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RESUMO

Introdugao: A doenca intestinal inflamatadria idiopatica (DIII)
compreende um espectro de doencas que se caracterizam
por inflamacdo crénica do trato gastrointestinal sem uma
causa ou patoégeno especifico. Objetivo: Foi avaliada
a acdo da mesalazina sobre marcadores de estresse
oxidativo e a atividade das enzimas antioxidantes. Material
e Métodos: Foram utilizados 40 ratos wistar pesando
350 gramas, divididos em quatro grupos: Controle (CO);
Controle+ Mesalazina (CO+M); Colite (CL) e Colite+M
(CL+M) nos tempos de 24 e 48 horas de tratamento. Os
animais foram submetidos a administracao intracol6nica por
enema com solugao de acido acético a 4% e o tratamento
com mesalazina na dose oral de 20mg/kg apds a inducao da
colite. Foi realizada a analise da pressao anal esfincteriana.
O homogeneizado do intestino foi utilizado para a avaliacéo
da lipoperoxidacao (LPO) através das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS); atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx)
e 0s niveis dos metabodlitos do o6xido nitrico (nitritos e
nitratos). Aanalise estatistica utilizada foiANOVA, seguida do
teste de Student-Newman-Keuls, considerado significativo
quando p<0,05. Resultados: A mesalazina reduziu as
lesdes teciduais e os niveis de pressao anal esfincteriana
nos grupos tratados em ambos os tempos de tratamento
(24 e 48 horas). Na lipoperoxidagdo e nos metabalitos
do o6xido nitrico (NO) — nitritos e nitratos no grupo CL+M,
observou-se uma reducao significativa nos grupos tratados
(24 e 48h). A atividade da SOD mostrou aumento no grupo
CL e diminuigao significativa no grupo CL+M, equivalendo a
meédia dos grupos controles. Aatividade da enzima glutationa
peroxidase (GPx) apresentou aumento significativo no grupo
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CL+M comparado ao grupo CL.

Conclusao: A mesalazina foi capaz de reduzir as lesdes
teciduais e os danos oxidativos, bem como aumentar os
niveis de pressdo anal esfincteriana nos grupos tratados
neste modelo experimental de colite ulcerativa.
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ABSTRACT

Introduction: Idiopathic inflammatory bowel disease (DIII)
comprises a spectrum of diseases characterized by chronic
inflammation of the gastrointestinal tract without a cause or
specific pathogen. Objective: The action of mesalazine on
markers of oxidative stress and antioxidant enzyme activity
was evaluated. Material and Methods: We used 40 Wistar
rats weighing 350 grams, divided into 4 groups: control (CO);
Control + Mesalazine (CO + M); Colitis (CL) and Colitis + M
(CL + M) at 24 and 48 hour treatment. The animals were
subjected to administration intracolony by enema with acetic
acid solution and 4% and mesalazine treatment in the oral
dose of 20 mg/kg after colitis induction. Histological analyzes
were performed by staining with hematoxylin-eosin. The
homogenised gut was used for evaluation of lipid peroxidation
(LPO) using the thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS); the enzymes superoxide dismutase (SOD) and
glutathione peroxidase (GPx) and metabolic levels of nitric
oxide (nitrates and nitrites). The statistical analysis used
was ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test and
considered significant when p <0.05. Results: Mesalazine
reduced tissue damage and the levels of PAE treated groups
in both treatment times (24 to 48 hours). Levels of anal
sphincter pressure, lipid peroxidation and metabolic nitric
oxide (NO) - nitrites and nitrates in CL + M group showed a
significant increase from the CL group. The activity of SOD
showed increase in the CL group and significant decrease
in CL + M group equivalent to the average of the control
groups. The ativity of glutathione peroxidase enzyme (GPx)
showed a significant increase in CL + M group compared to
the CL group.

Conclusion: The mesalazine was able to reduce tissue

Abstract
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injuries and oxidative damage and as well as increased
levels of anal sphincter pressure in the groups treated in this
experimental model of ulcerative colitis.
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INTRODUCAQO

As doencas inflamatdrias intestinais (DIl) compreendem
duas formas principais de apresentacdo: a retocolite
ulcerativa inespecifica (RCUI) e doenca de Crohn (DC)
(Cury & Moss, 2015; Cardozo & Walter, 2015). A RCUI é
uma doenca crbénica que acomete principalmente o colon,
caracterizando-se por inflamacéao e ulceracdo das camadas
mais superficiais, afetando apenas a mucosa e submucosa,
exceto nos casos mais graves (Cotran, 2005; Chuong, 2008;
Reid & Carey, 2011; Cotran, 2012). A doencga geralmente
tem inicio no reto, podendo estender-se cranialmente,
sempre em continuidade, sem areas de mucosa normais
entre as porcdes afetadas; comprometendo parte ou todo
o coblon; ndo havendo granulomas bem formados, por isso
€ conhecida como doenca nido granulomatosa (Hanauer,
2004; Guyton, 2011). As caracteristicas histopatoldgicas
da doenga apontam a presenga de um numero significativo
de neutrdfilos na lamina propria e criptas formando micro
abcessos (Naito &Takagi, 2007; Podolsky & Xavier, 2007).

Os sintomas mais frequentes sao célicas abdominais
recorrentes, diarreias sanguinolentas, dor abdominal
associada a febre, perda de peso e carcinomas (Freire et
al., 2006; Dewulf et al., 2007; Rossignol, 2012).

Dados epidemioldgicos confirmam que a DIl afeta
aproximadamente 1 a 2 em cada 1000 pessoas nos paises
desenvolvidos (Blumberg et al., 2011). Na maioria dos
casos o inicio da doenca ocorre na vida adulta, entre 20
e 40 anos com evolugao cronica e recidivante, persistindo
por toda a vida, representando um importante problema
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de saude publica, ja que compromete jovens em fase
economicamente produtiva (Cury & Moss, 2015). Apesar
de a mortalidade de pacientes com RCUI ndo ser maior
que a da populacdo em geral, essa condicdo acarreta
uma severa reducao da qualidade de vida e capacidade
laborativa dos pacientes (Victoria, 2009; Cosnes, 2011;
Souza, 2011).

A etiopatogenia da doenca é multifatorial, com a
participacao de fatores genéticos, intraluminais, alteragdes
na barreira do epitélio intestinal e resposta imunologica
anormal da mucosa. Esses fendmenos determinam a
ativacdo de uma cascata imunoinflamatéria, que resulta
em lesdo continuada da mucosa do intestino (Stenson,
2001; Damiao & Sipahi, 2004; Damido & Vasconcelos,
2004). Fatores ambientais também podem precipitar o
inicio ou reativagao da doencga. (Kandice, 2002; Podolski,
2002; Sartor, 2006; Zaltman, 2007; Mayer, 2010).

A inflamagdo tem papel importante na patogénese
da RCUI, pois as substancias oxidantes causam lesbes e
destruicdo dos tecidos desencadeando desequilibrio entre
agressao e defesa, caracterizando estresse oxidativo
(Halliwell & Gutteridge, 2007; Carocho, 2013) ja que a
ativacao de genes relacionados com aresposta inflamatéria
sao orquestrados pelo NFkB (Sen, 1986). Por outro
lado, o estresse oxidativo tem seus danos minimizados
por sistemas de defesa antioxidantes endégenas e/ou
exogenas (Rahal, 2014; Yepes, 2014).

