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Paepalantina, uma isocumarina isolada dos capítulos de Paepalanthus 

bromelioides, possui atividade antioxidante e antiinflamatória intestinal. Considerando 

que a sulfassalazina apresenta sérios efeitos colaterais, especialmente quando usada 

em altas doses ou longos períodos de tratamento, o presente projeto teve como 

objetivo avaliar a presença de possíveis efeitos sinérgicos da paepalantina sobre a 

atividade antiinflamatória intestinal da sulfassalazina no modelo experimental de colite 

ulcerativa na fase aguda e crônica com recidiva induzida pela administração 

intracolônica de ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em ratos. Os efeitos da 

administração de paepalantina 5 mg/Kg (P5) e sulfassalazina 25 mg/Kg (S25),  assim 

como de suas combinações (P5+S5; P5+S15 e P5+S25 mg/Kg) foram avaliados por 

parâmetros clínicos (presença de diarréia, consumo de alimento e peso corporal), 

macroscópicos (escore de lesão, relação peso/comprimento colônico, aderência a 

órgãos adjacentes), microscópicos e bioquímicos (níveis de glutationa, atividade 

enzimática da mieloperoxidase e fosfatase alcalina). Os resultados indicam que uso da 

combinação P5+S5 promoveu efeitos preventivos e curativos na mucosa colônica 

afetada pelo TNBS/etanol, semelhantes aos agentes testados isoladamente (P5 e 

S25). Apesar da ausência de efeitos sinérgicos da paepalantina sobre a atividade 

antinflamatória da sulfassalazina, a associação de paepalantina (5 mg/Kg) com 

sulfassalazina (5 mg/Kg) promoveu efeitos protetores usando dose 5 vezes menor do 

fármaco de referência, indicando que esta combinação pode ser usada com menores 

efeitos adversos e colaterais relacionados à sulfassalazina. 

 

Palavras-chave : paepalantina, Paepalanthus bromelioides, colite, efeito sinérgico, 

atividade antiinflamatória intestinal, TNBS. 
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Paepalantine, an isocoumarin isolated from the capitula of Paepalanthus 

bromelioides, shows antioxidant and intestinal anti-inflammatory activities. Since 

sulfasalazine produces serious side effects, especially when used at high doses or 

during prolonged periods of time, the present project evaluated the potential synergistic 

effect of oral administration of paepalantine on the intestinal anti-inflammatory activity 

(acute and relapse colitis) of sulfasalazine in the experimental rat colitis induced by 

trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS). The effects of administration of paepalantine 5 

mg/Kg (P5) and sulfasalazine 25 mg/Kg (S25), as well as its combination (P5+S5; 

P5+S15 and P5+S25 mg/Kg) was evaluated by clinical (diarrhea incidence, food intake 

and body weight), macroscopical (score of lesion, weight/length ratio and adherence to 

adjacent tissue), microscopical and biochemical (levels of glutathione, 

myeloperoxidase and alkaline phosphatase activities) parameters. The results show 

that the combination P5+S5 promotes preventive and curative effects on colonic 

mucosa insulted by TNBS/ethanol, similar to those produced by P5 and S25. Despite 

of the absence of synergistic effect of paepalantine on the anti-inflammatory activity of 

sulfasalazine, the combination of P5 plus S5 promoted protective effects with a dose 5 

times smaller than the reference drug, suggesting that this combination may be used 

with fewer adverse and side effects related to sulfasalazine. 

 

Key words : paepalantine, Paepalanthus bromelioides, colitis, synergistic effect, 

intestinal anti-inflammatory activity, TNBS. 
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1. Doença Inflamatória Intestinal  

 

1.1. Aspectos gerais  

 

A Doença Inflamatória Intestinal (DII) engloba, fundamentalmente, duas 

doenças distintas: a Doença de Crohn (DC), descrita pela primeira vez em 1932 por 

Crohn, Ginzburg e Oppenheimer e a Colite Ulcerativa (CU), descrita por Wilks e 

Moxon, em 1859 (KIRSNER, 1985). Ambas caracterizam-se por inflamação crônica do 

intestino, com períodos de exacerbação seguidos de intervalos prolongados de 

remissão dos sintomas (GITNICK, 1996), desconforto ou dor abdominal com hábitos 

intestinais alterados como diarréia e constipação (SINGH et al., 2003). As recidivas 

freqüentes que ocorrem nos pacientes acometidos pela DII são maiores nos jovens e 

parecem diminuir nos mais velhos (ARDIZZONE, 2003).  

