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   Resumo  

  

A retocolite ulcerativa (RCU) é uma doença inflamatória intestinal, caracterizada por 

inflamação crônica e pelo desenvolvimento de úlceras no cólon. A inflamação provoca 

infiltração de neutrófilos, aumento do estresse oxidativo e ativação de vias inflamatórias. 

Apesar de ser uma doença que está se tornando cada vez mais comum ao redor do mundo, 

ainda não existe um tratamento efetivo. O mirceno é um monoterpeno com comprovada 

ação antioxidante, anti-inflamatório e gastroprotetora em estudos pré-clínicos in vivo e in 

vitro. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do mirceno no quadro de RCU aguda 

em camundongos C5BL/6J machos. Para a realização desse estudo foram usadas duas 

concentrações (2% e 2.5%) de Dextran Sulfato de Sódio (DSS), assim como diferentes 

doses do mirceno (3.75, 7.5, 11.25, 50, 100 e 200 mg/kg). Assim como foram utilizados 

camundongos machos C5BL/6J (n=15) que foram induzidos por DSS durante 7 dias 

consecutivos ofertados no bebedouro. O tratamento com o mirceno (pela via oral) foi 

realizado concomitantemente a indução da colite com DSS. Ao longo do período de indução 

mais tratamento, foi analisada a progressão dos sintomas da RCU através do Índice de 

Desenvolvimento da Doença (IDD). Através da análise do soro e do tecido obtido do cólon 

foram realizadas observações morfometrias (massa e comprimento do cólon) e bioquímicas 

por meio dos marcadores de inflamação (mieloperoxidase - MPO, malondialdeído - MDA, 

citocinas anti-inflamatórias – IL 4, 5, 10, 13 e 33) e do estresse oxidativo (glutationa 

redutase - GSH, superóxido dismutase - SOD e catalase – CAT). Para a análise estatística 

foi realizado teste de Shapiro-Wilk para determinação de normalidade e ANOVA de uma 

via para comparação de três ou mais grupos, seguidos do teste de Dunnett ou Tukey, ou 

teste de Wilcoxon, para conjuntos de dados não paramétricos. Com valor de significância 

mínimo de p < 0,05. As diferentes concentrações de DSS (2% vs 2.5%) resultaram no 

aumento significativo do IDD no 6º de tratamento. O tratamento dos animais com mirceno 

promoveu aumento do IDD a partir do 5º dia em ambas concentrações de DSS. Se 

observou um encurtamento do comprimento dos cólons dos animais submetidos ao DSS 

em ambas concentrações sendo que nos animais tratados com DSS a 2.5% houve uma 

redução significativa do comprimento em comparação com os animais tratados com DSS a 

2%. Após o tratamento, houve aumento da massa do cólon e baço (DSS 2%), estomago e 

baço (DSS 2.5%) dos animais submetidos as diferentes concentrações de DSS em relação 

aos animais brancos. As análises bioquímicas demonstraram que a aplicação do DSS a 

2% foi capaz de reduzir os níveis de GSH e SOD assim com a IL-4 no grupo de animais 

tratados com o veículo em comparação com os animais branco. A indução do DSS a 2.5% 

reduziu os níveis de GSH dos animais tratados com mirceno e aumentou a atividade de 

MPO no grupo de animais que recebeu mirceno (200 mg/kg) em comparação com branco. 

Através dos resultados desse trabalho foi possível concluir que a indução com DSS em 

ambas concentrações foi capaz de elevar o IDD, porém o tratamento dos animais com 

mirceno nas doses utilizadas não foi capaz de proteger os animais dos danos causados 

pelo DSS.   

     

Palavra-chave: Doença inflamatória intestinal; estresse oxidativo; monoterpeno e 

camundongos C5BL/6J.   
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Abstract 

  

Ulcerative colitis (UC) is an inflammatory bowel disease characterized by chronic 

inflammation and the development of ulcers in the colon. Inflammation causes neutrophil 

infiltration, increased oxidative stress, and activation of inflammatory pathways. Despite 

being a disease that is becoming increasingly common around the world, there is still no 

effective treatment. Myrcene is a monoterpene with proven antioxidant, anti-inflammatory 

and gastroprotective action in preclinical in vivo and in vitro studies. This study aims to 

evaluate the effect of myrcene on acute UC in male C5BL/6J mice. To carry out this study, 

two concentrations (2% and 2.5%) of Sodium Dextran Sulfate (DSS) were used, as well as 

different doses of myrcene (3.75, 7.5, 11.25, 50, 100 and 200 mg/kg). As well as male 

C5BL/6J mice (n=15) that were induced by DSS for 7 consecutive days offered in the 

drinking fountain. Treatment with myrcene (by mouth) was performed concomitantly with the 

induction of colitis with DSS. Throughout the period of induction plus treatment, the 

progression of UC symptoms was analyzed using the Disease Development Index (IDD). 

By analyzing the serum and the tissue obtained from the colon, morphometry (colon weight 

and length) and biochemical observations were performed using inflammation markers 

(myeloperoxidase - MPO, malondialdehyde - MDA, anti-inflammatory cytokines - IL 4, 5, 10, 

13 and 33) and oxidative stress (glutathione reductase - GSH, superoxide dismutase - SOD 

and catalase - CAT). For statistical analysis, the Shapiro-Wilk test was used to determine 

normality and one-way ANOVA to compare three or more groups, followed by the Dunnett 

or Tukey test, or the Wilcoxon test, for non-parametric data sets. With a minimum 

significance value of p < 0.05. The different concentrations of DSS (2% vs 2.5%) resulted in 

a significant increase in the IDD on the 6th day of treatment. The treatment of animals with 

myrcene promoted an increase in the IDD from the 5th day on in both DSS concentrations. 

A shortening of the length of the colons of the animals submitted to DSS in both 

concentrations was observed and, in the animals, treated with DSS at 2.5% there was a 

significant reduction of the length in comparison with the animals treated with DSS at 2%. 

After treatment, there was an increase in mass of the colon and spleen (DSS 2%), stomach 

and spleen (DSS 2.5%) of animals submitted to different concentrations of DSS compared 

to white animals. Biochemical analyzes demonstrated that the application of 2% DSS was 

able to reduce the levels of GSH and SOD as well as IL-4 in the group of animals treated 

with the vehicle compared to the white animals. The induction of 2.5% DSS reduced the 

GSH levels of the myrcene-treated animals and increased the MPO activity in the group of 

animals that received myrcene (200 mg/kg) compared to the white group.  

     

Keywords: Inflammatory bowel disease; oxidative stress; monoterpene and 

C5BL/6J mice.  
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1- Introdução  

As doenças inflamatórias intestinais (DII) é uma inflamação crônica do 

intestino (Ng et al., 2017). A patogênese não é completamente esclarecida, mas 

sabe-se que existem componentes genéticos e ambientais que levam ao 

surgimento dessa inflamação intestinal. Essas doenças estão associadas com o 

aumento da globalização, com o estilo de vida ocidental voltado ao alto consumo 

de alimentos industrializados, assim como de álcool e estresse elevado. Outro fator 

que pode levar ao aumento das DII no mundo moderno é o aumento da assepsia, 

que faz com que as pessoas não entrem em contato com bactérias benéficas que 

possam contribuir para a composição final da microbiota intestinal (Bernstein et al., 

2015). Além disso, o uso prolongado e cada vez mais frequente de medicamentos 

como anti-inflamatórios não esteroidais, para o tratamento de outras doenças, pode 

contribuir para o surgimento das DII (Feuerstein et al., 2014). O aparecimento das 

DII nos países é cada vez mais evidente em todos os continentes, sendo 

considerada como uma doença global (Bernstein et al., 2015). Um exemplo é o 

continente Asiático, no qual foi realizado um estudo de 2012 em que foi 

demonstrado a ocorrência de um aumento na prevalência de DII de 0.54 em 100 

mil habitantes para 3.44 em 100 mil habitantes em um pouco menos de um ano (Ng 

et al., 2013). No Brasil, em 2019 se observou que a prevalência de DII é de 4.48 em 

100 mil habitantes, sendo mais comum em áreas mais urbanas e industrializadas, 

quando comparado com áreas rurais (Quaresma et al., 2019).  