Tendo em vista que € bem demonstrada a implicacao
do estresse oxidativo na patogénese da RCUI, passou-se a
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estudarapossibilidade do uso de substancia antioxidante no
tratamento dessa doenca. Recentemente, foi comprovada
a inibicdo do NFkB na mucosa de pacientes com RCUI
ativa com o uso de mesalazina, a qual tem acado anti-
inflamatdria, analgésica e antioxidante e o seu metabdlito
ativo & conhecido como acido 5-aminosalicilico (5-ASA)
(figura 3) (Gennaro, 2004; Ham, 2012). Constitui terapia
padrao de primeira linha para a manutencdo e remissao
da doenca (Blonski, 2014), inibindo a cascata do acido
araquiddnico, produgdo de espécies ativas de oxigénio
(EAQO), inibindo a fungdo dos linfocitos e mondcitos
assim como a producdo de imunoglobulinas. A acao da
mesalazina ocorre, portanto, diretamente sobre a mucosa
inflamada bloqueando também as vias da cicloxigenase
e lipoxigenase, diminui os niveis teciduais de hipoclorito
prevenindo a oxidagdo da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase nas células do epitélio cdélico (Kenji, 2012).

O interesse em investigar a etiopatogenia da RCUI
esta relacionado ao desconhecimento dos mecanismos
celulares e imunoldgicos e, por afetar individuos nos anos
mais saudaveis e produtivos da vida, resulta custos em
longo prazo para o paciente, para o sistema de cuidado de
saude e para a sociedade. Sendo assim, ocorre importante
busca por novos tratamentos que possam controlar ou
eliminar a doenca.
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1.1 Modelo experimental de colite

Os modelos experimentais de colite, atualmente
empregados, representam apenas em parte o que ocorre na
colite. Contudo, nestes modelos fica clara a importancia da
integridade da barreira epitelial da mucosa na protegao das
camadas internas daparede cdlica, impedindo a penetragcao
de antigenos bacterianos e a consequente resposta imune
a invasao bacteriana tecidual. Os mecanismos celulares
envolvidos na manutencdo da integridade da barreira
mucosa epitelial do célon normalmente se encontram
precocemente comprometidos no desenvolvimento da
colite (Pravda, 2005).

Existem varios modelos animais para indugdo de
colite, entre eles, o acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico
(TNBS) e dextran sulfato de so6dio, ambos os métodos séo
altamente agressivos, atingindo além da camada mucosa
e submucosa, a camada muscular e serosa, sendo que o
TNBS apresenta alto potencial necrosante com indices de
mortalidade que chegam a 40% dos animais submetidos
a este protocolo (Kretzmann et al., 2008). A aplicagao
de solucdo de acido acético promove colite difusa sobre
resposta inflamatoria inespecifica. Optou-se por utilizar
acido acético a 4% como agente irritante da mucosa, por
apresentar padrdes de similaridade com a RCUI humana.
Concentragdes maiores como 8% aumentam o risco de
mortalidade (Vassallo, 2011).

Murano et al.(2000) demonstraram que citoquinas,
tais como interleucinas IL 1, IL 6 e IL 8, assim como o
fator de necrose tumoral alfa, estdo acima da média em
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ratos submetidos a colite experimental. Carrier et al.,
(2006) defendem em seu trabalho que ratos submetidos
a colite por dextran apresentaram elevacao do estresse
oxidativo avaliado por aumento da mieloperoxidase,
TNF- alfa, IL-1, lipoperoxidacdo e atividade do NFkB. A
importancia do estresse oxidativo no desencadeamento
das colites fica mais evidente com os resultados de
estudos demonstrando que o emprego de substancias
antioxidantes como N-acetilciseina (NAC), deferoxamina,
qguercetina, rofecoxibe, curcumina sdo capazes de diminuir,
em animais experimentagao, a agressao oxidativa na colite
quimicamente induzida (Camuesco et al., 2004; Cetinkaya
etal., 2005). Da mesma forma, estudos vém demonstrando
a eficacia da mesalazina, frequentemente utilizada como
terapia de primeira linha no tratamento da RCUI (Song et
al., 2006; Hayashi et al., 2009).

1.2 Estresse Oxidativo

A terminologia estresse oxidativo refere-se a
uma situacdo na qual existe aumento sustentado na
concentracdo, em estado estacionario, das espécies
ativas de oxigénio acima de seus niveis fisiologicos. Em
principio, pode resultar de uma situagao em que ocorra a
diminuigdo nos niveis das defesas antioxidantes, aumento
na velocidade de produgao das espécies ativas de oxigénio,
ou de ambas (Sies, 1991; Rudich et al., 2007). Assim, o
desequilibrio do sistema redox leva ao estresse oxidativo
(Jones, 2006; Santos, 2009; Ferreira et al., 2011) que pode
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culminar com lipoperoxidacdo e lesdo tecidual (Rezaie,
2007).

O consumo de oxigénio pelos organismos aerdbios
esta intimamente ligado a otimizagcdo da extracdo de
energia dos diversos substratos energéticos. Seu alto
potencial oxidante pode ser verificado pela comparacao
da eficiéncia com que ocorrem as reac¢des do metabolismo
aerdbio. A reducdo completa de uma molécula de oxigénio
a agua requer quatro elétrons, reducgao tetraeletrénica,
gue evita as reacgdes intermediarias e ocorre na cadeia
respiratoria acoplada a fosforilacdo oxidativa, pelo sistema
citocromo oxidase, que forma ATP (Del Maestro, 1980;
Orrenius, 2007).

De maneira simples, o termo radical livre refere-se a
um atomo ou molécula com alta capacidade reativa, que
contenha numero impar de elétrons em sua ultima camada
eletrénica (Halliwell & Gutteridge, 2007). As reacgdes
de redugdo implicam ganho de elétrons enquanto as
reacoes de oxidagao implicam perda. Como exemplo, no
metabolismo celular normal durante a fosforilagdo oxidativa
no interior das mitocéndrias, quando ocorre redugdo do
O, molecular, formando o radical superoxido (O,-¢), com
numero impar de elétrons na sua ultima camada atémica.
Ao se compreender a formag&o do radical O,-¢, durante
as reagdes metabdlicas que ocorrem nas células em um
cenario de reacdes de oxidorreducao, cercade 2% a 5% das
situacdes, a reducido é monoeletronica formando produtos
intermediarios conhecidos como radical hidroxila, o anion
radical superdxido e o 6xido nitrico. As espécies ativas de
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oxigénio (EAOs) como o peroxido de hidrogénio, podem
ser formadas durante o metabolismo normal de qualquer
célula através da perda de elétrons de um nao radical ou
pelo ganho de um elétron por nao radical (Droge, 2002;
Madger, 2006; Halliwell & Gutteridge, 2007; Carocho,
2013; Lambeth, 2014).

e e 2H e H e H
o (o (( wo (¢ o (|
\_ ) \Lﬂ_:.- s \ -x\x_. & N H.0
Moléculade >  Anion _~  Peroxido 5 Radical __» Agua
Oxigénio Superdxido de Hidrogénio Hidroxil