Tanto a DC como a CU caracterizam-se por transtornos inflamatórios que 

ocorrem no intestino; entretanto, apresentam diferenças quanto à anatomia patológica, 

histológica e manifestações clínicas.  Distinguir entre DC e CU pode ser um desafio 

visto que em 10 a 20% dos pacientes não é possível fazer esta identificação (KNIGGE, 

2002). 

A DC é caracterizada por inflamação transmural envolvendo todas as camadas 

da parede do trato gastrintestinal, podendo ocorrer formação de abscessos severos e 

recorrentes, aparecimento de perfurações, estenoses e fístulas com órgãos 

adjacentes. Também podem atingir a boca, esôfago, apêndice, reto e ânus (Figura1) 

(LEVINE, 1994; GASCHE, 2000; KNIGGE, 2002). A apresentação clínica da DC é 

amplamente variada e o nível de atividade flutua em termos de severidade. Os locais 

mais frequentemente afetados incluem o intestino delgado (30% dos casos), o íleo em 

associação ao cólon (40% dos casos), o cólon (25% dos casos) e o estômago em 

associação ao duodeno (5% dos casos) (HANAUER e SANDBORN, 2001). 



Introdução 

 2

Em contraste, a CU se limita ao cólon (Figura 1), sendo os locais mais 

comumente envolvidos o reto e cólon descendente (40% dos casos) e o cólon em toda 

sua extensão (30% dos casos) (STENSON, 1995).  

 

 

 

                                        

 

 

 

 

 

   Doença de Crohn                                                Colite ulcerativa 

 

Figura 1.  Padrões de distribuição da Doença de Crohn com lesões descontínuas da 
boca até o ânus e da Colite Ulcerativa com o envolvimento contínuo do 
cólon. 

 

 

 

Histologicamente, a DII é caracterizada por maciça infiltração de células 

inflamatórias, danos na mucosa e submucosa, com extensiva ulceração no epitélio da 

mucosa (HENDRICKSON et al., 2002). As características histológicas que ajudam a 

distinguir a CU da DC podem ser observadas na figura 2. 
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Figura 2 . Características histológicas em biópsia retal que auxiliam na distinção entre 

Colite ulcerativa e Doença de Crohn (MISIEWICZ et al., 1994). 
 

A apresentação clínica da DII é composta de ataques intermitentes de 

sangramento retal, diarréia, eliminação de muco, dor abdominal e perda de peso. Os 

pacientes portadores de DII são levados à cirurgia de urgência devido a complicações 

como perfuração intestinal, hemorragia, megacólon tóxico, como alternativa à falha do 

tratamento clínico ou como prevenção do câncer colorretal. O risco de câncer de cólon 

está aumentado nos pacientes com DII, sendo fatores de predisposição a duração da 

enfermidade, extensão da mesma, complicações extra-intestinais e idade (CLEVERS, 

2004). O risco de câncer é superior em pacientes com CU do que com DC (POHL et 

al., 2000). Na DC os pacientes podem apresentar quadros clínicos relacionados às 

manifestações extra-intestinais como uveíte, osteoporose, espondilite anquilosante, 

artrite periférica, eritema nodoso, baqueteamento das pontas dos dedos, pioderma 

gangrenosa e edema (MISIEWICZ et al., 1994).  