Dentre as DII mais comuns e mais estudadas estão as Doença de Crohn e 

Retocolite Ulcerativa (RCU). Quando se compara a Doença de Crohn e a RCU, 

essa última é aquela que tem maior incidência desde que estudos sobre as DII 

começaram a ser realizados. Normalmente, a RCU tende a aparecer entre os trinta 

e os setenta anos de vida e acomete homens e mulheres na mesma proporção. 

Existe também a RCU pediátrica, bem menos frequente na sociedade (Bernstein et 

al., 2015). Os sintomas mais recorrentes da RCU são dor abdominal e ao defecar, 

diarreia com sangue, podendo ocorrer anemia, perda de peso e febre (He et al., 

2019). Caso a doença não seja tratada, pode evoluir para o câncer colorretal e levar 

o paciente até mesmo ao óbito (Silva et al., 2019). Existem diferentes formas de se 
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diagnosticar um quadro colítico, sendo que o exame de sangue e de fezes são os 

mais comuns (Bernstein et al., 2015). 

A fisiopatologia da RCU é caracterizada por uma inflamação crônica e 

contínua (figura 1) não apresentando áreas continuas entre o tecido saudável e 

inflamado do cólon. E sua cronicidade está relacionada a uma característica de 

ocorrência de recidivas, muito comum no histórico da doença. A RCU é uma doença 

com um caráter superficial, promovendo o comprometimento da camada epitelial, a 

mucosa, da porção final do intestino (He et al., 2019).  

  

Figura 1: Representação da inflamação contínua na porção final do intestino 

grosso, conhecida como Retocolite Ulcerativa (fonte: Elaborada pelo autor).   

A função do intestino é absorver água e nutrientes para a manutenção da 

homeostase do organismo, e para que isso ocorra é de suma importância não só a 

integridade do epitélio intestinal e a homeostase das bactérias encontradas no 

lúmen intestinal, como também, é relevante o equilíbrio do sistema imune da região, 

que deve defender o organismo contra patógenos e tolerar a microbiota intestinal 

(De Medina et al., 2014; Shen et al., 2018). Durante a RCU, ocorre um processo de 

disbiose, que é o desbalanço na proporção da composição saudável da microbiota 

intestinal, onde o aumento exagerado de uma bactéria endógena pode ter 

predominância de bactérias patogênicas. Durante o quadro colítico ocorre também 

a ruptura do epitélio protetor, a camada da mucosa. Essa quebra da proteção altera 

a permeabilidade do intestino, e assim os metabólitos bacterianos - como o 
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lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) gerados pelas bactérias ali presentes, são 

absorvidos pelo intestino, alcançando assim a circulação sistêmica (He et al., 2019; 

Nascimento et al., 2020).   

Para mimetizar o quadro de RCU em camundongos, é usado o dextran 

sulfato de sódio (DSS), um polissacarídeo solúvel em água que induz danos na 

camada epitelial da porção final do intestino e possui propriedades anticoagulantes. 

Esses danos fazem com que a função de proteção seja comprometida, assim os 

metabólitos bacterianos do lúmen infiltram a corrente sanguínea. Essa infiltração 

estimula o sistema imune e assim citocinas pró-inflamatórias são secretadas, 

somado a migração de células com potencial citotóxico, geram o quadro de RCU 

no modelo animal (Kiesler et al., 2015). Esse é um modelo experimental muito 

utilizado por induzir um quadro avançado de RCU em um curto espaço de tempo 

(de 6 a 8 dias). Além disso, outra vantagem desse modelo experimental in vivo é de 

não necessitar de intervenções cirúrgicas, e poder ser usado para reproduzir 

diferentes quadros de RCU, tanto crônico como agudo. O DSS ocasiona um dano 

na camada superior do cólon, permitindo a infiltração de metabólitos pró-

inflamatórios, mimetizando um quadro clínico de RCU (Chassaing et al., 2014).  

O processo inflamatório sistêmico se dá pela entrada do LPS na corrente 

sanguínea, ativando a via do NF-kB, que possui como função a indução e controle 

de citocinas pró-inflamatórias (IL-1, TNF , IL-2, IL-6 e IL-8). Essa cascata 

inflamatória induz a produção de outros mediadores inflamatórios, perturbando a 

homeostase do sistema imune inato, que contribui para o aumento de macrófagos 

e células dendríticas, comumente aumentadas em pacientes com RCU, sugerindo 

com isso um papel na perpetuação da inflamação. Com o aumento de macrófagos 

locais, a capacidade celular de secretar citocinas pró-inflamatórias também 

aumenta, retroalimentando positivamente o processo inflamatório (Abraham and 

Medzhitov, 2011; Atreya et al., 2008; Ordás et al., 2012). Em contrapartida, como 

tentativa de regular o processo inflamatório, existem citocinas anti-inflamatórias (IL-

4, IL-5, IL-10 e IL-13) que são produzidas por células T ou por linfócitos ativados, 

componentes do sistema imune adaptativo, e que atuam na inibição de mediadores 

pró-inflamatórios como TNF-α e IL-6, e também na redução da proliferação de 

células T (Kucharzik et al., 1996; Moldoveanu et al., 2015). Porém, com o 
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desbalanceamento de todo o sistema imune, o controle anti-inflamatório fica 

comprometido, ocasionando a uma resposta atípica na produção de citocinas, como 

a IL-5 e IL-13. A IL-13 possui um papel específico por possuir ação citotóxica para 

células epiteliais levando a alteração de composição de proteínas e apoptose, 

gerando assim as lesões nessa camada epitelial (Ordás et al., 2012). Contudo, 

também existe a via ainda não totalmente esclarecida, que libera IL-33, na qual essa 

citocina atua em condições de homeostase como fator nuclear intracelular. A 

mesma citocina, com estímulos inflamatórios funciona como alerta para o sistema 

imunológico, quando ocorrem traumas e infecções, o que por sua vez desregula o 

sistema imune adaptativo e inato, agravando a inflamação e ocasionando em uma 

migração de neutrófilos para o tecido inflamado do cólon(Groß et al., 2012).  

A infiltração dos neutrófilos em um tecido inflamado, leva ao aumento de 

mieloperoxidade (MPO), enzima marcadora de atividade inflamatória, que atua na 

modulação de matriz extracelular, reconstruindo tecido lesionado e essa enzima 

também é responsável por catalisar diversas reações que produzem espécies 

reativas de oxigênio (EROs) (Kato, 2016; Klebanoff, 2005; Yasukawa et al., 2012).   

