Th1 ou Th2, porém as bases moleculares desta diferenciação ainda não são 

conhecidas (Townsend et al., 2003). Outros estudos experimentais também 

associam a atividade antiinflamatória de seus compostos com a propriedade destes 

em evitarem a depleção nos níveis de GSH colônica (Gálvez et al., 2006; Di Stasi et 

al., 2004; González et al., 2001; Cruz et al., 1998; Ocete et al., 1998; Sánchez de 

Medina et al., 1996). Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que os 

níveis de glutationa não foram depletados nos animais que sofreram indução de 

colite por TNBS na fase aguda e tratados com escopoletina 5mg/kg, 25mg/kg e 

sulfassalazina. Já na fase crônica com recidiva nenhum grupo tratado teve o nível 

de glutationa diminuído. Outro resultado reforça a atividade antiinflamatória das 
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substâncias testes, a inibição da atividade da fosfatase alcalina. A Fosfatase alcalina 

é uma glicoproteína de membrana ligada ao fosfatidilinositol e compreende uma 

família de enzimas que quelam radicais fosfato em pH alcalino. Essa enzima pode 

ser encontrada em diferentes tipos celulares, incluindo os neutrófilos (Karlsson et 

al., 1995). No intestino está localizada na membrana com borda em escova e 

participa do processo de absorção de nutrientes (Sánchez de Medina et al., 2004). 

A atividade da fosfatase alcalina intestinal não é exclusiva dos enterócitos, mas 

está presente também nas células da lâmina própria, incluindo neutrófilos e outros 

leucócitos (Smith et al., 1984). Sua função fisiológica é ainda desconhecida, mas 

sabe-se que esta enzima fica aumentada no processo inflamatório intestinal 

(Sanchez de Medina et al., 1996; Gonzalez et al., 2001; Sanchez de Medina et al., 

2002). Dentre as funções conhecidas, há evidências de participar do processo de 

calcificação óssea, transporte de imunoglobulinas através da placenta, transporte 

de fosfato nas células do epitélio intestinal (Karlsson et al., 1995), podendo ainda 

estar relacionada com a detoxificação de lipopolissacarídios (Tuin et al., 2009). 

Desta forma, a redução na atividade da fosfatase alcalina pode ser interpretada 

como uma manifestação da atividade antiinflamatória das substâncias em estudo 

(Sanchez de Medina et al., 2004). Na fase aguda do processo inflamatório intestinal 

deste trabalho os animais tratados com escopoletina 5mg/kg e fraxetina 10 e 

25mg/kg tiveram a atividade da fosfatase alcalina diminuída em relação aos 

animais do grupo controle colítico. Já na fase crônica com recidiva nenhum grupo 

tratado teve diferenças significativas em relação a atividade da fosfatase alcalina. 

As doses escolhidas para serem testadas na inflamação intestinal crônica 

com recidiva foram baseadas nos melhores resultados da fase aguda. 
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Com base nos objetivos propostos, nos resultados e discussões 

apresentadas, foi possível concluir que: 

1) A escopoletina nas doses de 5mg/kg e 25mg/kg e a fraxetina nas doses 

de 10mg/kg e 25 mg/kg tiveram atividade antiinflamatória no modelo 

experimental de colite induzido por TNBS. 

2) O experimento de colite induzida por TNBS na fase crônica com recidiva 

não obteve resultados significantes; nem mesmo os animais do grupo 

colítico tiveram níveis de glutationa, MPO e atividade da fosfatase 

alcalina de acordo com relatos da literatura, assim como nenhuma 

substância testada obteve sucesso. Talvez algum fator extra 

desconhecido interfiriu nos parâmetros bioquímicos.  
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