Em ambas as doenças podem aparecer complicações do tipo auto-imune ou 

não. As complicações auto-imunes podem afetar os órgãos extra-intestinais como as 

articulações (LICHTMAN e BALFOUR SARTOR, 1994); por outro lado, nas não-auto-

imunes podem destacar-se o aparecimento de episódios tromboembólicos, anemia e 

osteoporose (GASCHE, 2000; SZULC e MEUNIER, 2001). 
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1.2. Epidemiologia  

 

Apesar das DII ocorrerem em todo o mundo, a maior incidência é encontrada 

em brancos da América do Norte (KNIGGE, 2002). Desde a segunda guerra mundial, 

a incidência de DII tem crescido dramaticamente em países em desenvolvimento 

(THOMPSON et al., 2000). Dados epidemiológicos sugerem que a incidência 

crescente da DII está associada com o desenvolvimento social, uma vez que fatores 

ambientais comuns em populações com baixo nível sócio-econômico estão ligados 

com uma baixa incidência de DII (BACH, 2002). A DC ocorre no mundo inteiro, mas 

principalmente nas populações do Ocidente desenvolvido, apontando a influência 

ambiental na gênese da DII. A CU é mais comum nos caucasianos do que negros ou 

orientais e tem alta incidência nos judeus (ARDIZZONE, 2003).  

Estudos epidemiológicos sobre a CU são difíceis, provavelmente porque casos 

leves podem ser negligenciados (GORDON e NIVATVONGS, 1992), bem como pode 

ocorrer uma superestimativa da doença em locais onde as diarréias infecciosas são 

muito prevalentes (DAMIANI, 2006). Existe ainda a dificuldade de diferenciar a colite 

ulcerativa da doença de Crohn, podendo passar anos de evolução até o diagnóstico 

definitivo (KEIGHLEY e WILLIAMS, 1998).  As taxas de incidência e mortalidade da DII 

no Brasil ainda são desconhecidas, devido às dificuldades diagnósticas na formulação 

da hipótese clínica e no processo de investigação (ZALTMAN, 2007). 

Parece existir uma pequena diferença na incidência da DII entre sexos. Em 

geral, a DC é predominante na mulher, mas em certas regiões é mais freqüente nos 

homens. Por outro lado, a CU tende a predominar em indivíduos do sexo masculino 

(LOFTUS et al., 2000). A incidência da DC é de cinco casos em cada 100 mil 

habitantes, enquanto na CU é de 12 casos para 100 mil habitantes, nos Estados 

Unidos (ZALTMAN, 2007). Também podem estar relacionadas com a idade do 

indivíduo. Na CU existe um pico de ocorrência da doença entre a segunda e quarta 

décadas de vida e, um segundo pico na sexta década (MAZIER et al., 1995; 
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CORMAN, 2005), embora esta doença tem sido relatada em todas as décadas de 

vida.  

 

1.3. Etiologia 

 

Apesar da DII ser objeto de pesquisa há várias décadas, a sua etiologia ainda é 

desconhecida. Um único agente ou mecanismo isolado não parecem ser suficientes 

para produzir ou desencadear a doença. A interação de fatores genéticos e 

ambientais, em combinação com a microbiota intestinal, dispara um mecanismo que 

ativa as células de origem imune e não-imune que compõem o sistema de defesa da 

mucosa intestinal (Figura 3). Portanto, até o momento as DII têm origem multifatorial 

(FIOCCHI, 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3  - Hipótese para a etiopatogenia das doenças inflamatórias intestinais 

(FIOCCHI, 1998, com modificações). 
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1.3.1. Fatores genéticos  

 

São muitas as evidências da contribuição dos genes na DII. Assim, os 

familiares de primeiro grau dos indivíduos afetados pela DII mostram um risco de 25-

50 e 10-20 vezes maior de desencadear DC e CU, respectivamente, comparados a 

população geral (ZHENG et al., 2003).  

Estudos genéticos realizados identificaram as possíveis ligações de 

cromossomos específicos com a DII. Um grande estudo revelou ligações de 

associações nos cromossomos 12 e 16 (CURRAN et al., 1998), com evidência 

significativa para o locus de susceptiblidade à DC no cromossomo 16, mas não no 

cromossomo 12, especialmente nas famílias de origem judaica (BRANT et al., 1998). 

A susceptibilidade para DC e CU também pode envolver os cromossomos 3 e 7 

(SATSANGI et al., 1996). 

 

1.3.2. Fatores ambientais 

 

A influência de fatores ambientais no desenvolvimento das DII é evidente dado 

o dramático aumento na incidência, tanto de CU como de DC, durante a segunda 

metade do século XX como conseqüência de profundas mudanças no estilo de vida 

em países desenvolvidos (WILLS-KARP et al., 2001). Fatores ambientais que 

parecem estar envolvidos na patogênese da DII incluem: o tabagismo, a dieta, a 

situação social, o estresse, fármacos como antiinflamatórios não-esteroidais e 

microorganismos (KNIGGE, 2002; DANESE et al., 2004). Porém até o momento 

nenhum agente infeccioso isolado ou fator ambiental isolado foi identificado (KNIGGE, 

2002). 