O aumento na produção de EROs é outro fator importante na patogênese da 

RCU, que ocasiona o surgimento de um quadro de estresse oxidativo (Tan et al., 

2018). Existem diferentes defesas contra o aumento de EROs podendo ser 

enzimática, como a atuação da superóxido dismutase (SOD). A SOD é conhecida 

como a primeira linha de defesa e é responsável por converter superóxido em 

oxigênio molecular e peróxido. Porém, com o aumento exacerbado das EROs, a 

SOD não consegue neutralizar todos os radicais livres, os radicais que não são 

quebrados pela enzima interagem com óxido nítrico (NO), substância comumente 

presentes nas células, e essa combinação (EROs + NO) leva ao agravamento do 

quadro de estresse oxidativo. Outra defesa enzimática contra as EROs é a enzima 

catalase (CAT), responsável por catalisar a reação de quebra do peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio, diminuindo a quantidade de EROs livres. Existe 

também o mecanismo não enzimático, como aquele exercido pela glutationa 

redutase (GSH), que atua como sequestrador de radicais livres, participando da 

reação feita pela CAT (Mather-Mihaic et al., 1986; Nishiyama et al., 2012). O 

processo oxidativo está correlacionado ao desbalanço causado pela disbiose, 

quadro sempre presente na RCU (Tomasello et al., 2016).  
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O estresse oxidativo aumenta também a presença de oxigênio livre levando 

à peroxidação lipídica, ocorrendo a incorporação dessa molécula de oxigênio nos 

ácidos graxos da membrana citoplasmática, levando à morte celular e culminando 

no aumento dos níveis de malondialdeído (MDA). Portanto, o aumento dos níveis 

de MDA é tido como um importante indicador do processo de estresse oxidativo, 

além de ser um marcador de lesão em membrana celular (Mather-Mihaich et al., 

1986; Wang et al., 2016). Portanto, reverter esses processos inflamatórios é 

importante para a melhora do quadro da RCU, porém ainda não existem 

tratamentos eficazes, na atualidade, que atuem efetivamente para nessa finalidade.  

Atualmente, o tratamento para a RCU é realizado através de uma abordagem 

medicamentosa para o alívio dos sintomas, com o uso de corticóides e agentes 

biológicos, que podem ter diversos efeitos colaterais, como maiores alterações no 

sistema imunológico. É também possível a realização da colectomia (retirada da 

porção danificada do cólon), porém, os casos de recidivas da doença são comuns 

(Le Berre et al., 2020). Alternativas aos tratamentos convencionais são 

interessantes em casos como a RCU pois o uso concomitante de vários 

medicamentos para o combate pode resultar em interação medicamentosa. A 

interação pode agravar ainda mais a inflamação do cólon ou contribuir para o 

aparecimento de outros problemas de saúde (Bernstein et al., 2015).  

Tendo em vista a falta de tratamento efetivo para a cura da doença na 

atualidade, novas abordagens são necessárias para o tratamento da RCU, 

procurando, um tratamento rápido para que não ocorra o agravamento do quadro e 

para a manutenção da doença em remissão.  

Tratamentos alternativos com produtos naturais comumente apresentam 

menor toxicidade, e poderiam ser usados juntamente com os medicamentos que 

aliviam os sintomas, pensando no conforto do paciente (Deng et al., 2020). Dentre 

os produtos naturais comumente observados como potenciais fármacos existem os 

monoterpenos.  

Os monoterpenos pertencem a classe de terpenos que possuem na molécula 

dois isoprenos, e possuem atividades farmacológicas como atividade 

antimicrobiana, anti-inflamatória, antitumoral, antioxidante, analgésica e anti-

ulcerogênica já descritas na literatura (Périco et al., 2020). O mirceno (figura 2) é 
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um monoterpeno normalmente usado na composição de produtos cosméticos, 

alimentos e produtos de limpeza, derivado de plantas como Humulus lupulus 

(lúpulo), Laurus nobilis (louro) e Melissa officinalis (erva-cidreira) (Surendran et al., 

2021). O mirceno apresenta atividade antiulcerogênica e ação antioxidante, 

protegendo tanto o estômago quanto o duodeno, além de diminuir os níveis de MPO 

nas mucosas gástrica e duodenal. Associado a essa atividade protetora, o mirceno 

induz o aumento dos níveis de GSH, em ambas as mucosas, quando comparado 

com o controle negativo (veículo) (Bonamin et al., 2014). O tratamento dos animais 

com mirceno nas doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg, também promove efeito 

hepatoprotetor, diminuindo a produção de MPO e de óxido nítrico, marcadores do 

processo inflamatório, e aumentando a produção de GSH quando comparado ao 

fígado de camundongos que receberam altas doses de paracetamol (Cardia et al., 

2022). Apesar desse potencial efeito anti-inflamatório demonstrado pela literatura, 

a ação do mirceno no tecido intestinal, mais especificamente o cólon, ainda não foi 

avaliada.   

  

Figura 2: Molécula de β-Mirceno (Surendran et al., 2021, modificado pelo 

autor). 

  

 A hipótese para esse estudo é de que o mirceno pode proteger o intestino 

da inflamação causada pela RCU, revertendo o quadro colítico.  

2- Objetivo Geral  

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a ação de diferentes doses do 

mirceno em camundongos machos C57BL/J6 submetidos a RCU aguda pela 

administração de Dextran Sulfato de Sódio.  

 

2.1 - Objetivos Específicos  

- Padronizar o modelo de RCU no laboratório;  
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- Padronizar homogeneização do mirceno nas diferentes doses;  

- Avaliar efeitos do DSS, nas concentrações de 2% e 2.5%, e do mirceno, nas 

doses de 3.75, 7.5, 11.25, 50, 100 e 200 mg/kg, em marcadores 

inflamatórios, como MPO, e de morte celular, como MDA, no cólon de 

animais submetidos RCU (DSS) e tratamento (mirceno) e  

- Avaliar efeitos do DSS, nas concentrações de 2% e 2.5%, e do Mirceno, nas 

doses de 3.75, 7.5, 11.25, 50, 100 e 200 mg/kg, em marcadores do estresse 

oxidativo como CAT, GSH e SOD, no cólon de animais submetidos RCU 

(DSS) e tratamento (mirceno). 

 

3 - Material e Métodos  

 3.1- Animais  

Para a realização do projeto foram utilizados camundongos C57BL/J6 

machos (n=150), com aproximadamente oito semanas, oriundos do Centro de 

Pesquisa e Produção Animal – CPPA, aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais do Instituto de Biociências, UNESP – Botucatu (CEUA), de número 

5437170821 (anexo 1). Os animais foram mantidos em caixas de fundo sólido 

forrados com maravalha no biotério de camundongos do Departamento de Biologia 

Estrutural e Funcional do Instituto de Biociências, setor Fisiologia, UNESP – 

Botucatu, a uma temperatura (22 ± 2ºC) e ciclo de claro-escuro de 12 horas 

controlados com acesso à alimentação e água ad libitum.   

  

 3.2 – Indução da Retocolite Ulcerativa e Tratamento   

Para induzir o quadro de colite ulcerativa nos camundongos foi utilizado o 

método de indução por Dextran Sulfato de Sódio (DSS) (Mähler et al., 1998). Os 

grupos que receberam a indução da colite ulcerativa receberam água filtrada com 

2% ou 2.5% de DSS durante 6 dias, concomitantemente houve o tratamento 

preventivo com o mirceno (figuras 3 e 4). Os tratamentos estão separados em dois 

grupos de curva dose-efeito o primeiro deles: 3.75, 7.5 e 11.25 mg/kg, e mais o 

grupo veículo (Tween 80 a 1% a 10 mL/kg), e o segundo grupo curva dose-efeito: 

50, 100 e 200 mg/Kg e o grupo veículo (Tween 80 a 1% a 10 mL/Kg) (Bonamin et 

al., 2014; de Souza et al., 2019; Esteves Cardia et al., 2022) A indução e o 
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tratamento começaram quando os animais atingiram 8 semanas de idade e massa 

corporal entre 18-22g (Melgar et al., 2005; Stucchi et al., 2000).  

