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Resumo

A retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) é uma doenca inflamatoria intestinal que
envolve o colon e o reto. Foi avaliada a acdo 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+mesalazina. Os animais foram
submetidos a adminstracdo de acido acético a 4% e o tratamento com mesalazina na dose oral
de 20 mg/kg 48h apds a inducdo da colite. A mesalazina reduziu as lesbes teciduais,
aumentou a pressao esfincteriana e normalizou a atividade das enzimas avaliadas. Sugere-se
que a mesalazina tenha papel antioxidante na colite induzida por &cido acético.

Palavras chave: antioxidante, estresse oxidativo, 6xido nitrico.

INTRODUCAO

A retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) é uma doenca crénica que acomete
principalmente o cdlon, caracterizando-se por inflamagdo e ulceracdo das camadas mais
superficiais, afetando apenas a mucosa e submucosa, exceto nos casos mais graves
(GUYTON; HALL, 2011; WALTER, 2015).

O metabolismo oxidativo anormal gera o aumento de espécies reativas de oxigénio
(ERO) que estdo diretamente envolvidos na atividade da doenca (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). Por outro lado, o estresse oxidativo tem seus danos minimizados por
sistemas de defesa antioxidantes endogenas e/ou exdgenas (CAROCHO; FERREIRA, 2013).
A mesalazina tem acdo analgésica e anti-inflamatdria e seus efeitos podem estar relacionados
com a inibi¢do da cascata do acido araquiddnico a e producdo de radicais livres (HIROTANI
et al., 2008; HAM; MOSS, 2012). Sendo assim, o objetivo foi avaliar os efeitos da
mesalazina nos animais com colite induzida por acido acético.

MATERIAL E METODOS

Modelo Experimental

Os procedimentos com 0s animais estdo 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 184 / CEUA 43 E).
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Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: controle (CO),
contoel+mesalazina (CO+M), colite (CL), colite+mesalazina (CL+M). O modelo escolhido
para a inducdo da colite foi uma adaptacdo do trabalho descrito por Yamada et al. (1992) e
Tannahill et al. (1995). Os animais foram anestesiados e submetidos a administracdo
intracoldnica, por enema a partir de um cateter de 0,08 mm de didmetro com solucédo de acido
acético diluido a 4% e com volume de 4 mL.

Administracio 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 ap6s a inducdo da colite (adaptado de HIROTANI et al., 2008).

Anélise Bioquimicas

Substéncias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS)

A técnica de TBARS consiste no aquecimento do homogeneizado com &cido
tiobarbiturico e na consequente formacgdo de um produto corado. O aparecimento da coloracdo
ocorre devido a presenca do malondialdeido e outras substancias provenientes da peroxidacédo
lipidica no material biologico. As amostras de tecido foram colocadas em tubos de ensaio
com uma mistura de acido tricloroacético (TCA) 10% e acido tiobarbiturico (TBA) 0,67%.
Posteriormente foram aquecidas em banho durante 15 minutos e resfriadas em gelo por
aproximadamente 5 minutos. Apods o resfriamento das amostras foi acrescentado 1,5 mL de
alcool n-butilico para extrair o pigmento formado. Foram colocados em agitador por 45
segundos e centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm. A concentracdo 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 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima superédxido dismutase (SOD) é definida por sua capacidade de
inibir um sistema de detec¢do que reage com o O-7,. A técnica de medida da SOD é baseada
na inibicdo dessa reacdo (MISRA; FRIDOVICH, 1972).

Antes de realizar a determinacdo com o homogeneizado, foi realizada a medida do
meio de reacdo (glicina - NaOH 50 Mm, pH 10) e da adrenalina (1 mM, pH 1,0), esta
corresponde a 100% da reacdo. Na cubeta, sera colocado tampé&o glicina 50 mM com pH 11,
uma aliquota de homogeneizado e a adrenalina. Apos foi realizada agitacédo e a leitura a 480
nm. Os dados foram expressos em Unidades de SOD por miligrama de proteina (USOD/ mg
prot.).

Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A técnica consiste em determinar a atividade da enzima espectrofotometricamente,
medindo-se a velocidade de oxidacdo de NADPH em uma mistura de reacdo. Em uma cubeta,
foram colocados solucdo reguladora de fosfatos de potassio (100 mM, pH 7,0), H,O
bidestilada, azida sédica 20 mM, com GSH 40 mM, GR e NADPH. Essa mistura foi
encubada dur).ante 3 minutos e, logo apds, foi adicionada a amostra diluida e H,0,. Por fim, a
atividade da GPx foi medida em espectrofotdmetro a 340 nm e sua atividade expressa em
nmoles por minuto por miligrama de proteina (nmol/min/mg prot) (FLOHE;
GUNZLER,1984).



Andlise Estatistica

O teste utilizado para a andlise de variancia dos resultados foi 0 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).

RESULTADQOS

Figura 1: Fotomicrografia do intestino dos animais nos diferentes grupos.

Na figura 1 a fotomicrografia dos grupos CO e CO+M observou-se a arquitetura
normal do co6lon, onde identifica-se a luz intestinal, criptas (CP) e a submucosa (SB). No
grupo CL verificou-se alteracdo mais severa na arquitetura colénica com destruicdo das CP e
um edema de SB caracterizado por infiltrado inflamatério. No grupo CL+M observou-se a
preservacdo das criptas da mucosa e um menor edema de submucosa.

Criptas (CP), edema (E), submucosa (SB).

Figura 2: Valores médios dos niveis da presséo anal esfincteriana e lipoperoxidagéo dos
animais nos diferentes grupos.
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Figura 2A: A presséo anal esfincteriana demonstrou uma diminuicéo 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 2B: Observamos um aumento significativo da LPO no grupo CL em relagdo aos
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controles. A administracdo da mesalazina no grupo tratado, diminuiu a LPO em relagdo ao
grupo colite sendo p<0,05.

* diferenca significativa entre o grupo CL e CO / CO+M; * diferenca significativa entre o
grupo CL+M e CL.

Figura 3: Valores da atividade da enzima superoxido dismutase e glutationa peroxidase dos
animais nos diferentes grupos.
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Figura 3A: Observamos um aumento na atividade da SOD nos animais do grupo CL quando
comparados aos grupos CO e CO+M e diminui¢do nos animais do grupo CL+M em relagéo
ao grupo CL sendo p<0,001.

Figura 3B: Observamos uma reducao significativa na atividade da GPx nos animais do grupo
CL, quando comparados aos do grupo CO e CO+M e aumento no grupo CL+M, quando
comparados aos do grupo CL.

* diferenca significativa entre o grupo CL e CO / CO+M; * diferenca significativa entre o
grupo CL+M e CL.

DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado o efeito da mesalazina sobre marcadores de estresse
oxidativo e danos teciduais. Na analise histopatologica observamos a melhora na estrutura
coldnica, diminuindo o tamanho e a intensidade da lesdo no intestino apds o tratamento com
mesalazina. Neste estudo, observamos uma diminuicdo dos niveis de pressdo anal
esfincteriana no grupo de animais com inducdo da colite e nos animais tratados com
mesalazina foi observado um aumento significativo da pressao anal esfincteriana. Kretzmann
et al. (2008) e Hartmann et al. (2014) demonstraram um aumento nos niveis de pressdo anal
esfincteriana quando administrado doses de dois antioxidantes: glutamina e Boswellia serrata
(KRETZMANN et al., 2008; HARTMANN et al., 2014).

Nos niveis de lipoperoxidacdo observamos um aumento significativo nos niveis de
LPO no grupo colite e ap6s o tratamento com mesalazina observou-se uma reducéo
significativa desses niveis, sugerindo o seu efeito antioxidante. Avaliamos a atividade da
enzima SOD e a atividade da enzima GPx onde observamos que a mesalazina aumentou a
atividade enzimatica nos grupos tratados confirmando a sua acdo sobre o estresse oxidativo.

Fillmann et al. (2007) utilizou a glutamina como pré-tratamento na colite induzida por
TNBS e também observaram uma reducdo dos niveis de LPO nos animais tratados
(FILLMANN et al., 2007). Hartmann et al. (2012) administrou doses do extrato de Boswellia
serrata nos animais com colite induzida por acido acético, observando 0 mesmo parametro
das enzimas estudadas neste estudo com valores proximos ao do grupo controle apds o
tratamento (HARTMANN et al., 2012).



Sendo assim, sugere-se que a mesalazina apresenta uma acdo antioxidante na colite
devido a reducdo da lipoperoxidacdo, a restauracdo da atividade das enzimas antioxidantes e
melhora das lesdes teciduais
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