O melhor exemplo da influência do ambiente na DII é o tabagismo. O 

tabagismo apresenta um efeito contrário na DC e na CU, apoiando a idéia de que 

mecanismos distintos estão implicados na patogênese em cada forma da DII 
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(THOMAS et al., 1998). É um importante fator de risco para a DC, aumentando o efeito 

das recidivas e da necessidade de cirurgias, onde a interrupção do seu consumo 

melhora o andamento da doença (RUBIN e HANAUER, 2000). Ao contrário, os 

pacientes com CU com freqüência são fumantes, e os que deixam de fumar há um 

risco aumentado de desenvolver CU, sugerindo seu papel protetor nesta doença 

(BRIDGER et al., 2002). 

Os mecanismos deste efeito diferencial dos fumantes na DC e na CU não são 

claros, mas sabe-se que o tabagismo afeta tanto a imunidade sistêmica como a da 

mucosa intestinal, alterando numerosas funções imunes tanto inatas como adquiridas 

(SOPORI, 2002). O consumo do cigarro pode gerar aproximadamente 4000 

compostos, sendo provável que a nicotina seja o agente ativo mais importante. Assim, 

a nicotina transdérmica mostra um efeito benéfico em pacientes com CU leve a 

moderada (PULLAN et al., 1994; GUSLANDI e TITTOBELLO, 1996). Em distintos 

modelos experimentais de colite, observou-se que a administração de nicotina melhora 

a doença, coincidindo com uma diminuição local da concentração de várias citocinas 

pró-inflamatórias (AGRAWAL e RHODES, 2003).  

Devido à localização da doença no trato digestório, os componentes da dieta 

podem estar diretamente implicados na patofisiologia da DII. Levando em 

consideração que a maior incidência das DII pode ser associada a mudanças nos 

hábitos de vida nos países ocidentais e que o intestino é o principal local do processo 

inflamatório, seria provável que alguns nutrientes presentes na luz intestinal pudessem 

atuar como antígenos, inclusive influenciando os mecanismos imunes e reparadores 

da mucosa intestinal (DANESE et al., 2004). O consumo de gordura está associado 

como prejudicial na CU (REIF et al., 1997); por outro lado, estudo realizado por 

Barbosa et al. (2003), com óleo de peixe rico em ômega-3, mostrou efeito anti-

inflamatório em pacientes com colite ulcerativa. O consumo de frutas, vegetais e fibras 

parecem reduzir o risco da DII (REIF et al., 1997).  



Introdução 

 8

Outros fatores sugerindo o uso dos anticoncepcionais orais e antiinflamatórios 

não-esteroidais (AINEs) têm sido muito estudados em uma possível relação 

epidemiológica ou relação causa-efeito no risco de desencadear a DII. Pacientes que 

sofrem de remissão clínica podem sofrer recaídas após a administração de AINEs 

(GODET et al., 1995; EVANS et al., 1997; HANAUER e SANDBORN, 2001). A 

inflamação colônica está associada com o bloqueio da prostaglandina e alteração na 

reatividade imune da mucosa (BERG et al., 2002). Alstead (1999) sugere que o uso 

concomitante de anticoncepcionais orais com a DII ativa, pode agravar a evolução da 

doença através do risco de tromboembolia, mas resultados que ligam estes fatores 

são pouco conhecidos.  

O estresse tem sido considerado como um desencadeador potencial em cerca 

de 40% dos pacientes com CU (THEIS e BOYKO, 1994). Evidências de que o 

estresse pode modular o rumo da DII foi visto através de observações clínicas e 

estudos de interações neuroimunes em animais de laboratórios onde o estresse foi um 

agravante da doença (COLLINS, 2001). A duração do estresse pode estar envolvida 

com a exacerbação da DII, visto que somente o estresse prolongado parece agravar a 

doença (LEVENSTEIN et al., 2000). Os mecanismos específicos envolvidos na 

exacerbação da DII induzidos pelo estresse são desconhecidos, mas vários fatores 

podem contribuir como o sistema nervoso, endócrino e imune (HART e KAMM, 2002).  