  

Figura 3: Esquema da indução com DSS (2%) e tratamento com as diferentes 

doses de mirceno (3.75, 7.5 e 11.25 mg/kg).  

  

Figura 4: Esquema da indução com DSS (2.5%) e tratamento com as 

diferentes doses de mirceno (50, 100 e 200 mg/kg).  

  

3.3 - Índice de Desenvolvimento da Doença  

Durante a indução da retocolite foi acompanhado a avaliação do índice de 

desenvolvimento da doença (IDD), através da análise da aparência e 

comportamento dos animais com base em parâmetros pré-determinados. Avaliou-

se a perda de massa (em porcentagem), inflamação anal, consistência das fezes e 

presença de sangue nas mesmas. Os dados foram coletados durante os 6 dias da 

indução da RCU e tratamento com mirceno e foram analisados, por meio de score 

(Tabela 1), valendo de zero a cinco, sendo zero a ausência total do fator, e cinco o 

caso mais grave (Alex et al., 2009).   
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Tabela 1: Tabela de score para o cálculo do IDD ao longo dos sete dias de experimento 

(Alex et al., 2009).  

  

 Pontuação 

Parâmetro  

1  2  3  4  5  

Perda de massa  1-4%  5-8%  9-13%  14-16%  17-20%  

Inflamação Anal  Baixa  Baixa-

Média  

Média  Média-Alta  Alta  

(sangramento)  

Consistência das 

fezes  

Sólida-úmida  Mole  Pastosa  Líquida  Diarréia   

Presença de 

Sangue nas fezes  

Pequenos 

focos  

Sangue  

visível   

Metade 

das fezes 

com 

sangue  

Sangue 

abundante 

nas fezes  

Completamente 

tomada por 

sangue  

  

 3.4 – Coleta de Material   

Após o tempo de tratamento foi realizada a eutanásia dos animais, onde os 

animais foram anestesiados usando o equipamento de anestesia inalatória 

(Bonther, Ribeirão Preto, SP, Brasil) com Isoflurano©, sob a taxa 2.5-3%, e posterior 

taxa de 2-2.5% durante o procedimento. Com o animal sob anestesia profunda, foi 

realizado um corte na altura do diafragma do mesmo para expor a caixa torácica e 

o coração do mesmo, realizando a punsão cardíaca com o auxílio de seringa e 

agulha para a coleta de sangue do mesmo. Foram coletados também cólon, 

estômago, fígado, baço e coração. O sangue foi posteriormente separado em soro, 

para análises bioquímicas. Tanto o cólon como o estômago foram abertos e limpos 

para a realização dos registros fotográficos. Para as análises bioquímicas do 

material, o cólon foi aberto longitudinalmente e posteriormente foi realizada a 

homogeneização do tecido com posterior congelamento em freezers -80ºC até a 

utilização.  
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3.5 – Avaliação bioquímica das atividades de Catalase (CAT), 

Superóxido dismutase (SOD) e Mieloperoxidase (MPO) e dos níveis de 

Glutationa Redutase (GSH) e Malondialdeído (MDA).   

Para quantificar a atividade da MPO foi utilizado o método de Krawisz et al. 

(1984). Amostras de tecido dos diferentes grupos, mantidas a -80ºC, foram 

solubilizadas com brometo hexadeciltrimetilamônio (HTAB) e a atividade da MPO 

foi determinada por meio de um ensaio com Odianisidina, substrato da peroxidase. 

O tampão HTAB atua como detergente lisando os grânulos dos neutrófilos que 

contém a enzima, que então é liberada. A atividade enzimática é determinada 

seguindo a cinética da reação da enzima com água oxigenada do tampão de 

reação, sendo que 1 Unidade de mieloperoxidase é capaz de degradar 1 

mmol/minuto de água oxigenada a 25ºC. Os resultados foram expressos como 

unidade de MPO/g de tecido (Krawisz et al., 1984). 

Para quantificação do SOD foi realizado o método de Winterbourn et al., 

(1975). As amostras de tecido foram diluídas em tampão fosfato, na proporção 1:20. 

Em 100 μl do homogenato foram adicionados 150 μl da solução de hipoxantina (0,1 

mM), xantina oxidase (0,07 U) e nitrobluetetrazolium (NBT – 0,6mM). A 

determinação da absorbância foi realizada em espectrofotômetro a 560 nm. Os 

resultados foram expressos como unidade de SOD/g de tecido (Winterbourn et al., 

1975).  

Para quantificação da atividade da CAT foi utilizado o método de Aebi, (1984). 

Sobre a amostra do tecido foi adicionada uma solução de H2O2 (0,01 mol em 

tampão fosfato salino, PBS, 0,05 mol a pH 7). A determinação da absorbância foi 

feita em espectrofotômetro a 540 nm. Os resultados foram expressos em unidade 

de catalase/minuto x g tecido (Aebi, 1984).   

O nível de GSH foi quantificado pelo método de Faure & Lafond, (1995). O 

conteúdo de GSH foi determinado utilizando-se 5,5´-ditio-bis (2-nitrobenzoic acid) 

(DTNB). A reação enzimática é constituída de 20 μl da amostra, 140 μl de NADPH, 

5 μl de PBS e 20 μl DTNB. A absorbância será determinada em 412 nm utilizando-

se um espectrofotômetro. Os resultados foram expressos como nmol/g de tecido 

(Faure et al., 1995).   

Determinado pelo método de Ohkawa et al., (1979), a quantificação de MDA 

foi realizada medindo-se a reação do ácido tiobarbitúrico (TBA) com amostras de 

tecido. Em tubos de ensaio foram adicionados 400 µL de água destilada, 200 µL de 
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lauril 8.1%, 1500 µL de ácido acético 20% pH 3.5 e 1500 µL de TBA 0,8% diluído 

em ácido acético 20% e 400µL de amostra para a reação colorimétrica. A 

concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico foi determinada a 532 

nm, e os resultados foram expressos em nmols de MDA/g de tecido (Ohkawa et al., 

1979).   

3.6- Quantificação de citocinas (Multiplex)  

Foi utilizado o soro obtido dos animais para a quantificação de citocinas anti-

inflamatória IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL- 33 com o kit MCYTOMAG-70K-04C (Merck 

Millipore, MA, USA) por ensaio multiplex. As instruções fornecidas pelos fabricantes 

foram seguidas na utilização dos kits.   

  

3.7 – Análise Estatística   

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

(e.p.m.). Os resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para 

determinação de normalidade. Dados paramétricos foram submetidos a ANOVA de 

uma via para comparações de três ou mais grupos, seguidos do teste de Dunnett 

ou Tukey, e teste de Wilcoxon para os dados não paramétricos, expressos por 

mediana. O valor mínimo de significância estatística considerado foi p < 0,05.  