Figura 1: Espécies ativas de oxigénio.Adaptado de Halliwell
&Gutteridge, 2007

O ataque as cadeias de acidos graxos poli-insaturados
(com dois ou mais carbonos de sua cadeia com ligacao
dupla) pode ocorrer através de processos de peroxidagao,
que é a reacao em cadeia envolvendo trés etapas
distintas: iniciagdo, propagacéo e terminacdo. O comecgo
dessa reagao geralmente ocorre por meio da abstragao do
atomo de hidrogénio de um grupo metileno (CH,) atraves
do ataque de uma molécula reativa, como EAO, metais,
ou outros radicais livres, formando um radical de carbono.
Este, por sua vez, realizara um rearranjo molecular,
formando um dieno conjugado, o qual pode reagir com
moléculas de oxigénio, formando um radical peroxil (ROO-
). A partir da formacédo deste radical ocorre a fase de
propagacgao, devido a sua capacidade de abstrair atomos
de hidrogénio de outros grupos metilenos de cadeias
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adjacentes (transformando-se em perdxido lipidico). Estes
sofrerdo processos de rearranjo molecular, formacéo de
dienos conjugados e, posteriormente, ataque de moléculas
de oxigénio, formando um novo ROO- o qual reinicia o
processo, gerando reagao oxidativa em cadeia (Halliwell &
Gutteridge, 2007; Ristow, 2011; Sohal, 2012).

Os radicais alcoxilas também podem abstrair atomos
de hidrogénio, tanto de outros peréxidos como de grupos
metilenos de acidos graxos poli-insaturados, continuando
as reacdes em cadeia. Outro grande problema dessas
reacoes é a formagao de Fe?", o qual também pode reagir
com peroxidos lipidicos, formando radicais peroxilas e
Fe?*, em um ciclo auto-sustentavel (Halliwell & Gutteridge,
2007). Quando o estresse oxidativo € crénico, pensa-se
que resulte em danos ao DNA, lipideos, proteinas e outras
moléculas, as quais podem contribuir para desenvolvimento
e progressao de um espectro de patologias (Steinbrenner
& Sies, 2009).

1.3 Antioxidantes

A producdo continua de EAO durante os processos
metabdlicos leva ao desenvolvimento de muitos
mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis
intracelulares e impedir a inducdo de danos. O estresse
oxidativo tem seus danos minimizados por sistemas de
defesa antioxidante ndo enzimatico, como vitaminas C e
E e/ou enzimatico, principalmente as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa s-transferase
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(GST) linha de defesa primaria uma vez que evita o
acumulo do anion radical superéxido e do perdoxido de
hidrogénio. Existem, também, as defesas secundarias,
que impedem a formacao de EAO e a propagacéao da LPO,
e as terciarias, enzimas de reparo de danos ja instalados.
O sistema enzimatico encarregado da detoxificacdo das
EAO é formado por varias enzimas, das quais se podem
destacar: superoxidodismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GPx) (Sies, 1993; Ferreira &
Matsubara, 1997).

A SOD forma um grupo de enzimas que catalisam a
reagdo de dois anions superoxido (O,), com consequente
formacdo de perdxido de hidrogénio, que é menos
reativo e pode ser degradado por outras enzimas. A
SOD ¢ classificada em trés tipos distintos: SOD cobre e
zinco (CuzZnSOD), presente no citoplasma das células
de eucariontes; SOD manganés (MnSOD), localizada na
matriz mitocondrial e SOD ferro (FeSOD) que ocorre em
bactérias (Roberts & Sindhu, 2009).

A catalase (CAT) tem acg&o no perdxido de hidrogénio,
formado na dismutacdo do anion superoxido, sendo
transformado em agua e oxigénio por agao dessa enzima.
A catalase reage muito especificamente ja que atua em
reacoes com peroxidos de hidrogénio, metila e etila. Entre
as peroxidases, que geralmente usam o grupo heme,
destaca-se a atividade da glutationa peroxidase (GPx),
localizada no citosol e na matriz mitocondrial. Ela catalisa
a reducdo do peréxido de hidrogénio e de hidroperdxidos
organicos, por meio da oxidagao da glutationa reduzida
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(GSH), entao regenerada por acao da glutationa redutase
com consumo de NADPH. Neste processo de oxirreducao,
os grupamentos sulfidrilas doam dois hidrogénios para
os peroxidos, transformando-os em alcool e/ou agua,
formando glutationa dissulfeto (GSSG) (Boveris, 1973;
Apel & Hirt, 2004; Dias, 2005; Ahmad et al., 2008).

Asenzimas CAT e GPxagemcomo propositodeimpedir
o0 acumulo de perdxido de hidrogénio. Tal acéo integrada &
de grande importancia, uma vez que essa especie reativa,
por meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss, mediante
a participacao dos metais ferro e cobre culmina na geragao
do radical hidroxila (OH¢), contra o qual ndo ha sistema
enzimatico de defesa. O referido radical (OH+) vem sendo
indicado como o de maior potencial reativo e com extrema
instabilidade. Tais caracteristicas capacitam-no como o
radical livre mais propicio na produg¢ao de danos oxidativos.
Alémde sero principal iniciador do processo de peroxidagcao
lipidica, tendo como consequéncia a alteracdo da fungao
biolégica das membranas celulares, esse radical € capaz
de agir sobre as proteinas, alterando-as em relagao a sua
estrutura e/ou fungéo bioldgica (Droge, 2002; Orrenius et
al., 2007; Lipinski, 2011).

Assim como as enzimas antioxidantes, que removem
radicais livres ou EAO antes que esses causem dano
a membrana, existem substancias que atuam como
antioxidantes, evitando reacdes em cadeia, como a LPO.
Elas sdo conhecidas como defesas antioxidantes n&o
enzimaticas, sendo mais conhecidas glutationa, acido
ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), carotenos e
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flavonoides (Moreira, 2004; Peres, 2000; Dias, 2005).

Essas substancias, quando atuam, podem evitar
a formacdo de RL ou EAO, suprimir uma cadeia de
peroxidacao na fase de propagacéao e reparar ou reconstruir
amembrana.Adestruicido dos tecidos provoca desequilibrio
entre agressao e defesa, caracterizando estresse oxidativo
(Halliwell & Gutteridge, 2007).

1.4 Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula paramagnética,
possui um elétron desemparelhado em seu orbital externo,
altamente lipofilico, sintetizado pelas células endoteliais,
macrofagos e certo grupo de neurdnios do cérebro. E um
importante sinalizador intracelular e extracelular e atua
induzindo a enzima guanil ciclase, que produz guanosina
monofosfato ciclico (GMP) que tem entre outros efeitos,
através da interacao com receptores Beta-2 especificos
promover o relaxamento do musculo liso, o que provoca o
relaxamento da musculatura endotelial (Furchgott, 1980;
Palmer, 1987; Ignarro, 1989; Baylis, 1998; Wang, 1995;
Fleming, 1999).

O NO é um segundo mensageiro quimico com papel
de ativar ou inibir diversas moléculas alvo, merecendo
destaque na regulagdo do ténus vascular e na resposta
imunoldgica. Existem trés isoformas de NO sintase (NOS),
sendo duas constitutivas calcio dependentes: endotelial,
eNOS e neuronal, nNOS e uma induzida, a iINOS, nao
dependente de calcio. O NO é produzido pela oxidagao
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do nitrogénio guanidinico terminal de L-arginina pela
NO sintase (NOS) na presenga de coenzimas como a
nicotinamida adenina difosfato (NADPH) e a calmodulina
(CaM) no caso das isoformas constitutivas. O NO ¢é
rapidamente convertido em dioxido de nitrogénio (NO,) e,
em seguida, em formas mais estaveis como nitrito e nitrato
(Palmer & Moncada, 1993; Forstermann & Sessa, 2012).

