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RESUMO

Acretocolite ulcerativa indeterminada ¢ uma doenga inflamatéria intestinal que envolve o c6lon
e o reto. Foi avaliada a agdo da mesalazina sobre marcadores de estresse oxidativo e a atividade
das enzimas antioxidantes. Foram utilizados 20 ratos wistar divididos em 4 grupos: controle;
controle+mesalazina, colite e colite+tmesalazina. Os animais foram submetidos a adminstra¢do de
acido acético a 4% e o tratamento com mesalazina na dose oral de 20 mg/kg 48h ap6s a indugdo da
colite. A mesalazina reduziu as lesdes teciduais e lipoperoxidacao, aumentou a pressao esfincteriana
e normalizou a atividade das enzimas avaliadas. Sugere-se que a mesalazina tenha papel antioxidante
na colite induzida por acido acético.

Palavras-chave: colite, enema, mesalazina

ABSTRACT

The indeterminate ulcerative rectocolitis is an inflammatory bowel disease that involves the colon
and the rectum. We evaluated the action of mesalazine on oxidative stress measurements and antioxidant
enzyme activity. Were used 20 wistar rats were divided into 4 groups: control; control+mesalazine, colitis
and colitistmesalazine. The animals were submitted to 4% acetic acid adminstration and treatment with
mesalazine at the oral dose of 20 mg/kg 48 hours, after the induction of colitis. The mesalazine reduced
tissue damage and lipoperoxidation, increased sphincter pressure and normalized the activity of the
evaluated enzymes. It is suggested that mesalazine have antioxidant role in acetic acid induced colitis.

Keywords: colitis, enema, mesalazine

INTRODUCAO

As doengas inflamatorias intestinais compreendem duas formas principais de
apresentagdo: a retocolite ulcerativa indeterminada (RCUI) e doenga de Crohn (DC)
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(CARDOZO; WALTER, 2015; CURY; MOSS, 2015). A RCUI é uma doenga cronica
que acomete principalmente o colon, caracterizando-se por inflamacao e ulceracdo das
camadas mais superficiais, afetando apenas a mucosa e submucosa, exceto nos casos
mais graves (COTRAN, 2005; CHUONG; CHRISTENSEN; AYRES, 2008; GUYTON;
HALL, 2011; REID; CAREY, 2011; COTRAN, 2012).

A inflamagdo tem um papel importante na patogénese da RCUI, pois as substancias
oxidantes causam lesdes e destrui¢@o dos tecidos desencadeando um desequilibrio entre
agressdo ¢ defesa caracterizando estresse oxidativo. (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; CAROCHO; FERREIRA, 2013). Por outro lado, o estresse oxidativo tem seus
danos minimizados por sistemas de defesa antioxidantes enddgenas e¢/ou exdgenas
(RAHAL, 2014).

Tendo em vista que ¢ bem demonstrada a implicacdo do estresse oxidativo na
patogénese da RCUI, observou-se a estudar a possibilidade do uso de substancia
antioxidante no tratamento desta doenca. Recentemente, foi comprovada a inibi¢ao
do NF-kB na mucosa de pacientes com RCUI ativa com o uso de mesalazina (HAM;
MOSS, 2012).

A mesalazina tem agdo anti-inflamatéria, analgésica e antioxidante e o seu metabolito
ativo ¢ conhecido como acido 5-aminosalicilico (5-ASA) constituindo a terapia padrdo
de primeira linha para a manuteng@o e remissdo da doenga, inibindo a cascata do acido
araquidonico, produgdo de espécies ativas de oxigénio (EAO), inibindo a fung¢do dos
linfécitos e mondcitos assim como a produgéo de imunoglobulinas (GENNARO, 2004;
HAYASHI et al., 2009; HAM; MOSS, 2012). Portanto, a agdo da mesalazina ocorre
diretamente sobre a mucosa inflamada bloqueando também as vias da cicloxigenase e
lipoxigenase, diminui os niveis teciduais de hipoclorito prevenindo a oxida¢ao da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase nas células do epitélio colico (TOKUI et al., 2002;
BLONSKI; BUCHNER, 2008).

O interesse em investigar a etiopatogenia da RCUI esta relacionada ao
desconhecimento dos mecanismos celulares e imunoldgicos e, por afetar individuos
nos anos mais saudaveis e produtivos da vida, resultando em custos & longo prazo para
o0 paciente, para o sistema de cuidado de satide e para a sociedade. Sendo assim, ocorre
a necessidade de buscar por novos tratamentos que possam controlar ou minimizar a
doenga. Neste estudo, avaliamos as alteragdes histologicas, as alteragdes na pressao anal
esfincteriana, os niveis de lipoperoxidacao e a atividade das enzimas superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) no intestino dos animais com colite induzida por
acido acético e tratados com mesalazina.