  

4. Resultado e Discussão  

4.1 - Análises Macroscópicas e Morfométricas  

Nesse trabalho inicialmente, a RCU foi induzida por seis dias com o DSS na 

concentração de 2% pois já existem dados da literatura acerca dessa indução em 

camundongos C57BL/6J (Lin et al., 2020). Concomitantemente a indução da colite, 

foi realizado inicialmente o tratamento com mirceno (3.75, 7.5 e 11.25 mg/kg), a fim 

de obter uma curva-dose resposta e caracterizar a menor dose efetiva do composto 

capaz de reverter o quadro inflamatório da RCU(Bonamin et al., 2014). As doses de 

mirceno inicialmente selecionadas para essa avaliação se baseiam estudos prévio 

realizados por Bonamin et al., (2014) que avaliou a ação gastroprotetora do 

monoterpeno em ratos Wistar machos através da administração de etanol absoluto 

como agente lesivo gástrico. Subsequentemente, após a análise dos resultados 

obtidos inicialmente e em decorrência da ausência de ação efetiva do mirceno no 

cólon, um novo estudo foi realizado elevando a concentração de DSS para 2.5%, 



27  

  

assim como a elevação nas doses de mirceno para 50, 100 e 200 mg/kg (Cardia et 

al., 2022), em busca de uma ação o efetiva do composto na indução de RCU.  

Para evitar a variabilidade de massa dos animais nos diferentes grupos e 

manter a homogeneidade da massa entre os grupos antes do início do experimento, 

foi realizada a análise estatística que assegurou a ausência de diferenças 

estatísticas entre os grupos estudados (p > 0.05).   

Durante todo o período de indução de RCU, a evolução da massa corporal 

dos animais foi acompanhada diariamente para calcular o índice de IDD e assim 

acompanhar a evolução da doença nos animais.   

Para o grupo de animais induzidos por DSS 2%, nenhum grupo apresentou 

diferença significativa na evolução da massa corporal (figura 5). Na figura 6, é 

possível observar que os animais tratados com a dose de mirceno de 200 mg/kg 

apresentaram uma redução da massa corporal desde o segundo dia de indução da 

colite, quando comparados aos animais tratados com tween 80 a 1%, veículo 

utilizado no projeto (controle negativo). A redução significativa da massa corporal 

dos animais tratados com mirceno na dose de 200 mg/kg persistiu até o quarto dia 

de tratamento comparado com os animais submetidos ao veículo (controle 

negativo), e a partir do quinto dia de observação tal diferença não foi mais 

constatada de forma significativa. Além disso, é possível observar, a partir do 

terceiro dia, um aumento significativo da massa corporal dos animais pertencentes 

ao grupo branco, quando comparados com a massa dos animais do grupo veículo 

que sofreram a indução da colite com DSS a 2.5%. Os resultados apresentados nas 

figuras 5 e 6 indicam que a elevação na concentração  

DSS de 2% para 2.5% afetou a massa corporal dos animais. Com o passar do 

tempo de indução observamos que somente os animais tratados com o veículo e 

submetidos a indução de colite com DSS a 2.5% apresentaram redução desse 

parâmetro em relação ao grupo branco.  

A perda de massa dos animais submetidos a indução por DSS é um 

parâmetro já observado em estudos dessa doença, principalmente a partir do quarto 

dia de indução, e a perda de massa se mantém constante por até nove dias, como 

relatado por Yoshioka e colaboradores, 2008 (Yoshioka et al., 2008).  
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Tempo (dias) 

 

Figura 5: Evolução da massa corporal de camundongos induzidos por DSS (2%) e tratados 

com mirceno (3.75, 7.5, 11.25 mg/kg), por seis dias. Os resultados foram expressos na forma 

de média ± e.p.m (n=15), a significância foi determinada por teste ANOVA seguido por teste de 

Tukey.  

  

                                             Tempo (dias) 

  

Figura 6: Evolução da massa corporal de camundongos induzidos por DSS (2.5%) e tratados 

com mirceno (50, 100 e 200 mg/kg), por seis dias. Os resultados foram expressos na forma de 

média ± e.p.m (n=15), a significância foi determinada por teste ANOVA seguido por teste de 

Tukey. @ p<0,01 e @@ p<0,001 vs Tween 80 a 1%.  

  

O IDD é uma forma de quantificar macroscopicamente e acompanhar o 

desenvolvimento progressivo da doença durante a indução da RCU (Wang et al., 

2022). Durante seis dias de indução da inflamação, a evolução do IDD nos 

camundongos foi avaliada diariamente em parâmetros como: inflamação anal, 

sangramento anal, presença de sangue nas fezes e perda de massa (em 

porcentagem). Esses parâmetros foram classificados em scores de 0 a 5 (Alex et 

al., 2009). Estudos anteriores demonstraram que esses parâmetros são 

equivalentes aos sintomas clínicos de pacientes com RCU, por isso foram 
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considerados nesse modelo (Cooper et al., 1993). O IDD também é utilizado para o 

desenvolvimento de novos medicamentos, como um indicativo de melhoria de 

sintomas humanos, sendo considerado como um ponto positivo a queda do score 

da doença (Cai et al., 2021).   

Na figura 7 é possível observar que o surgimento dos sintomas ocorreu a 

partir do segundo dia e que nenhum dos tratamentos realizados com o mirceno foi 

capaz de reverter as lesões causadas pelo DSS 2% quando comparado com os 

animais denominados de branco. Nesse estudo, tão pouco se observou elevação 

do IDD no grupo de animais submetidos ao DSS a 2% e tratados com o veículo em 

relação a grupo branco (sem DSS). Foi evidenciado que no quinto dia os animais 

tratados com a menor dose de mirceno (3.75 mg/kg) apresentaram sintomas mais 

evidentes da RCU, quando comparados com os animais do grupo branco. No 

sétimo dia de observação, todos os animais que foram submetidos ao tratamento 

com mirceno, nas três doses, também apresentaram sintomas mais evidenciados 

da RCU quando comparado ao grupo branco (sem tratamento com DSS).   

Como demonstrado na Figura 8, os animais induzidos por DSS a 2.5% 

começaram a mostrar sintomas da RCU a partir do segundo dia de indução, assim 

como no estudo em que foi utilizado DSS a 2%. A partir do quinto dia, o score 

aumentou significativamente quando se comparou os grupos veículo e mirceno 50 

mg/kg com o grupo branco. Esse aumento do score ocorreu nos dias subsequentes, 

não apenas nesses dois grupos, como nos demais grupos também (mirceno 100 e 

200 mg/kg). Todos os grupos de indução com DSS e tratados com mirceno, 

apresentaram sinais de inflamação, chegando até a apresentar sangramento anal, 

variação na consistência e presença de sangue nas fezes, menos os seus 

respectivos grupos brancos.  

 

 

 

 

 

 

 

Índice de Desenvolvimento da Doença 
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                                  tempo (dias) 

Figura 7: Score calculado nos dias de indução por DSS a 2% e tratamento com 

mirceno nas doses de 3.75, 7.5 e 11.25mg/kg. Os resultados foram expressos na forma de 

mediana (n=15), a significância foi determinada por teste de Wilcoxon * p < 0,01 vs Branco.  

  

  

Índice de desenvolvimento da Doença 

 
                                  tempo (dias) 

  

Figura 8: Score calculado nos dias de indução por DSS a 2.5% e tratamento com 

mirceno nas doses 50, 100 e 200 mg/kg. Os resultados foram expressos na forma de 

mediana (n=15), a significância foi determinada por teste de Wilcoxon * p < 0,01, ** p < 

0,001 e *** p < 0,05 vs Branco.  