MNADPH oxidase, X/X0, eNOS

L-arginina f
D—- NO + 05
mitocondria clruina l
WP j“’ixi g ONOO
%U hﬁu \

Lipoperoxidagao
Omdagdo protéica
citC Nitrag o protéica
Inativagdo de enzimas

Atwao;ﬁc da
caspase
APOPTOSE |

Figura 2: Metabolismo do Oxido Nitrico. Adaptado de Liaudetet
al., 2000.

A sintese de NO se realiza por acdo de uma enzima,
a oxido nitrico sintase (NOS), a partir do aminoacido
L-arginina que produz NO e L- Citrulina, necessitando
da presenca de dois cofatores, o oxigénio e o fosfato
dinucleotideo adenina nicotinamida (NADPH) A o6xido
nitrico-sintase (NOS) € a enzima responsavel pela sintese
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do NO. Trés isoformas de NOS s&o descritas, sendo uma
NOS induzida (iNOS) e duas NOS constitutivas (cNOS).
A isoforma | ou 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) é
uma NOS constitutiva, presente nos neurdnios, regula a
transmissao sinaptica no SNC; atua na regulagao central
da pressao sanguinea, no relaxamento do musculo liso e
na vasodilatacido via nervos periféricos. Também regula
o fluxo sanguineo cerebral local e estda envolvida na
formacao da memoaria. Aisoforma Il ou éxido nitrico-sintase
endotelial (eNOS) € uma NOS constitutiva e produz NO em
endotélio vascular sob condi¢cdes basais, porém a forca
de cisalhamento produzida pelo fluxo sanguineo pode
incrementar sua produg&o. E um potente inibidor de adeséo
e agregacao plaquetaria na parede vascular e também
inibe a adesao de leucdcitos ao endotélio vascular, além
de ser responsavel pela regulagdo da pressédo sanguinea
e contratilidade do musculo cardiaco. A isoforma Il ou
oxido nitrico-sintase induzivel (INOS) tem efeito citostatico
por inibicdo de enzimas contendo ferro e também causa
fragmentacdo de DNA. A sintese de iINOS é induzida por
Lipopolissacarideos (LPS), radicais livres ou qualquer outra
alteracao detectavel no meio intra ou extracelular, ativando
a transcricdo de genes proé-inflamatérios (Forstermann,
1995; Wang, 1995; Fleming, 1999).

A superproducao de NO em condi¢des inflamatoérias
pode ser convertida em espécies ativas de nitrogénio
(EAN) como o peroxinitrito potencializando os danos
inflamatorios. Estudos bioquimicos demonstraram que
as EAO oxidam diversas classes de lipideos, formando
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malondialdeido, dienos conjugados, perdxidos lipidicos e
hidréxidos lipidicos (O 'Donnell, 2001; Green et al., 2004).

Entre algumas funcdes estdo a integridade vascular,
a motilidade intestinal e o relaxamento da musculatura
anal esfincteriana (lgnarro, 1989; Baylis, 1998) geradas
por macréfagos e outras células ativadas por citocinas,
com capacidade de gerar NO por meio de mecanismos
regulatérios complementares e distintos (Alican, 1996)
com expressao aumentada em manifestacbes da doenca
intestinal inflamatéria e no foco da inflamagao, associada
com ulceracao e deplecao de células caliciformes como no
caso da RCUI. Assim, a geracao excessiva de EAO resulta
em dano celular que pode levar a reducdo na producao
mitocondrial de ATP (Renet al. 2010). Neste sentido, é
possivel observar um aspecto marcante dessa molécula: a
sua capacidade de ser benéfica ou potencialmente téxica
conforme a concentragdo ou depuracao tecidual (Kolios,
2004).

Atualmente, € bem aceito o conceito de que o 6xido
nitrico € formado e liberado por células endoteliais e que
possui importante efeito relaxante sobre a musculatura lisa
dos vasos. O processo de relaxamento da musculatura lisa
intestinal em resposta ao polipeptideo intestinal vasoativo
(VIP) é, em parte, mediado pela liberagdo de NO pelas
proprias células da musculatura lisa. Essa sugestao €
fortalecida pelo fato de VIP ocasionar relaxamento do
musculo esfincter anal interno, ao mesmo tempo em
que ocorre aumento de liberacdo de NO. Além disso, o
relaxamento do musculo esfincter anal interno induzido
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pelo VIP é bloqueado pela presenca de inibidores da NOS.
Estudos experimentais com animais sugerem que o NO e
o VIP possuem acao inibitéria sobre a musculatura lisa,
promovendo o relaxamento do esfincter anal, ocasionando
diminuicdo nos niveis da pressao anal esfincteriana
(Moncada & Higgs, 2006).

1.5 Mesalazina

Ha décadas, a primeira linha de tratamento para
pacientes com doenca inflamatéria intestinal tem
sido a sulfassalazina, uma pro-droga desdobrada no
colon, por acao bacteriana em sulfapiridina e acido
5-aminossalicilico (5-ASA). A molécula de sulfapiridina &
grandemente absorvida, levando a ocorréncia de muitos
efeitos colaterais, sendo entdo a grande responsavel pela
toxicidade da sulfassalazina; ja a fracdo ativa da molécula
deste farmaco responsavel pelo efeito anti-inflamatorio
foi identificada como mesalazina (5-ASA), o que levou
ao seu uso de forma isolada (Corman, 2005; Pearson et
al.,1996; Dallegri et al., 1990). A mesalazina tem, portanto,
se apresentado como farmaco padrao para o tratamento
da doenca inflamatéria intestinal devido a seu efeito local
na mucosa colbnica, além de apresentar poucos efeitos
colaterais (Cai et al., 2003).
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Figura 3: Molécula da mesalazina. Adaptado de Gennaro, 2004

A mesalazina absorvida € rapidamente acetilada a
N-acetil-5-ASA, que é desativada pelo menos em dois
lugares: no epitélio colénico e no figado. A meia-vida de
eliminacao é de trés horas e a do seu metabdlito N-acetil-
5-ASA é de cinco a dez horas; cerca de 1/3 da dose
administrada por via oral é absorvida na forma inalterada, e
o restante é transformado por agao das bactérias intestinais
azoredutase, essencialmente no colon, em sulfapiridina e
acido 5-amino-salicilico (5-ASA ou mesalazina). Menos
de 10% da sulfapiridina ingerida € excretada pelo rim,
enquanto 33% do 5-ASA é recuperada na urina (Veloso
et al., 1996). A porcdo nao absorvida é excretada pelas
fezes; a parte absorvida € eliminada pela urina; 10 a 30%
da dose administrada sao excretados pela urina dentro de
24 horas como N-acetil-5-ASA (lkeda, 2007).

A mesalazina tem efeitos quimiopreventivos contra
0 cancer colorretal, aumentando a expressao génica
da proteina P53 através de mecanismos epigenéticos.
Os efeitos anticancerigenos da mesalazina podem ser
mediados também por sua capacidade de remover
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moléculas que causam dano oxidativo a mucosa (Velayos,
2005). Resultados sugerem que o 5-ASA pode reduzir
células tumorais, mas nao a proliferacdo de células
epiteliais normais (lkeda, 2007).