MATERIAL E METODOS

Delineamento da pesquisa

Este estudo tem carater experimental quantitativo realizada a indugao de colite
em ratos machos wistar, cujos resultados foram comparados aos dos animais controle
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e tratados com mesalazina. Os procedimentos com os animais estdo de acordo com os
Principios Eticos padronizados pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais -
ULBRA, Canoas, RS, sob a aprovag¢do do mesmo (projeto n° 2015-22P).

Grupos Experimentais
Os animais foram divididos em quatro grupos:
1. Grupo controle (CO) n=5: submetido ao enema com solugéo fisiologica;
2. Grupo controle + mesalazina (CO + M) n= 5: administra¢do na dose de 20
mg/Kg;
3. Grupo colite (CL) n=5: submetido a indugao da colite, por enema de acido
acético;
4. Grupo colite + mesalazina (CL + M) n=5: indug@o da colite, por enema de
acido acético e administracdo da mesalazina na dose de 20 mg/Kg.

Modelo Experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais que foram avaliados
no periodo 48 horas de tratamento. O modelo escolhido para a indugéo da colite foi uma
adaptac@o do trabalho descrito por Yamada et al. (1992) e Tannahill et al. (1995). Os
animais foram anestesiados e submetidos a administragdo intracoldnica, por enema a
partir de um cateter de 0,08 mm de didmetro com solugao de acido acético diluido a 4%
e com volume de 4 mL.

Administracao da mesalazina

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 indugdo da colite (adaptado de HIROTANI et al., 2008).

Analises Bioquimicas
Homogeneizado

O tecido do intestino foi homogeneizado em Ultra Turrax (IKA-WERK) por 1
minuto a temperatura de 0 - 2 °C. Este homogeneizado foi centrifugado em centrifuga
refrigerada por 10 min a 3000 rpm. O precipitado foi desprezado e o sobrenadante
utilizado para as analises.

Proteinas

A concentragdo de proteinas no homogeneizado foi determinada, utilizando como
padrao uma solugdo de albumina bovina Img/mL. Para a curva de concentragdo utilizada
no calculo, foram utilizados volumes de 50, 100 ¢ 150 uL. Colocou-se uma aliquota
do homogeneizado (20 uL) em 780 uL de agua destilada e 2,0 mL de reativo C que foi
preparado com 50 mL de NaHCO, (reativo A), adicionado com 0,5 mL do reativo Bl
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(CuSO, 5H,0 1%) € 0,5 mL do reativo B2 (tartaro de sodio e potassio 2%). Apos a adigdo do
reatico C, foi aguardado 10 minutos e colocado 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluido
na propor¢ao de 1:3 em agua destilada. Apds 30 minutos de reacdo foi realizada a medida no
espectrofotdmetro a 625nm, o resultado ¢ expresso em mg/ml (LOWRY et al., 1951).

Substéncias Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS)

A técnica de TBARS consiste no aquecimento do homogeneizado com acido
tiobarbitirico e na consequente formacao de um produto corado. O aparecimento da
colorag@o ocorre devido a presenca do malondialdeido e outras substancias provenientes
da peroxidagao lipidica no material bioldgico. As amostras de tecido foram colocadas
em tubos de ensaio com uma mistura de acido tricloroacético (TCA) 10% e acido
tiobarbitirico (TBA) 0,67%. Posteriormente foram aquecidas em banho durante 15
minutos e resfriadas em gelo por aproximadamente 5 minutos. O TBA reage com produtos
da lipoperoxidagdo formando uma base de Schiff, o TCA ¢ utilizado para desnaturar as
proteinas presentes, além de acidificar o meio da reagdo. Apos o resfriamento das amostras
sera acrescentado 1,5 mL de élcool n-butilico para extrair o pigmento formado. Foram
colocados em agitador por 45 segundos e centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm.A
concentragdo de TBARS obtida foi expressa em nmol por miligrama de proteina com
um comprimento de onda de 535 nm (BUEGE; AUST, 1978).

Atividade da Enzima Superoéxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) ¢ definida por sua capacidade
de inibir um sistema de detec¢do que reage com o O~,. A técnica de medida da SOD ¢
baseada na inibigdo dessa reagdo (MISRA; FRIDOVICH, 1972).