  

Segundo Nascimento e colaboradores (2020) outro importante parâmetro a 

ser considerado no modelo de indução por DSS é o encurtamento do cólon, fato 
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que foi observado em nosso estudo (Nascimento et al., 2020). O encurtamento do 

cólon em decorrência da inflamação ainda não possui mecanismo completamente 

esclarecido, mas esse encurtamento do cólon pode ser devido a apoptose de 

células causada pelo desbalanço do sistema imune gerada pelo DSS. A apoptose 

possui como característica o encolhimento da célula, podendo modificar a estrutura 

do tecido(D’Arcy, 2019).  

As figuras 9 e 10 representam a extensão do cólon (em cm) dos animais 

submetidos a indução por DSS em diferentes concentrações e tratados com veículo 

ou mirceno (três diferentes doses). Foi observado que todos os grupos induzidos 

por DSS, independente da concentração apresentaram encurtamento do cólon, 

indicando, portanto, a ação efetiva do DSS no tecido.  

 

      

Figura 9: Comprimento dos cólons (cm) de camundongos induzidos por DSS a 2% e 

tratados com mirceno nas doses de 3.75, 7.5 e 11.25 mg/kg, por seis dias. Os resultados 

foram expressos na forma de média ± e.p.m (n=15), a significância foi determinada por 

teste ANOVA seguido por teste de Tukey. * p < 0,01, *** p < 0,05, **** p < 0,005 vs Branco.  

  



32  

  

  

Figura 10: Comprimento dos cólons de camundongos induzidos por DSS a 2.5% e tratados 

com mirceno nas doses 50, 100 e 200 mg/kg, por seis dias. Os resultados foram expressos 

na forma de média ± e.p.m (n=15), a significância foi determinada por teste ANOVA seguido 

por teste de Tukey. **** p < 0,005 vs Branco.  

  

Na Figura 11 e 12 temos os cólons de cada grupo, com a porcentagem 

referente à média dos comprimentos dos cólons (sendo o Branco 100% do 

comprimento), e observamos que os cólons de todos os grupos que tiveram indução 

da RCU por DSS apresentaram encurtamento quando comparados com o grupo 

branco. Demonstrando assim, que ocorreu uma ação do DSS no cólon(Nascimento 

et al., 2020).  
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Figura 11: Imagens representativas dos cólons de camundongos C57BL/J6 

submetidos a RCU induzida pelo DSS a 2% na água de beber, e tratamento de mirceno 

nas doses de 3.75, 7.5 e 11.25mg/kg, durante 6 dias.  

  

 

Figura 12: Imagens representativas dos cólons de camundongos C57BL/J6 

submetidos a RCU induzida pelo DSS a 2.5% na água de beber e tratados com mirceno 

nas doses 50, 100 e 200 mg/kg durante 6 dias.  
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Foram pesados cólon e estômago, para observar uma possível alteração, 

seja pela ação do DSS ou pelo tratamento com mirceno. Com relação ao cólon o 

aumento de massa ocorreu pela infiltração de macrófagos, que é mais intensa 

nesse local. Pode ocorrer um princípio de inflamação gerada pela baixa absorção 

do DSS no estômago, alterando assim sua massa. Para avaliar possíveis 

evidências toxicológicas da ação do DSS e/ou do mirceno, também avaliamos 

possíveis alterações de massa no baço e fígado. Estudos anteriores descrevem 

como uma das características da ingestão de DSS, o aumento da massa e 

comprimento do baço, que possivelmente se dá por uma anemia causada pelo 

modelo (Balaha et al., 2016; Nascimento et al., 2020; Zhang et al., 2020). 

Tabela 2: Massa (mg) do Baço, Fígado, Cólon e Estômago de camundongos induzidos por 

DSS 2% e tratados com mirceno nas doses de 3.75, 7.5 e 11.25mg/kg, por seis dias. Os 

resultados foram expressos em média ± e.p.m (n=15) e a significância estatística foi 

determinada por teste ANOVA, seguido por teste de Tukey ou Dunnett. * p < 0,01 e ** p < 

0,001 vs Branco.  

  Sem DSS Indução de RCU por DSS 

Tratamento 
/Órgão 

    Branco Veículo  
(Tween 80 a 1%) 

Mirceno 
(3.75 mg/kg) 

Mirceno 
(7.5 mg/kg)  

Mirceno 
(11.25 mg/kg) 

Cólon 0.0120±0.0009 0.0144±0.0011** 0.0135±0.0021 0.0132±0.0021 0.0140±0.0025* 

Estômago 0.0065±0.0007 0.0066±0.0007 0.0062±0.0007 0.0068±0.0010 0.0071±0.0008 

Baço 0.0025±0.0002 0.0030±0.0007* 0.0027±0.0003 0.0026±0.0003 0.0026±0.0043 

Fígado 0.0565±0.0044 0.0555±00047 0.0536±0.0039 0.0529±0.0048 0.0510±0.0042* 
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Tabela 3: Massa (mg) do Baço, Fígado, Cólon e Estômago de camundongos 

induzidos por DSS 2.5% e tratados com mirceno nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, por 

seis dias. Os resultados foram expressos em média ± e.p.m (n=15) e a significância 

estatística foi determinada por teste ANOVA, seguido por teste de Tukey ou Dunnett. * p < 

0,01 e ** p < 0,001 vs Branco.  

  

Sem DSS  Indução de RCU por DSS 

Tratamento/   
Órgão  

Branco  
Veículo  

(Tween 80 a 1%)  
Mirceno  

(50 mg/kg) 
Mirceno 

  (100 mg/kg)  
Mirceno  

(200 mg/kg) 

Colón 0.0124 ± 0.0016 0.0138 ± 0.0032 0.0122 ± 0.0026 0.0123±0.0013 0.0117±0.0021 

Estômago 0.0078 ± 0.0005 0.0104 ± 0.0013** 0.0091 ± 0.0012 0.0099±0.0018 0.00100±0.0018* 

Baço 0.0022 ± 0.0003 0.0028 ± 0.0005 0.0032 ± 0.0007** 0.0033 ± 0.0010* 0.0028±0.0004 

Fígado 0.0497 ± 0.0061 0.0471 ± 0.0034 0.0498 ± 0.0038 0.0501 ± 0.0041 0.0505±0.0041 

 

Foi observado na tabela 2 que o grupo de animais tratados com DSS 2% 

apresenta um aumento significativo da massa do cólon nos animais submetidos ao 

tratamento com mirceno na dose de 11.25 mg/kg e veículo (tween 80 a 1%), em 

comparação ao grupo branco (sem DSS) e também na dose de 11.25 mg/kg de 

mirceno, quando comparados com os animais do grupo branco. Já o baço 

apresentou um aumento significativo da massa no grupo veículo quando comparado 

com o grupo branco, resultados que corroboram com os dados já existentes na 

literatura (Chassaing et al., 2014). Quando avaliado a massa do fígado, observamos 

uma diminuição significativa da massa no grupo que recebeu a dose de 11.25 mg/kg 

de mirceno, quando comparado com o grupo branco. Na tabela 3 são apresentados 

os animais submetidos a DSS 2.5%. Pode-se observar que os animais tratados com 

mirceno nas doses de 100 e 200 mg/kg apresentaram elevação da massa do baço 

e redução da massa do estômago, quando comparado ao grupo dos animais 

brancos. O aumento da massa do estomago também é possível ser observada nos 

animais tratados com veículo, em comparação aos animais pertencentes do grupo 

branco (sem DSS).  