Apesar de numerosas pesquisas, 0 mecanismo de
acdo da mesalazina esta parcialmente elucidado. E aceito
que seu efeito ocorra localmente na mucosa intestinal,
através da inibicdo da ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase,
diminuindo, assim, a produgao de prostaglandinas
e leucotrienos. Acredita-se também que atue como
sequestrador de radicais livres, produzidos em maior
numero nos pacientes com doenca inflamatdria intestinal
(Katzung, 2007).

Outros mecanismos potenciais de agcado dos farmacos
do 5-ASA estado relacionados com sua capacidade de
interferir na produgado de citocinas inflamatorias. O 5-ASA
inibe aatividade do NFkB, umimportante fatorde transcrigao
das citocinas pro-inflamatérias. O 5-ASA também pode
inibir as funcdes celulares das células natural killer, dos
linfécitos da mucosa e macrofagos, podendo remover EAO
(Benetton, 2007; Katzung, 2007; Campregher & Gasche,
2011).

O receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma
gama (PPARYy) é receptor chave que medeia o efeito da
terapia medicamentosa com mesalazina, reprimindo varios
genes-alvo como o NFkB (Egan, 1999). Dessa forma, tal
receptor possui um papel na regulacdo da inflamacéao
intestinal e é altamente expresso no célon, onde as células
epiteliais e macrofagos séo as principais fontes celulares.
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O PPARy também esta envolvido na proliferacéo celular,
apoptose e namodulacio da producio de citocinas e efeitos
antitumorigénicos. Portanto PPARy pode formar a base
para estratégias preventivas contra RCUIl (Rousseaux,
2005).

Apesar de estudos que estdo sendo realizados, a
fisiopatologia da colite ulcerativa ainda nao esta totalmente
esclarecida, a causa exata ainda nao foi estabelecida.
Até a presente data, poucos estudos avaliaram os efeitos
antioxidantes do acido 5-ASA em modelos experimentais
de colite. Quando se considera que o estresse oxidativo
encontra-se relacionado aos mecanismos moleculares
gue levam ao aparecimento da colite, e que o acido 5-ASA
apresenta atividade antioxidante, torna-se relevante
a avaliagdo da eficacia da substancia no tratamento
da doenga. Tendo em vista essas consideragbes, nos
propomos a desenvolver o modelo experimental de colite
frente a agdo antioxidante da mesalazina para avaliar o
estresse oxidativo.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a agdo da mesalazina no modelo experimental
de colite induzida por acido acético, verificando o estresse
oxidativo e a atividade das enzimas antioxidantes em 24 e
48 horas de tratamento.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar as alteragdes histoldgicas da porcao distal
do intestino dos animais, através da coloracdo por
hematoxilina e eosina;

- Avaliar as alteracdes na pressao anal esfincteriana
nos animais submetidos a colite experimental e a
acao da mesalazina;

- Avaliar os niveis de lipoperoxidacdo na porgao
distal intestino dos animais através das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS);

- Avaliar a atividade das enzimas superoxido
dismutase (SOD) e Glutationa peroxidase (GPx) na
porgao distal no intestino dos animais;

- Avaliar os metabdlitos do 6xido nitrico (nitritos/
nitratos) na porg&o distal no intestino dos animais.
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MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento da pesquisa

Este estudo tem carater experimental quantitativo.
Realizada a inducdo de colite em ratos, os resultados
obtidos foram comparados aos dos animais controle e
tratados com mesalazina.

3.2 Animais

Os procedimentos com o0s animais ocorreram de
acordo com os Principios Eticos padronizados pelo Comité
de Etica em Pesquisa no Uso de Animais - ULBRA, Canoas,
RS, sob a aprovagdo do mesmo projeto —2015-22P.

Durante o experimento, os animais foram mantidos
no Biotério da ULBRA, em caixas plasticas de 47x34x18
cm forradas com maravalha, em ciclo de 12 horas claro/
escuro e temperatura entre 20 e 25°C. A agua e a ragao
foram administradas com acesso livre.

O numero de animais esta de acordo com os
trabalhos ja desenvolvidos no nosso grupo experimental.
Foram calculados cinco animais por grupo para detectar
diferencas com magnitude maior de que 2,5 unidades de
desvio padrao, mantendo-se a= 0,05 e poder de 90%.

3.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais os quais foram avaliados em dois periodos
diferentes de tratamento: 24 e 48 horas.
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1. Grupo controle (CO): submetido ao enema com
solucéo fisiolégica;

2. Grupo colite (CL): submetido a inducéao da colite,
por enema de acido acético;

3. Grupo controle + mesalazina (CO + M):
administracao na dose de 20 mg/Kg;

4. Grupo colite + mesalazina (CL + M): inducéo da
colite por enema de acido acético e administracao
da mesalazina na dose de 20 mg/Kg.

3.4 Procedimentos experimentais

O modelo escolhido para a inducao da colite foi uma
adaptacéo do trabalho descrito por Yamada et al. (1992)
e Tannahill et al. (1995). Os animais foram anestesiados
e submetidos a administracao intracolénica por enema, a
partir de um cateter de 0,08 mm de didametro com solugéao
de acido acético diluido a 4% e com volume de 4 mL. Nao
houve critérios de exclusdo de animais que apresentassem
sinais severos da doenca. Esse método ja foi realizado
por nosso grupo de pesquisa e a lesdo é confirmada por
analise histologica, demonstrando inflamagao decorrente
do modelo de colite.

Foram administradas nos animais doses de mesalazina
por via oral a partir de uma sonda de gavagem, na dose
de 20 mg/Kg diluidos em 1 mL de NaCl, uma vez ao dia,
durante 48 horas apds a indugao da colite. O medicamento
que foi administrado é conhecido comercialmente como
Mesacol®, produzido pela Industria Nycomed Pharma.
Cada comprimido contém 1.200 mg de mesalazina.
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ApOs a dissecagado anatdmica do intestino de cada
animal, foram retirados aproximadamente dois centimetros
da porcao distal, os quais foram isolados e imersos em
formol tamponado a 10% por até 24 horas, possibilitando
a fixacdo do tecido. Posteriormente, foram submetidos
ao processamento histolégico com desidratagéao em seis
alcoois absolutos por uma hora cada, clarificagdo em dois
xiléis por uma hora cada e impregnacdo em parafina a
64°C. Durante o processo, os tecidos permaneceram em
cada cuba em periodo médio de uma hora e trinta minutos.
As laminas foram coradas pelo método de hematoxilina
e eosina (HE) e montadas para avaliacao histoldgica. Foi
realizada a analise microscépica do intestino distal com
aumento de 200 x.

Transcorridos a inducdo da doenca e o tratamento
com mesalazina, os animais foram novamente pesados e
anestesiados com cloridrato de cetamina na dose de 95
mg/Kg e xilasina na dose de 8 mg/Kg para a realizagao
das medidas de pressdo anal esfincteriana. Para isso,
um aparelho de manometria anorretal (Proctossystem-
Viotti — SP) com cateter de baldo e medida em cm de H,O
foi utilizado O aparelho para a realizacdo da medida de
pressao anal esfincteriana pertence ao pesquisador e é
instrumento validado.

