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RESUMO 

 

 

A Doença Inflamatória Intestinal é uma doença crônica, cuja patogênese 

envolve uma interação complexa de fatores múltiplos. Entre os novos compostos 

estudados para o tratamento da inflamação intestinal, a 4-metilesculetina (4-ME) 

apresentou potentes atividades antioxidante e anti-inflamatória intestinal, porém 

estudos mais detalhados sobre o mecanismo de ação das cumarinas são 

necessários. Neste trabalho, foram verificados que os tratamentos com a 4-ME 

preveniram a depleção dos níveis de glutationa total, diminuíram a atividade de 

mieloperoxidase e glutationa peroxidase (GPX), preveniram a diminuição da 

atividade de glutationa redutase (GSR) e glutationa S-transferase. Além disso, os 

tratamentos com a 4-ME preveniram a redução da abundância relativa de RNAm 

de γ-glutamil transferase 1, glutationa redutase e fator nuclear eritroide 2 

relacionado ao fator 2 causada pela inflamação intestinal. A investigação da 

interação entre a 4-ME e GSR, GPX ou proteína inibitória κB (IkB) mostrou que a 

4-ME interage com a GSR e IkB por um processo predominantemente estático, 

enquanto a interação entre a 4-ME e GPX ocorre por um processo dinâmico. As 

forças de van der Waals e as pontes de hidrogênio possuem papel fundamental na 

formação e na estabilização do complexo GSR/4-ME, por outro lado interações 

hidrofóbicas determinam as interações da 4-ME com a GPX e a IkB. 

Adicionalmente, os resultados indicam que o grupo metila do carbono C-4 é o 

segundo epítopo mais próximo na interação GSR/4-ME. Portanto, esses dados 

mostram claramente que a 4-ME não é um simples sequestrador de radicais livres, 

mas um composto natural com mecanismos de ação específicos que envolvem a 

modulação da atividade enzimática e da expressão de genes chave no sistema 

antioxidante. 

Palavras-chave: 4-metilesculetina; 6,7-dihidroxi 4-metilcumarina; Doença 

Inflamatória Intestinal; Estresse oxidativo; Inflamação intestinal.  
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ABSTRACT 

 

 

Inflammatory bowel disease is a chronic inflammatory disorder; its 

pathogenesis involves a complex interplay of multiple factors. Among new 

candidates to treat intestinal inflammation, 4-methylesculetin (4-ME) showed 

potent intestinal anti-inflammatory and antioxidant activity, however detailed 

research on the mechanisms of action of coumarins are needed. In this work, 

treatments with 4-ME prevented depletion of total glutathione content, decreased 

myeloperoxidase and glutathione peroxidase (GPX) enzyme activities, prevented 

diminishment of activity of glutathione reductase (GSR) and glutathione S-

transferase. Furthermore, treatments with 4-ME prevented mRNA abundance 

downregulation caused by intestinal inflammation of γ- glutamyl transferase 1, 

glutathione reductase and nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2. Investigation 

of interactions between 4-ME and GSR, GPX or inhibitory protein κB (IkB) 

showed 4-ME interacts with GSR and IkB through a static quenching mechanism, 

GPX/4-ME interactions occurs by a dynamic quenching mechanism. Van der 

Waal forces and hydrogen bonds are essential for formation and stabilization of 

GSR/4-ME complex, on the other hand hydrophobic interactions are responsible 

for interactions between 4-ME and GPX or IkB. Additionally, results indicate C-4 

methyl group is the second most buried epitope on the GSR/4-ME interaction. 

Therefore, these data clearly show 4-ME is not a simple free radical scavenger, 

but a natural compound with specific mechanisms of action involving modulation 

of enzyme activities and gene expression with key roles on antioxidant system. 

 

Keywords: 4-methylesculetin; 6,7-dihydroxy-4-methylcoumarin; 

Inflammatory Bowel Disease; Oxidative stress; Intestinal Inflammation.  
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1 INTRODUÇÃO 

As duas formas principais da Doença Inflamatória Intestinal (DII), a Doença de 

Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU), são caracterizadas por um processo 

inflamatório idiopático, crônico e recidivante do trato gastrintestinal, cuja patogênese 

envolve uma complexa interação de múltiplos fatores (Fiocchi, 2012; Di Stasi et al., 

2015; Danese et al., 2016). 