 

1.3.3. Microbiota Intestinal 

 

Uma das hipóteses relacionadas à patogênese da DII é que a doença ocorre 

devido a uma resposta exacerbada às bactérias da microbiota intestinal em indivíduos 

geneticamente predispostos (SARTOR, 2004). Esta hipótese recebe suporte de 

estudos realizados em modelos animais. Estudos com modelos de inflamação 

intestinal que mimetizam o que ocorre em humanos mostraram que a microbiota tem 
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papel essencial na inflamação experimental já que não ocorre inflamação em roedores  

livres de patógenos (germ-free) (RATH et al., 1996).  

  Não existe um agente microbiano específico causador da DII; porém, as 

evidências sugerem que a doença está relacionada ao desequilíbrio entre bactérias 

patogênicas e benéficas. Diversos estudos mostraram diferenças entre a microbiota de 

pacientes portadores de DII e os controles sadios; biópsias retais de pacientes com DII 

tem uma redução de Lactobacillus sp e Bacterioides e um aumento na concentração 

de Escherichia coli e Clostridium sp (CAMPIERI e GIONCHETTI, 2001; LINSKENS et 

al., 2001; MYLONAKI et al., 2005). Esta constatação da redução do Lactobacillus sp 

na microbiota intestinal dos portadores de DII foi observada em estudos experimentais 

e sugere um papel protetor destas bactérias para prevenir ou atenuar os sintomas da 

doença (MADSEN et al., 1999).  

Os probióticos, definidos como microorganismos vivos, quando ingeridos em 

quantidades adequadas, produzem efeitos benéficos para a saúde e podem melhorar 

tanto a DII humana como a colite experimental (CAMPIERI e GIONCHETTI, 1999; 

SARTOR, 2005). A administração da mistura de bifidobactérias e lactobacilos agem 

prevenindo a colonização do intestino por microorganismos patogênicos, prolongando 

a remissão da colite ulcerativa (SHIBA et al., 2003; SETOYAMA et al., 2003). Da 

mesma forma, prebióticos como a lactulosa, um fármaco usado como laxante, 

promove o crescimento de lactobacilos e bifidobactérias e, de acordo com 

CAMUESCO et al. (2005), a lactulosa facilita a recuperação do tecido inflamado na 

colite induzida por ácido trinitrobenzenosulfônico em ratos cujo efeito foi associado a 

uma atenuação da resposta imune. 

  

1.3.4. Sistema Imune 

 

 A imunorregulação no intestino é um processo muito complexo mediado por 

uma variedade de células imunes que estão constantemente protegendo o intestino 
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dos antígenos presentes no lúmen.  Existe uma comunicação entre estas células e, 

como resultados desta interação e de diferentes processos de sinalização intracelular, 

ocorrem uma secreção de numerosos produtos como anticorpos, citocinas, 

quimiocinas, fatores de crescimento, eicosanóides, espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio, enzimas proteolíticas e neuropeptídios (Figura 3) (FIOCCHI, 1998).  

Diferentes estudos têm mostrado que as células T auxiliadoras tipo-1 (Th1) 

estão envolvidas na imunidade mediada por células contra os agentes infecciosos 

(bactérias, fungos e protozoários). Esta resposta imune protetora envolve não somente 

a ativação da célula Th1 e a subseqüente liberação de suas citocinas pró-

inflamatórias, mas também envolve a ativação de macrófagos e outros leucócitos para 

a liberação adicional de citocinas pró-inflamatórias como, fator de necrose tumoral-alfa 

(TNF-α), IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-12 assim como espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio. O resultado da ativação de células Th-1 e a ativação da imunidade 

mediada por células é o recrutamento de leucócitos fagocíticos (macrófagos e 

neutrófilos) para o intestino onde os antígenos invasores são fagocitados e destruídos 

(Figura 4). Este é o mecanismo primário pelo qual o lúmen do intestino se protege dos 

patógenos e a falha deste mecanismo é o evento chave envolvido na patogênese da 

DII (POWRIE, 1995; FIOCCHI, 1998).  