O cateter com baldo foi introduzido no canal anal e
tracionado de modo a registrar a pressédo esfincteriana.
Foram realizadas trés medidas subsequentes e,
posteriormente, foi realizada a média entre os trés valores
paraoresultado da pressao (Read, 1992). Apos arealizacao
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das medidas das pressodes, 0s animais permaneceram em
anestesia profunda, sendo-lhes retirados os intestinos e,
apos, pesados e congelados em nitrogénio liquido para as
analises estabelecidas. Consequentemente a isso, ocorreu
a eutanasia dos animais por anestesia profunda, seguida
de exsanguinacao.

3.5 Determinacao do Estresse Oxidativo

3.5.1 Substéncias Reativas ao Acido Tiobarbittrico
(TBARS)

A técnica de TBARS consiste no aquecimento do
homogeneizado com acido tiobarbiturico e na consequente
formacao de um produto corado. O aparecimento da
coloracdo ocorre devido a presenca do malondialdeido
e de outras substancias provenientes da peroxidagcao
lipidica no material biolégico. As amostras de tecido foram
colocadas em tubos de ensaio com a mistura de acido
tricloroacético (TCA) 10% e &acido tiobarbiturico (TBA)
0,67%. Posteriormente foram aquecidas em banho durante
30 minutos e resfriadas em gelo por, aproximadamente,
cinco minutos. O TBA reagiu com produtos da
lipoperoxidagdoformando uma base de Schiff, o TCA foi
utilizado para desnaturar as proteinas presentes, além
de acidificar o meio da reacdo. Apos o resfriamento das
amostras, foi acrescentado 1,5 mL de alcool n-butilico para
extrair o pigmento formado, colocados em agitador por 45
segundos e centrifugados durante dez minutos a 3000 rpm.
Por ultimo, o produto corado, presente na fragcdo superior,
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foi lido em espectrofotdbmetro com um comprimento de onda
de 535 nm. A concentragcdo de TBARS obtida foi expressa
em nmol por miligrama de proteina (Buege, 1978).

3.5.2 Atividade da Enzima Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)
€ definida por sua capacidade de inibir um sistema de
detecgdo que reage com o O-,. Atécnica de medida da SOD
baseia-se na inibicao dessa reacdo. Para isso, foi utilizado
adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em
adrenocromo, produzindo O- que é o substrato da enzima.
Assim ela é definida pela quantidade de enzima SOD que
€ capaz de inibir em 50% a velocidade de oxidacao do
detector adrenalina (Misra, 1972).

Antesderealizaradeterminagdocomohomogeneizado,
foi feita a medida do meio de reagéo (glicina - NaOH 50 Mm,
pH 10) e da adrenalina (1 mM, pH 1,0), esta corresponde a
100% da reacédo; na cubeta, foram colocados um tampao
glicina 50 mM com pH 11, uma aliquota de homogeneizado
e a adrenalina. Logo apds, foram realizadas a agitacao e a
leitura a 480 nm. Os dados foram expressos em Unidades
de SOD por miligrama de proteina (USOD/ mg prot.). A
catalise da adrenalina esta demonstrada na reacao 1logo
abaixo.

Adrenalina + O, — Adrenocromo + O,
O, +SOD —- H,0, + O, (reagdo 1)
Adrenalina + O, +SOD — 2 Adrenocromo + O,
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3.5.3 Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

Esta enzima catalisa a reacao dos hidroperéxidos
com a glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa
oxidada (GSSG) e o produto da reducao do hidroperoéxido.
A atividade da GPx pode ser estudada medindo-se a
velocidade do consumo de NADPH em um sistema que
contenha GSH em presenca de glutationa redutase
(GR). Utiliza-se azida soédica (N,Na) para inibir a
catalase (Wendel, 1981). Foi necessario inibir a atividade
pseudo peroxidativa da hemoglobina, assim, mede-se
a quantidade de hemoglobina da amostra pela solucao
de Drabkin e, posteriormente, acrescenta-se a solugao
transformante que vai transformar toda a hemoglobina em
cianometahemoglobina.

Atécnica consiste em determinar a atividade da enzima
espectrofotometricamente, medindo-se a velocidade de
oxidagdo de NADPH em uma mistura de reagdo. Em uma
cubeta, foram colocados solugao reguladora de fosfatos de
potassio (100 mM, pH 7,0), H,O bidestilada, azida sodica
20 mM, com GSH 40 mM, GR e NADPH. Essa mistura foi
encubada durante trés minutos para, imediatamente apds
esse tempo, serem adicionadas amostra diluidae H,O,. Por
fim, a atividade da GPx foi medida em espectrofotémetro
a 340 nm, e sua atividade expressa em nmoles por minuto
por miligrama de proteina (nmol/min/mg prot) (Flohé,1984).
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3.6 Avaliacio dos Metabdlitos do Oxido Nitrico - Nitritos
e Nitratos

A produgao de oxido nitrico foi medida indiretamente
através de um teste quantitativo colorimétrico pela reacao
Griess (Granger et al.,, 1999). Baseia-se na redugao
enzimatica de nitratos a nitritos na presenca de nitrato
redutase e NADPH, e posterior reacao dos nitritos formados
(ou presentes inicialmente nas amostras) com o reagente
de Griess. Como o excesso de NADPH utilizado inibe a
reacao de Griess, necessario se faz oxidar todo o NADPH
nao utilizado na reducao dos nitratos, o que € obtido pela
adicao de nitrato redutase. A leitura foi realizada em leitor
de microplacas a 540nm, e os resultados foram expressos
em mmol de NO,/NO,

3.7 Analise Estatistica

A partir dos dados coletados, as médias e os desvios
padrbes de cada grupo foram calculados, utilizando-se,
para analise estatistica, GrapPad Instat, versao 3.0. O teste
utilizado para a analise de variancia dos resultados foi o
ANOVA, seguido do teste de Student-Newman-Keuls para
os dados paramétricos. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando obtivemos o nivel
de significancia de, pelo menos, 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

4.1 Histologia

O estudo histolégico foi realizado por meio da coloragéo
com hematoxilina- eosina no intestino, o qual foi retirado
no instante do sacrificio e analisado em aumento de 100x
e 200x.

Na figura 4,0 grupo CO e CO+M no tempo de 24
horas apresentou arquitetura normal do cdlon, onde se
identificaram a luz intestinal, as criptas (CP) e a submucosa
(SB). No grupo CL, constatou-se alteragcdo na arquitetura
colénica na qual ocorreu destruicdo das CP e reducgao
de edema de SB. No grupo CL+M, foram constatadas a
preservacao das CP e a reducdo do edema na SB.

Figura 4: Fotomicrografia do intestino de animais do grupo CO;
CO+M; CL e CL+M no tempo 24 horas com aumento de 200x.
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Na figura 5, no grupo 48 horas, na fotomicrografia
do grupo CO observou-se a arquitetura do colon,
ondeseidentificaram luz intestinal, CP e SB. No grupo
tratado com mesalazina,foram constatadas preservacao
das CP e menor edema de SB. No grupo CL, verificou-
se alteracdo mais severa na arquitetura colbnica com
destruicdo das CP e um edema de SB caracterizado por
infiltrado inflamatério. No grupo CL/M, observaram-se
preservacao das criptas da mucosa e menor edema de
submucosa. Ndo houve alteragdes histologicas no grupo
de animais CO/M.