Antes de realizar a determinag¢@o com o homogeneizado, foi realizada a medida do
meio de reagdo (glicina - NaOH 50 Mm, pH 10) e da adrenalina (1 mM, pH 1,0), esta
corresponde a 100% da reagéo. Na cubeta, sera colocado tampao glicina 50 mM com pH
11, uma aliquota de homogeneizado e a adrenalina. Apos foi realizada agitagdo 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 ¢ demonstrada na (reacéo 1) logo abaixo.

Adrenalina + O,” — Adrenocromo + O,
O,"+SOD — H0,+ 0, (reacio 1)

Adrenalina + O, +SOD — 2 Adrenocromo + O,

Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

Esta enzima cataliza a reag@o dos hidroperoxidos com a glutationa reduzida (GSH)
para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redugéo do hidroperdxido. A técnica
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
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colocados solugdo 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 dur).
ante 3 minutos e, logo ap6s, foi adicionada a amostra diluida e H,O,. Por fim, a atividade
da GPx foi medida em espectrofotometro a 340 nm e sua atividade expressa em nmoles por
minuto por miligrama de proteina (nmol/min/mg prot) (FLOHE; GUNZLER,1984).

Analise Estatistica

A partir dos dados coletados, as médias e os desvios padrdes de cada grupo
foram calculadas, utilizando, para analise estatistica, GrapPadlInstat, versdo 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 um nivel de significancia de pelo menos
5% (p<0,05).

RESULTADOS

Na figura 1 a fotomicrografia dos grupos CO e CO+M observou-se a arquitetura
normal do célon, onde identifica-se a luz intestinal, criptas (CP) e a submucosa (SB).
No grupo CL verificou-se alteragdo mais severa na arquitetura colonica com destrui¢ao
das CP e um edema de SB caracterizado por infiltrado inflamatério. No grupo CL+M
observou-se a preservagdo das criptas da mucosa e um menor edema de submucosa.

Figura 1 - Fotomicrografia do intestino de animais do grupo
CO; CO+M; CL e CL+M com aumento de 200x.
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Na figura 2, a pressao anal esfincteriana demonstrou uma diminuicao significativa
em animais com colite, quando comparados aos grupos controles. O grupo tratado com
mesalazina demonstrou um aumento significativo quando comparados ao grupo colite
sendo p <0,05.

Figura 2 - Valores médios das pressdes anais esfincterianas. Os resultados correspondem
a média + erro padrédo (EP) para 5 animais de cada grupo.
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Nafigura 3, o estresse oxidativo foi avaliado pela técnica de TBARS. Observaram-
se um aumento significativo entre o grupo CL em relac@o aos controles. A administragdo
de 20mg/kg de mesalazina no grupo tratado, diminuiu a LPO em relag@o ao grupo colite
sendo p<0,05.

Figura 3 - Valores médios dos niveis de lipoperoxidagéo. Os resultados correspondem
a média + erro padrao (EP) para 5 animais de cada grupo.
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Na figura 4, podemos observar os valores referidos a atividade da enzima superéxido
dismutase nos grupos avaliados. Houve aumento na atividade enzimatica nos animais
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do grupo CL quando comparados aos grupos CO e CO+M e diminui¢@o nos animais do
grupo CL+M em relagdo ao grupo CL sendo p<0,001.

Figura 4 - Atividade da enzima superdxido dismutase. Os resultados correspondem a média +
erro padrao (EP) para 5 animais de cada grupo.
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Na figura 5, a atividade da enzima glutationa peroxidase foi observada nos
diferentes grupos avaliados. Houve diminuicao significativa nos animais do grupo CL,
quando comparados aos do grupo CO e CO+M e aumento nos grupos CL+M, quando
comparados aos do grupo CL.