 

 

 



Introdução 

 11

 

Figura 4. Respostas imunes mediadas por células no cólon. Células apresentadoras 
de antígenos (APCs) fazem endocitose, processam e apresentam 
antígenos luminais que continuamente ganham acesso ao interstício da 
mucosa. A interação entre APCs e células-T (T cell) ativa estas a 
produzirem Interleucina 2 (IL-2) e interferon-gama (IFN-γ), os quais ativam 
macrófagos teciduais (M∅) a liberarem uma variedade de citocinas 
proinflamatórias e mediadores incluindo TNF-α, IL-1β, IL-12, NO e ROS. 
IL-12 retroalimenta as células T efetoras a induzir diferenciação de células 
T auxiliadoras-1 (Th-1). Citocinas e mediadores derivados de Th-1 e M∅ 
ativam o endotélio microvascular para aumentar a expressão de moléculas 
de adesão, desse modo promovendo o recrutamento de leucócitos 
fagocíticos como polimorfonucleares. O resultado é a destruição de 
patógenos invasores. A resposta imune da mucosa descontrolada pode 
resultar em injúria tecidual (PAVLICK et al., 2002). 

 

Assim, anormalidades da imunidade celular estão diretamente relacionadas ao 

processo de dano tecidual nas doenças inflamatórias intestinais devido ao grande 

número de linfócitos T encontrado no infiltrado inflamatório (ELIA e SOUZA, 2001). Na 

DC, os linfócitos T auxiliadores ativados da mucosa intestinal geram uma resposta 

predominantemente do tipo T auxiliadoras-1 (Th1), manifestada pela produção de IFN-

gama, ativação de macrófagos e amplificação da produção de citocinas pró-

inflamatórias, favorecendo a resposta de hipersensibilidade tardia. Na CU, predomina 

a resposta do tipo T auxiliadoras-2 (Th2), com produção preferencial de IL-4 e IL-5 que 

favorece a imunidade humoral, com estímulo à diferenciação de linfócitos B, e 
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anticorpogênese acentuada. A produção de IL-10 e IL-13 pelos linfócitos Th2 ainda 

pode exercer efeito inibitório sobre os linfócitos Th1 e sobre a produção de citocinas 

pró-inflamatórias (ELIA e SOUZA, 2001). 

Ao contrário do observado na mucosa intestinal normal, em que existe um 

predomínio de linfócitos B contendo IgA (imunoglobulina A), nas DII predominam os 

linfócitos B, produtores de IgG (imunoglobulina G). A resposta imunitária exacerbada, 

caracterizada pela ativação de linfócitos T e B na mucosa intestinal, resulta em 

aumento local da secreção espontânea de imunoglobulinas, particularmente as 

subclasses de IgG, com aumento seletivo de IgG1 na CU e de IgG2 na DC  

(MACDERMOTT e NAHM, 1987).  

Durante uma reação inflamatória, monócitos do sangue migram em grande 

número para os tecidos. Na DII ocorre um aumento no número de macrófagos na 

mucosa intestinal, provavelmente em conseqüência de uma demanda aumentada na 

mucosa inflamada (ELIA e SOUZA, 2001). Um estudo funcional com macrófagos 

isolados do intestino normal revelou que estas células podem influenciar na produção 

de imunoglobulinas a partir de células mononucleares da mesma mucosa. Macrófagos 

isolados da mucosa intestinal de pacientes com DII são capazes de estimular ainda 

mais a produção de IgG, sugerindo a existência de uma correlação entre os 

macrófagos e a exacerbação da resposta imunitária local (WU et al., 1990). 

Mastócitos e eosinófilos constituem uma fonte importante de mediadores 

inflamatórios tais como histamina, enzimas proteolíticas, proteínas catiônicas, 

metabólitos do ácido araquidônico e citocinas, e são encontrados em grande número 

na mucosa do tubo digestivo. No entanto, o papel dessas células na patogênese das 

DII é incerto, já que os estudos são ainda preliminares e seus resultados contraditórios 

(ELIA e SOUZA, 2001).  