Figura 5: Fotomicrografia de 48 horas do intestino de animais
do grupo CO; CO/M; CL e CL/M com aumento de 200x.
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4.2 Medida da Pressao Anal Esfincteriana

A pressao anal esfincteriana demonstrou diminuigao
significativa em animais com colite, quando comparados
ao grupo controle. O grupo tratado com mesalazina
demonstrou aumento significativo, quando comparado ao
grupo colite, sendo p < 0,05.
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Figura 6: Valores meédios das pressdes anais esfincterianas no
grupo 24 h(A) e 48 h (B). Os resultados correspondem a média
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+- erro padrao (EP) para cinco animais de cada grupo. Esses
dados representam diminui¢do com diferencga significativa na
pressao anal esfincteriana apés a indugao de colite no grupo
CL em relagao ao grupo CO (p=< 0,05) e aumento no grupo
CL+M em relagao a CL, sendo p <0,05. Os sinais representam
as seguintes significancias:

*diferenca significativa entre o grupo CO e CL+M
*diferenca significativa entre o grupo CL e CL+M

4.3 Determinagao do Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado pela técnica de
TBARS. Constatou-se aumento significativo entre o grupo
CL em relagéo aos controles. A administracao de 20mg/kg
de Mesalazina no grupo tratado diminuiu a LPO em relagao
ao grupo colite nos tempos de 24 e 48 horas, sendo p <
0,05.
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Figura 7: Valores médios das substancias que reagem ao acido
tiobarbiturico (TBARS) no grupo 24 h (A) e no grupo 48 h (B).
Os resultados correspondem a média +- erro padréo (EP)
para cinco animais de cada grupo. Esses dados representam
aumento com diferenca significativa apds indugéo de colite no
grupo CL em relag&o ao grupo CO (p< 0,05) e diminuicdo com
diferencga significativa no grupo CL/M em relagéo ao grupo CL
(p= 0,05). Os sinais representam as seguintes significancias:

*diferenca significativa entre o grupo CO e CL+M
# diferenca significativa entre o grupo CL e CL+M

4.4 Atividade da enzima Superéxido Dismutase

A atividade da enzima superdoxido dismutase foi
definida por sua capacidade para inibir um sistema de
detecgdo que reage com O-,. Os dados foram expressos
em Unidades de SOD por miligrama de proteina (USOD/mg
prot). Pudemos observar os valores referidos a atividade
da enzima no homogeneizado dos tecidos dos diferentes
grupos avaliados. Houve aumento na atividade enzimatica
nos animais do grupo CL, quando comparados ao grupo
CO, e diminui¢cao nos animais do grupo CL+M em relacéo
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ao grupo CL.
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Figura 8: Valores meédios da atividade da enzima SOD no
grupo 24 h (A) e no grupo 48 h (B). Os resultados demonstram
aumento da atividade enzimatica no homogeneizado apos
a indugéao de colite no grupo CL em relag&o ao grupo CO e
diminuigdo no grupo CL+M em relag&o ao grupo CL (p<0,001).
Os sinais representam as seguintes significancias:

*diferenga significativa entre o grupo CO e CL+M
* diferenca significativa entre o grupo CL e CL+M
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4.5 Atividade da Enzima GlutationaPeroxidase

A atividade da enzima GlutationaPeroxidase foi
observada através dos valores referidos a atividade da
enzima GPxno homogeneizado dos tecidos dos diferentes
grupos avaliados. Houve diminuigcdo significativa nos
animais do grupo CL, quando comparados aos do grupo
CO (p= 0,05), e aumento nos grupos CL+M, quando
comparados aos do grupo CL (p< 0,05). A comparagao da
atividade da GPx entre os animais do grupo CO e do grupo
CO+M nao mostrou diferenga significativa.
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Figura 9: Valores médios da atividade da enzima GPx no
grupo 24 h (A) e no grupo 48 h (B)Os resultados demonstram
diminuicdo da atividade enzimatica no homogeneizado apos

a indugéo de colite no grupo CL em relagéo ao grupo CO e
aumento no grupo CL+M em relagc&o ao grupo CL (p<0,001).
Os sinais representam as seguintes significancias:

*diferenca significativa entre o grupo CO e CL+M
# diferenca significativa entre o grupo CL e CL+M

4.6 Metabolitos do Oxido Nitrico: Nitritos e Nitratos

Na figura 10 sdo observados os resultados nos
homogeneizados do colon distal na presenca dos
metabdlitos indiretos do NO. Os animais do grupo CL
apresentaram aumento estatisticamente significativo ao
serem comparados ao grupo controle (p<0,01). Nos animais
do grupo CL+M, houve diminuicdo quando comparados
aos do grupo CL.
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Figura 10: Valores médios dos niveis de nitritos e nitratos no
grupo 24 h (A) e no grupo 48 h (B). Os resultados demonstram
aumento de nitritos e nitratos no homogeneizado apds a
inducao de colite no grupo CL em relagao ao grupo CO e
aumento no grupo CL+M em relacéo ao grupo CL (p<0,001).
Os sinais representam as seguintes significancias:

*diferenca significativa entre o grupo CO e CL+M
# diferenca significativa entre o grupo CL e CL+M
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DISCUSSAO

Aincidéncia e a prevaléncia da Dlll estdo aumentando
com o tempo e em diferentes regides ao redor do
mundo, segundo estudo da Associagdo Americana de
Gastroenterologia realizada no ano de 2012. O interesse
em investigar a etiopatogenia da RCUIl no cenario
cientifico pode estar relacionado ao desconhecimento
dos mecanismos celulares e imunolégicos que iniciam e
perpetuam a sua etiopatogenia e, principalmente, por afetar
individuos nos anos mais saudaveis e produtivos da vida,
resultando custos em longo prazo para o paciente, para
o sistema de cuidado de saude e para a sociedade. Os
modelos experimentais de colite auxiliam nainvestigacaode
diferentes aspectos relacionados ao processo inflamatorio
do cdlon, na avaliacdo molecular e no uso de tratamentos
eficazes. A colite induzida por enema de &acido acético
possui similaridades com DIl em humanos, quanto aos
aspectos histologicos e metabdlicos relacionados ao acido
araquidénico, promovendo o desenvolvimento de edema
da submucosa, infiltrado inflamatério, ulceras no cadlon,
destruicdo das criptas e deplecio das células caliciformes
nos pacientes (Hartmann et al., 2012).

Apesar de aproximadamente cento e cinquenta anos
terem se passado desde que Samuel Wilks descreveu
a RCUI (Corman, 2005), uma terapia que possa ser
considerada altamente satisfatoria do ponto de vista de
remissao da doenca associada com baixa taxa de recidiva,
e minimos efeitos colaterais, ainda é objeto de inumeros
estudos. O uso de antioxidantes abre novas perspectivas
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como alternativas no tratamento dessas patologias que
promovem sintomas altamente debilitantes ao paciente,
e produzem sentimentos de frustracdo aos profissionais
da area da saude que lidam com tais pacientes e muitas
vezes nao veem resultados satisfatérios ao tratamento
empregado.