Figura 5 - Atividade da enzima glutationa peroxidase. Os resultados correspondem a média
erro padrao (EP) para 5 animais de cada grupo.
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DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado o efeito da mesalazina sobre marcadores de
estresse oxidativo. Os resultados da analise histopatoldogica demonstraram o efeito
trofico da mesalazina no c6lon, melhorando a estrutura coldnica, diminuindo o tamanho
e a intensidade da lesdo. Juntamente com a agdo trofica, observou-se a melhora na
permeabilidade intestinal com a reconstru¢@o colonica e a melhora na arquitetura da
mucosa. Estudos anteriores demonstraram que a administragdo concomitante de butirato
¢ mesalazina em modelo de colite experimental induzida por dextran sulfato de so6dio
(DSS) melhorou a lesdo colonica e normalizou o infiltrado de neutrdfilo, destacando o uso
potencial do butirato como adjuvante no tratamento da RCUI (DIANZANI et al., 2006;
GASSULL, 2006; SONG; XIA; LI, 2006; HAMER et al., 2008; VIEIRA et al., 2011). Em
ensaios experimentais, a mesalazina foi administrada em combinag@o com o antioxidante
n-acetilcisteina (NAC) em ratos com colite induzida por acido 2,4,6-trinitrobenzeno
sulfonico (TNBS) e verificou-se que o tratamento combinado promoveu o reparo da
mucosa inflamada (SIDDIQUI et al., 2006).

Neste estudo, verificamos as medidas de pressdo anal esfincteriana (PAE) através
de manometria anorretal, no qual observamos uma diminui¢do no grupo de animais com
inducdo da colite. Por outro lado, os animais tratados com mesalazina apresentaram um
aumento significativo da pressdo anal esfincteriana assemelhando-se ao grupo controle.
Esses resultados corroboram com os estudos de Kretzmann et al. (2008) e Hartmann et
al. (2014) que demonstraram um aumento nos niveis de pressio anal esfincteriana quando
administrado doses de dois antioxidantes: glutamina e Boswellia serrata (KRETZMANN
etal., 2008; HARTMANN et al., 2014).

Os niveis de lipoperoxidacdo (LPO) foram avaliados pela técnica de TBARS,
na qual observamos um aumento significativo nos niveis de LPO no grupo colite. No
entanto, o grupo tratado com mesalazina demonstrou uma redugao significativa desses
niveis, sugerindo o seu efeito antioxidante. Resultados semelhantes foram encontrados no
estudo de Fillmann et al. (2007) que utilizaram a glutamina como pré-tratamento na colite
induzida por TNBS e também observaram uma reducéo dos niveis de LPO nos animais
tratados. Tahan et al. (2011) e Ghatule et al. (2014) observaram que a administragdo
de melatonina e de extrato de marmelo nos animais com colite reduziu os niveis de
lipoperoxidag@o nos grupos tratados com essas substancias com efeito antioxidante
(FILLMANN et al., 2007; TAHAN et al., 2011; GHATULE et al., 2014 ).

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados por sistemas de defesa antioxidante
ndo enzimatico como as vitaminas A, C e E e enzimatico como as enzimas superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). Neste estudo, avaliamos a atividade da enzima SOD e observamos um aumento
significativo da atividade no grupo colite, possivelmente pela ativagdo do mecanismo
de compensagdo ao dano agudo causado pela agdo do acido acético no intestino dos
animais. Entretanto, no grupo que foi administrada a mesalazina os valores da enzima
SOD mantiveram-se proximos aos do grupo controle. Resultados semelhantes foram
observados no estudo de Hartmann et al. (2012) que administrou doses do extrato de
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Boswellia serrata nos animais com colite induzida por 4cido acético, observando o mesmo

parametro dessa enzima com valores proximos ao do grupo controle apds o tratamento
(HARTMANN et al., 2012).

A atividade da enzima GPx demonstrou uma reduc@o no grupo colite € um aumento
no grupo que recebeu o tratamento com mesalazina. Os resultados apontam que a
mesalazina restaurou a atividade enzimatica nos grupos tratados confirmando a sua agdo
sobre o estresse oxidativo. Nossos resultados 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 (MAHESHWARI etal., 2015). Visto que o tratamento
utilizado neste trabalho ¢ bem toleravel e de fécil acesso, a possibilidade de utilizagdo deste
medicamento na clinica, como coadjuvante no tratamento da colite, ¢ plausivel.

CONCLUSAO

Como a fisiopatologia da RCUI ainda ndo foi completamente elucidada, ainda
existe um grande espaco para futuros tratamentos nessa area. Avaliamos neste trabalho os
danos causados pela colite induzida por acido acético, onde observamos um aumento da
lipoperoxidagao, alteragdes na pressao anal esfincteriana e das enzimas antioxidantes, bem
como das lesdes teciduais. Sendo assim, a administragdo da mesalazina foi eficaz na melhora
dos danos oxidativos, restaurando a atividade das enzimas antioxidantes e demonstrou um
efeito protetor contra as lesdes teciduais, possivelmente pelo seu efeito antioxidante.
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