Até o momento, a etiologia da DII não é completamente compreendida e muitas 

teorias que envolvem desde infecções a mecanismos psicossomáticos, sociais, 

metabólicos, vasculares, genéticos, alérgicos ou autoimunes estão em discussão (Xavier 

e Podolsky, 2007; Fiocchi, 2013; Vezza et al., 2016). Apesar da etiologia não ser 

totalmente compreendida, há um consenso de que a DII ocorre em indivíduos com 

predisposição genética que exibem uma disfunção na barreira epitelial (Vezza et al., 

2016), a qual pode ser afetada pelo estresse oxidativo e liberação excessiva de radicais 

livres formados (Pavlick et al., 2002; Moura et al., 2015; Souza e Fiocchi, 2015). 

De fato, há inúmeras evidências clínicas e experimentais de que a inflamação 

intestinal crônica está diretamente associada a uma altíssima produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) e diminuição de antioxidantes 

endógenos (Biasi et al., 2011; Zhu e Li, 2012), envolvendo a alteração da atividade de 

enzimas como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases, redutases e 

redoxinas (Sánchez de Medina et al., 2004; Zhu e Li, 2012; Biasi et al., 2013). 

Um dos fatores mais agravantes da DII é que não existe uma cura definitiva, 

nem mesmo por processos cirúrgicos (Fiocchi, 2012). Portanto, os principais objetivos 

dos tratamentos farmacológicos disponíveis são induzir a remissão dos sintomas e 

mantê-la. A fim de alcançar os dois objetivos citados, aminossalicilatos (sulfassalazina e 
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mesalazina), corticoesteroides (prednisona e prednisolona), imunomoduladores 

(azatioprina, metotrexato e ciclosporina) e anticorpos monoclonais (infliximab e 

adalimumab) são utilizados para interferir em vários estágios da cascata inflamatória 

(Bernstein, 2015). Contudo, o uso crônico dos tratamentos citados é limitado devido aos 

possíveis efeitos adversos graves e elevado custo (Siegel, 2011). 

A literatura relata que aproximadamente 45%, 55%, 15% e 10% dos pacientes 

apresentaram efeitos adversos após início do tratamento com aminossalicilatos, 

corticosteroides, imunomoduladores e anticorpos monoclonais, respectivamente. Entre 

os efeitos adversos mais frequentes, podemos citar dor abdominal, náusea, vômitos, 

anorexia, cefaleia, hemólise, infertilidade masculina, agranulocitose, hepatite, 

pancreatite (Moum, 2008), aumento do apetite e do peso, edema, insônia, labilidade 

emocional, psicose, acne, síndrome de Cushing, osteoporose, osteonecrose, retardo de 

crescimento, supressão do eixo hitotálamo-hipófise-adrenal, infecções, miopatia, 

catarata, atrofia de pele, estrias, esquimose, esteatose, diabete, hipertensão, glaucoma, 

rash cutâneo, diarreia e depressão da medula óssea (Moum, 2008; Siegel, 2011; Dalal e 

Cohen, 2015). Além disso, cerca de 30% dos pacientes não respondem ao tratamento 

com corticosteroides (Siegel, 2011) com alto risco do desenvolvimento de dependência 

de corticosteroides e, 51% dos pacientes pode ter o tratamento com anticorpos anti-

TNFα descontinuado por falta de resposta primária ou por perda secundária de resposta 

(Dalal e Cohen, 2015). 

Desta maneira, há uma demanda de novas estratégias terapêuticas que sejam 

efetivas e mais seguras para a DII. Entre os novos compostos estudados para o 

tratamento de inflamação intestinal experimental, a utilização de compostos naturais 

antioxidantes poderia ser útil para minimizar os sinais e sintomas da DII (Luchini et al., 

2008). 
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Diversos estudos propõe que os efeitos benéficos observados com o consumo de 

produtos naturais provêm da atividade antioxidante de alguns compostos, como os 

flavonoides (Medina et al., 1996; Sánchez de Medina et al., 2004; Romier et al., 2009) e 

as cumarinas e seus derivados (Di Stasi et al., 2004; Luchini et al., 2008; Witaicenis et 

al., 2010, 2012, 2013). 