No presente estudo, foi avaliada a agdo da mesalazina
nas lesbes teciduais e sobre marcadores de estresse
oxidativo. Os resultados da analise histopatolégica
demonstraram efeito trofico da mesalazina no célon,
melhorando a estrutura coldnica, diminuindo o tamanho e
a intensidade da lesdo. Nessa analise, houve uma lesao
inicial, na qual, com o decorrer do estudo, comprovou-se
a acao antioxidante da mesalazina, tendo em vista que
possibilitou a regeneracdo da mucosa. Embora a parte
apical da mucosa ainda apresente algumas lesébes, a parte
basal, no entanto, encontra-se integra. Juntamente com a
acao tréfica, comprovou-se a melhora na permeabilidade
intestinal com a reconstrugcdo colénica e a melhora na
arquitetura da mucosa. Estudos anteriores demonstraram
gue a administragdo concomitante de butirato e mesalazina
em modelo de colite experimental induzida por dextran
sulfato de sdédio (DSS) melhorou a lesdao colénica e o
perfil inflamatério da mucosa e do linfonodo cecal, com a
normalizacdo do infiltrado de neutréfilo, eosindfilo, linfécito
B ativado e linfécito T auxiliar ativado destacando o uso
potencial do butirato como adjuvante no tratamento da
RCUI (Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Song, 2006;
Hamer et al., 2008; Vieira et al., 2011). O efeito sinérgico
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parece ser por controle génico, via acetilagcao de histonas,
aumentando transcricdo da GPx que leva a diminuicao
da producdo de hipoclorito (HOCI) possivelmente por
competicdo direta por substrato, resultando em menor
dano tissular. Aléem disso, a modulagdo génica garantiria
maior acesso as enzimas de reparo ao DNA, diminuindo
e evitando danos e erros no funcionamento e na estrutura
celular (Yin et al., 2001; Song, 2006; Sauer et al., 2007;
Kien et al., 2008). Em ensaios experimentais, o 5-ASA foi
administrado em combinacdo com a NAC em ratos coliticos
induzidos por TNBS, e verificou-se que o tratamento
combinado apresentou sinergismo frente aos agentes
isolados, promovendo reparo na mucosa inflamada
(Siddiqui et al., 2006).

Trabalhos anteriores ja demonstraram aumento da
producdo de NO na colite, quando comparado ao grupo
controle. As medidas de pressao esfincteriana através de
manometria ano-retal variaram significativamente entre os
dois grupos. O grupo de animais com colite apresentou
niveis de pressao esfincteriana significativamente inferiores
ao grupo controle. Por outro lado, os animais tratados
com mesalazina apresentaram aumento significativo da
pressao, assemelhando-se ao grupo controle. Fillmann
et al. (2007) e Kretzmann et al. (2008) observaram que
a administragao de glutamina bloqueou a superprodugao
dos metabdlitos do NO nos animais com colite.

Entre os fatores relacionados com a RCUI estao
a infiltracdo de neutrdfilos devido a sua capacidade de
liberar EAO, as citocinas pro-inflamatérias com o aumento
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da LPO e acumulacao de neutréfilos com niveis elevados
de mieloperoxidase na mucosa (Sklyarov et al., 2011).
Por outro lado, o estresse oxidativo teve seus danos
minimizados através das defesas antioxidantes de natureza
endogena ou exdgena. Assim, a mesalazina diminuiu a
LPO nos animais tratados, assemelhando-se ao grupo
controle possivelmente por sua acao antioxidante quando
avaliada por TBARS nos grupos 24 e 48 horas ap6s indugao
de colite com redugado significativa apds mesalazina.
Estudos de Harris et al. (1992) demonstraram que as EAO
desempenham papel importante na patogénese atribuida
a LPO das membranas celulares. Bidpsias realizadas em
pacientes com RCUI apresentaram elevado indice de LPO
em relagcdo a individuos normais. Os estudos de Panés
(1996) demonstraram aumento significativo do estresse
oxidativo em animais submetidos a colite induzida por
irradiacdo abdominal. Resultados semelhantes foram
encontrados com a agédo da Boswellia serrata (Hartmann
et al.,, 2014), glutamina (Kretzmann et al., 2008) e N-
acetilcisteina (NAC) (Cetinkaya et al., 2005). Outros
resultados semelhantes foram encontrados em estudos
que utilizaram substancias com ac¢ao antioxidante como
probidticos, melatonina, extrato de marmelo em modelos
experimentais de colite ulcerativa por AA (Sengui et al.,
2010; Tahan et al., 2010; Ghatule et al., 2014).

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados
por sistemas de defesa antioxidante nao enzimatico,
como vitaminas e /ou enzimatico. No grupo colite, ocorreu
aumento da SOD em resposta ao aumento da LPO devido
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ao estresse oxidativo e a redugao desses parametros nos
dois grupos tratados com mesalazina. Por outro lado, a
GPx teve atividade reduzida no grupo colite e aumento no
grupo que recebeu o tratamento. Os resultados apontam
gque a mesalazina aumentou a atividade enzimatica nos
grupos tratados, confirmando sua ag¢ao sobre o estresse
oxidativo. Sugere-se que a utilizacdao da mesalazina neste
modelo experimental fornece efeitos positivos no codlon,
comprovandoosresultadosdahistologia. Nossosresultados
corroboram com o estudo de Maheshwari et al. (2015)
que utilizou sinvastatina e rosuvastatina no tratamento
da colite induzida por TNBS, observaram um aumento da
atividade da GPx, possivelmente pelo efeito antioxidante
dessas substancias utilizadas como tratamento. Nossos
resultados corroboram com o estudo de Arab et al. (2014)
gue avaliou a atividade das enzimas antioxidantes SOD e
GPx no modelo de colite experimental induzida por TNBS.
ApOs o tratamento com telmisartan, a atividade da SOD e
da GPx mostraram um aumento significativo evidenciando
os efeitos antioxidantes desses tratamentos.

A implicagao do estresse oxidativo na patogénese da
RCUI tem sido destacada por varios estudos clinicos e
experimentais, onde a geracao de RL e NO gerado estao
relacionados as lesdes intestinais (Halliwell & Gutteridge,
2007; Hartmann et al, 2012; 2014). Em nosso trabalho, na
avaliacdo dos niveis dos metabdlitos do NO, pela técnica
de nitratos e nitritos, foi observado aumento significativo
de NO nos animais com colite comparados aos controles.
Hartmann et al. (2014) demonstraram a existéncia de
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infiltrado inflamatdério na mucosa e submucosa do intestino
de animais com colite induzida por acido acético. Os
dados supracitados sugerem que o estresse oxidativo tem
papel essencial no aparecimento e na perpetuacdo da
lesdo onde a acio efetiva da mesalazina reduziu os niveis
destes metabdlitos do NO nos grupos 24 e 48 horas, fato
observado também por Fillmann et al. (2007).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados demonstraram que:

- a mesalazina restabeleceu a histologia da porcao
distal do intestino dos animais tratados em comparacao
aos animais do grupo colite;

- a mesalazina aumentou a pressao anal esfincteriana
dos animais tratados;

- a mesalazina diminuiu a lipoperoxidagao dos animais
tratados em comparagao aos animais do grupo colite;

- a mesalazina diminuiu a atividade da SOD e
aumentou a atividade da GPx nos animais submetidos
ao tratamento apds inducéo da colite;

- a mesalazina diminuiu os metabdlitos do éxido nitrico
nos animais tratados quando comparados aos animais
do grupo colite.

Apesar da patogénese da colite ainda nao ser
totalmente esclarecida, os tratamentos disponiveis tém
sido capazes de intervir, melhorando a qualidade de vida
dos pacientes. Sugere-se que a mesalazina através de
sua acao antioxidante possa ser benéfica no tratamento
da colite.
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