  

4.2 Marcadores de Estresse Oxidativo  

O aumento da ação e atividade de agentes antioxidantes se mostra 

importante no quadro de RCU. Nishiyama e colaboradores (2012) usaram SOD e 

eliminadores de EROs (inalação de radônio) como tratamento para a doença, e foi 
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observado uma melhora do quadro colítico, estabelecendo uma relação entre o 

estresse oxidativo e a inflamação causada pela RCU (Nishiyama et al., 2012).  

O SOD, primeira linha de defesa, normalmente apresenta queda em seus 

níveis quando o animal se encontra em um quadro inflamatório, comparados com 

animais saudáveis, assim como o GSH, responsável por sequestrar radicais livres. 

A CAT, neutraliza o radical livre do peróxido de hidrogênio, com o auxílio do GSH, 

transformando em oxigênio e água. Portanto, quando os animais apresentam um 

quadro inflamatório, frequentemente é observada uma diminuição na atividade da 

CAT (Liu et al., 2020; Nishiyama et al., 2012). 

Na figura 13 observamos que o DSS a 2% foi capaz de diminuir 

significativamente os níveis de GSH (Fig 13A) e SOD (Fig 13B) do cólon dos animais 

tratados com veículo, em comparação com o grupo branco indicando, portanto, a 

efetividade do indutor da inflamação sob esse parâmetro. Porém, o tratamento dos 

animais com mirceno (nas diferentes doses) não alterou esses parâmetros 

antioxidantes, não existindo diferença significativa entre nenhum dos grupos que 

receberam o tratamento com mirceno e o grupo veículo ou o grupo branco. A figura 

13C mostra que a atividade da CAT não se alterou independente da indução por 

2% de DSS ou pelo tratamento com mirceno, indicando que o DSS nessa 

concentração não foi capaz de alterar esse parâmetro.  

Podemos observar pela figura 14 os níveis de SOD (fig 14A) e GSH (fig 14C), 

e a atividade de CAT (fig 14B). A indução da colite por DSS a 2.5% e o tratamento 

com o mirceno foi capaz de alterar os níveis de GSH, em que é possível observar 

uma queda dos níveis dessa enzima nos três grupos tratados com mirceno (50, 100 

e 200 mg/kg) quando comparados com o grupo branco, que não foi induzido por 

DSS. Na figura 8A é observado que o nível de SOD não sofreu alteração, 

independentemente do grupo observado e comparado. Segundo Liu e 

colaboradores (2020), o aumento nos níveis de SOD corresponde a um aumento 

da proteção antioxidante atribuída ao tratamento em questão, já que na indução por 

DSS ocorre a diminuição dos níveis desse marcador de estresse oxidativo (Liu et 

al., 2020). Portanto, a ausência de alguma alteração nos níveis de SOD demonstra 

que a indução por DSS a 2.5%, assim como os tratamentos com mirceno, não foram 

capazes de alterar tal parâmetro.  

Na figura 14B é observado que a atividade da CAT não se alterou 

independente do tratamento com DSS ou com mirceno, indicando que o modelo 
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utilizado com DSS não foi capaz de alterar esse parâmetro, diferentemente dos 

resultados mostrado por Liu e colaboradores (2020) em que a indução por DSS leva 

a uma diminuição da atividade da CAT(Lin et al., 2020).  

 A GSH B SOD 

 
 DSS 2% DSS 2% 

C 

CAT 

Branco 

Tween 80 a 1% 

Mirceno 3.75 mg/kg 

Mirceno 7.5 mg/kg 

Mirceno 11.25 mg/kg 

  

Figura 13: A - Quantidade de Glutationa redutase (GSH); B - Superóxido Dismutase (SOD); 

C - Catalase (CAT) no cólon de camundongos induzidos por 2% de DSS e tratados com 

mirceno nas doses de 3.75, 7.5 e 11.25 mg/kg, por seis dias. Os resultados foram expressos 

em média ± e.p.m (n=6) e a significância foi determinada pela ANOVA seguido por teste de 

Tukey. *p < 0,01 e **p < 0,001 vs Branco.  
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Figura 14: A - Quantidade de Glutationa redutase (GSH); B - Superóxido Dismutase 

(SOD); C - Catalase (CAT) no cólon de camundongos induzidos por 2.5% de DSS e tratados 

com mirceno nas doses 50, 100 e 200 mg/kg, por seis dias. Os resultados foram expressos 

em média ± e.p.m (n=6) e a significância foi determinada pela ANOVA seguido por teste de 

Dunnet. *p < 0,01 e **p < 0,001 vs Branco.  

  

4.3 - Malondialdeído  

O MDA é utilizado comumente como um indicativo de dano de membrana 

plasmática, dano esse causado pelo intenso processo inflamatório e pelo 

desbalanço da resposta imune adaptativa causada pela inflamação. Segundo Liu e 

colaboradores (2020) os níveis de MDA aumentam nos modelos de indução de RCU 
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por DSS quando comparado o grupo veículo com o branco, confirmando que houve 

lesões no tecido. Assim como uma queda nos níveis de MDA ocorre nos grupos de 

animais que receberam um tratamento efetivo denotando um possível efeito de 

preservação da estrutura celular (Liu et al., 2020).   

Nos gráficos presentes nas figuras 15 e 16 é possível observar que a 

administração do DSS nas duas concentrações (2% e 2.5%) não foi efetiva em 

promover alterações significativas do nível de MDA nos respectivos grupos veículo, 

em comparação com seus respectivos grupos branco, assim como os grupos que 

foram tratados com mirceno, independe da dose. A ausência do aumento desse 

parâmetro pode estar relacionada com a necessidade do aprimoramento do modelo 

experimental. A literatura reporta vários estudos em que o DSS gera lesões 

teciduais no intestino e que esse parâmetro é indicativo da evolução da RCU ou da 

proteção de algum fármaco em teste (Ahmad et al., 2022).  

 

Figura 15: Quantidade de Malondialdeído (MDA) no cólon de camundongos induzidos por 

DSS a 2% e tratados com mirceno nas doses de 3.75, 7.5 e 11.25mg/kg, por seis dias. Os 

resultados foram expressos na forma de média ± e.p.m (n=6), a significância foi 

determinada por teste ANOVA seguido por teste de Tukey.  
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Figura 16: Quantidade de Malondialdeído (MDA) no cólon de camundongos 

induzidos por DSS a 2.5% e tratados com mirceno nas doses 50, 100 e 200 mg/kg, por seis 

dias. Os resultados foram expressos na forma de média ± e.p.m (n=6), a significância foi 

determinada por teste ANOVA seguido por teste de Tukey.  

  

4.4. - Atividade da Mieloperoxidase  

A MPO é um marcador enzimático do processo inflamatório, desencadeado 

pelo DSS. Associado a patogenia da RCU, ela representa o aumento de neutrófilos, 

que se infiltram no tecido lesionado pela inflamação, aumentando a atividade de 

MPO no cólon inflamado (Yasukawa et al., 2012). Segundo Kim e colaboradores 

(2012), camundongos C57BL/6 machos com RCU induzida por DSS apresentam 

aumento na atividade da MPO, quando comparado com animais saudáveis (Kim et 

al., 2012).  