Em estudos anteriores, a 6,7-dihidroxi-4-metilcumarina ou 4-metilesculetina (4-

ME) produziu efeito anti-inflamatório intestinal pela inibição da atividade de 

mieloperoxidase (MPO), por evitar a depleção dos níveis de glutationa total, pela 

redução do conteúdo de malondialdeído in vivo e pela inibição da liberação de citocinas 

pró-inflamatórias, como as interleucinas (IL) IL-1β, IL-8, IL-2 e interferon gama (IFN-

γ) in vitro (Witaicenis et al., 2012), mostrando-se um interessante candidato para o 

tratamento da DII. De fato, a 4-ME (5 mg/Kg) apresentou atividade antioxidante e anti-

inflamatória intestinal numa dose dez vezes menor que a da sulfassalazina (50 mg/Kg) e 

numa dose 2,5 vezes maior que a da prednisolona (2 mg/Kg) (Witaicenis et al., 2012). 

Recentemente, as atividades antioxidante e anti-inflamatória da 4-ME foram 

atribuídas à presença do grupo metila no carbono C-4 (Witaicenis et al., 2012), visto 

que a 4-ME foi capaz de induzir a remissão do quadro inflamatório e prevenir recidivas 

induzidas por múltiplas administrações de TNBS e a esculetina, um derivado 

cumarínico que difere da 4-ME penas pela ausência do grupo metila em sua estrutura 

(Figura 1), foi apenas capaz de induzir a remissão da inflamação (Witaicenis et al., 

2012). Além disso, derivados cumarínicos que contêm o-dihidroxilação e metilação em 

sua estrutura demonstraram atividade antioxidante maior que outros derivados 

cumarínicos (Hoult e Payá, 1996; Witaicenis et al., 2014), corroborando com os efeitos 

da 4-ME encontrados pelo nosso grupo de pesquisa. Porém estudos mais detalhados 
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sobre o mecanismo de ação da 4-ME que verificam a relação estrutura-atividade desta 

molécula são necessários. 

 
Figura 1: Fórmulas estruturais da (A) 4-metilesculetina e (B) esculetina. 

No processo inflamatório intestinal, o estresse oxidativo é principalmente 

modulado pelas enzimas relacionadas à glutationa, como a glutationa redutase (GSR), 

glutationa peroxidase (GPX) e glutationa S-transferase (GST); fator nuclear eritroide 2 

relacionado ao fator 2 (Nfel2 ou Nrf2), γ-glutamil transferase (GGT) e MPO (Esworthy 

et al., 2001; Kruidenier e Verspaget, 2002; Khor et al., 2006). O estresse oxidativo e 

diversos mediadores inflamatórios estimulam a degradação da proteína inibitória κB 

(IkB) e aumentam a atividade do fator nuclear κB (NF-κB), que estimulará a produção 

de mediadores pró-inflamatórios que resultarão em dano tecidual e maior liberação de 

radicais livres; caracterizando um processo pró-oxidante e pró-inflamatório que se 

autoalimenta (Figura 2). 
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Figura 2: Esquema que ilustra, resumidamente, a interação entre mediadores inflamatórios e oxidantes 

na inflamação intestinal. 

Baseado nas informações apresentadas, estudos são necessários para auxiliar a 

compreensão do mecanismo de ação de novos candidatos para o tratamento da DII. A 4-

ME já demonstrou potente atividade anti-inflamatória intestinal no modelo de 

inflamação intestinal induzida por TNBS (Witaicenis et al., 2010, 2012) e por sulfato de 

dextrano sódico (dados não publicados, FAPESP Proc. 13/01297-7), porém poucos 

estudos sobre seus mecanismos moleculares foram realizados. A elucidação dos 

mecanismos moleculares de ação da 4-ME e de suas interações intermoleculares pode 

ser a chave para o entendimento de diversos processos biológicos no organismo (Mayer 

e James, 2004), além do mais, modelos animais são essenciais para elucidar a 

patogênese da DII (Danese et al., 2016). 

 

2 OBJETIVOS 

O presente estudo tem como objetivos identificar os mecanismos de ação 

antioxidantes que participam da resposta anti-inflamatória intestinal produzida pela 4-

ME no modelo de inflamação intestinal induzida por TNBS em ratos e caracterizar por 
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