É possível observar na figura 17 que o DSS a 2%, assim como o tratamento 

de mirceno nas diferentes doses utilizada, não promoveu nenhuma alteração no 

marcador enzimático MPO. Na figura 18 observamos que a atividade de MPO 

aumentou de forma significativa no grupo Mirceno 200 mg/kg quando comparado 

com o grupo branco e com o grupo veículo. Assim é possível concluir que o mirceno 

na maior dose contribuiu para o agravamento da inflamação do cólon.   
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Figura 17: Atividade da Mieloperoxidase no cólon de camundongos induzidos por DSS a 

2% e tratados com mirceno nas doses de 3.75, 7.5 e 11.25mg/kg, por seis dias. Os 

resultados foram expressos na forma de média ± e.p.m (n=6), a significância foi 

determinada por teste ANOVA seguido por teste de Tukey.  

  

 
 

Figura 18: Atividade da Mieloperoxidase no cólon de camundongos induzidos por 

DSS a 2.5% e tratados com mirceno nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, por seis dias. Os 

resultados foram expressos na forma de média ± e.p.m (n=6), a significância foi 

determinada por teste ANOVA seguido por teste de Tukey. **p < 0,001 vs Branco e @p<0,01, 

vs Veículo.  
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4.5 - Interleucinas Anti-Inflamatórias  

Outro fator importante que caracteriza o perfil inflamatório é a produção de 

citocinas que fazem parte da via de sinalização e promovem a comunicação de 

células imunes epiteliais, inatas e adaptativas. Essas citocinas fazem parte do 

mecanismo de defesa contra as lesões causadas pela inflamação, quadro comum 

durante o desenvolvimento e cronicidade da RCU (Abraham et al., 2011).   

Na figura 19 podemos observar uma queda significativa da IL-4 no grupo 

Tween 80 a 1% (veículo) quando comparado com o grupo branco (Fig 19A) e 

também uma diminuição significativa da IL-10 (Fig 19C) nos animais tratados com 

mirceno na dose de 7.5 mg/kg, em comparação com o grupo veículo, demonstrando 

que o DSS foi capaz de desbalancear essas interleucinas em ambos os casos, mas 

em grupos diferentes. Segundo Abraham e colaboradores (2011), em geral, se 

observa o aumento das interleucinas anti-inflamatórias para controlar o processo 

inflamatório (Abraham et al., 2011), o que não foi observado em nenhum dos 

resultados  
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 Figura 19: Níveis séricos de Interleucinas 4(A), 5(B), 10(C), 13(D) e 33(E) em 

camundongos induzidos por DSS a 2% e tratados com mirceno (3.75 mg/kg, 7.5 mg/kg e 

11.25 mg/kg) por seis dias. Os resultados foram expressos na forma de média ± e.p.m 

(n=6), a significância foi determinada por teste ANOVA seguido por teste de Tukey. * vs 

Branco, @ vs Veículo, p<0,01.  
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4.6 Comparação entre DSS a 2% e DSS a 2.5%  

Egger e colaboradores (2000), afirmam que a porcentagem de DSS na água 

dos animais contribui mais para o desenvolvimento da doença do que o consumo 

de água do animal (Egger et al., 2000). Tendo em vista que esse modelo de indução 

de RCU por DSS não tinha sido executado em nosso laboratório anteriormente, 

examinamos se o DSS a 2% seria uma concentração mínima efetiva para gerar o 

quadro de RCU, e se um acréscimo de 0.5% de DSS afetaria os parâmetros de 

inflamação por nós estudados.   

Os resultados aqui obtidos e que condizem com a literatura encontrada foram 

o IDD e o Comprimento dos cólons, por conta disso foram usados para comparar 

as diferentes concentrações de DSS.   

Na figura 20 é possível observar o IDD comparativo entre os animais brancos 

dos experimentos e seus respectivos grupos veículo. Nos animais que receberam 

a indução por DSS nas diferentes concentrações adicionalmente ao tratamento de 

tween 80 a 1%, é possível observar uma diferença no IDD no sexto dia, em que os 

animais que receberam o DSS a 2.5% apresentam um índice estatisticamente maior 

quando comparado com os animais que receberam DSS a 2%. Comparando os 

demais dias de indução, os grupos de animais que receberam DSS 2% e DSS 2.5% 

não apresentam diferença estatística no IDD.   

  
Figura 20: Score os animais Branco e Tratados com Tween 80 a 1%, nos grupos induzidos 

por DSS a 2% e 2.5%. Os resultados foram expressos na forma de mediana (n=15), a 

significância foi determinada por teste de Wilcoxon. * p < 0,01, * vs DSS 2%.  
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Ambas as induções tiveram alteração do parâmetro comprimento do cólon, 

portanto foi realizada a comparação entre as diferentes porcentagens de indução. 

Egger e colaboradores (1997), relatam que o comprimento do cólon é um parâmetro 

comumente utilizado desde o início das pesquisas com DSS para a avaliação da 

instalação de RCU nos animais (Egger et al., 1997).  

É possível observar na figura 21 que existe uma diminuição do comprimento 

do cólon, quando se compara esse parâmetro dos animais submetidos ao DSS 2% 

com o DSS 2.5%. Assim é possível concluir que o DSS a uma porcentagem de 2.5% 

de fato agiu de forma mais intensa, quando comparado com o DSS a 2%.  

  

Figura 21: Comprimento dos cólons de camundongos induzidos por DSS 2% e 2.5% por 

seis dias. Os resultados foram expressos na forma de média ± e.p.m (n=15), a significância 

foi determinada por teste ANOVA seguido por teste de Tukey. ** p < 0,001, * vs DSS 2%.  

Segundo Almarzooqi e colaboradores (2022) o mirceno, nas doses de 50 

mg/kg e 100 mg/kg é capaz de controlar a inflamação, suprimindo as vias de NF-

kb, proteína envolvida na resposta imune inata e adaptativa, sistema que fica 

desbalanceado durante a RCU(Almarzooqi et al., 2022). Como o que diferencia o 

estudo de Almarzooqi e o presente estudo é o veículo utilizado para a solubilização 

do mirceno, acreditamos no potencial terapêutico do mirceno, em dosagens maiores 

ou com veículos que melhorem a solubilização desse óleo essencial. 

Adicionalmente é importante avaliar o possível efeito pró-inflamatório do mirceno 

detectado em alguns dos nossos resultados.   Porém, nosso estudo carece de uma 

forma segura e efetiva de homogeneização do mirceno. Além disso, temos que o 
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DSS a 2.5% não foi totalmente efetivo para a reprodução de uma inflamação que 

coincidisse com a encontrada em um quadro de RCU. Seria interessante um estudo 

sobre diferentes águas utilizadas para a solubilização (filtrada, autoclavada ou da 

torneira) e seus efeitos no desenvolvimento da inflamação, para a padronização 

desse modelo.  

  

5.Conclusão  

Concluímos que o mirceno não é capaz de ser um tratamento para o modelo 

agudo de RCU, independente da dose aplicada, já que não foi efetivo na proteção 

da mucosa frente ao desafio imposto pelo efeito lesivo induzido pelo DSS nos 

parâmetros que foram avaliados, dentre eles os marcadores de inflamatórios, de 

morte celular e de estresse oxidativo. O modelo utilizado foi efetivo para um 

princípio de indução de RCU, já que obtivemos resultados nos sintomas 

macroscópicos, tanto na porcentagem de DSS a 2% quanto na porcentagem de 

2.5%, porém o modelo não foi capaz de promover alterações de parâmetros 

bioquímicos avaliados.   
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