A adesão de leucócitos circulantes no endotélio intestinal depende da 

expressão coordenada de moléculas de adesão nas células endoteliais, incluindo 

ICAM-1 (moléculas de adesão intracelular) (PANÉS e GRANGER, 1998). 
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Concentrações elevadas de ICAM-1 (moléculas de adesão intracelular) no sangue e 

selectina E em biópsias de mucosa inflamada foram detectadas em pacientes com DII 

(NIELSEN e RASK-MADSEN, 1996). 

O fator de transcrição nuclear NF-Kappa B é uma peça chave na regulação da 

expressão de vários genes envolvidos com a função imunitária no trato gastrintestinal, 

e foi encontrado em níveis elevados no epitélio e na lâmina própria da mucosa 

inflamada de pacientes com DII (ROGLER et al, 1998). Além de modular a resposta 

imunitária intestinal através da regulação de genes de citocinas, o NF-Kappa B é 

capaz de regular os genes que codificam outros fatores de transcrição e moléculas de 

adesão (ELIA e SOUZA, 2001). 

 

1.3.4.1. Mediadores inflamatórios 

  

  A existência de diversas alterações na síntese e liberação de distintos e 

variados mediadores estão implicados na manutenção e amplificação da resposta 

imune-inflamatória (NIELSEN e RASK-MADSEN, 1996). O estudo dos mediadores 

inflamatórios tem sido importante tanto para a compreensão dos processos 

inflamatórios crônicos intestinais quanto para a possibilidade de intervenção 

terapêutica. O processo inflamatório pode ser desencadeado por vários mecanismos. 

Após a ativação dos macrófagos e dos granulócitos, uma variedade de mediadores 

inflamatórios é liberada incluindo citocinas, leucotrienos, prostaglandinas, 

tromboxanos, fator de ativação plaquetária, radicais livres e proteases. A presença 

destes mediadores pode levar ao dano tecidual direto através de vários mecanismos. 

Um grande aumento na síntese colônica de Leucotrieno B-4 (LTB-4) em 

pacientes com DII, foi observada por Wallace (1994). O LTB-4 é um agente pró-

inflamatório devido a sua capacidade quimiotática e ativadora de neutrófilos, sendo um 

mediador característico nas lesões inflamatórias agudas e que pode ser o responsável 

por grande parte da destruição celular e necrose que caracterizam a DII (NIELSEN et 
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al., 1987). A destruição celular e necrose, por sua vez, ocorrem devido à secreção de 

distintas proteases e de mieloperoxidase, assim como da geração de radicais livres 

derivados do oxigênio e do nitrogênio (MIDDLETON et al., 1993; GRISHAM, 1994). 

Na DII, as espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas em excesso 

pela mucosa inflamada (BABBS,1992; SIMMONDS et al., 1992; GRISHAM,1994). 

Estes radicais livres desempenham um papel chave na gênese e manutenção da DII, 

onde as fontes predominantes de EROs na mucosa inflamada são provavelmente de 

leucócitos ativados (REPINE et al., 1979).  

O termo radical livre refere-se ao átomo ou molécula altamente reativa, que 

contém número ímpar de elétrons em sua camada eletrônica (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1990). É este não emparelhamento de elétrons da última camada que 

confere alta reatividade a esses átomos ou moléculas. O oxigênio normalmente aceita 

quatro elétrons e é então convertido em água. Porém a redução parcial de oxigênio 

ocorre nos sistemas biológicos gerando as espécies reativas de oxigênio (EROs), que 

são potencialmente lesivas a proteínas, ácidos nucléicos e lipídeos. A redução 

seqüencial do oxigênio até a formação de água esta ilustrada no esquema abaixo 

(ROVER JÚNIOR et al., 2001). 

 

 

 

 

  O peróxido de hidrogênio atravessa facilmente as membranas celulares e ao 

receber mais um elétron normalmente do ferro ou cobre, origina o radical hidroxila, 

altamente lesivo e capaz de reagir com quase todas as substâncias orgânicas 

(ROVER JÚNIOR et al., 2001).  

O ataque dos radicais livres sobre os lipídeos de membrana gera o processo 

de peroxidação lipídica, dando lugar a uma reação em cadeia que perpetua o ciclo de 

formação destes agentes agressores, ao mesmo tempo em que origina uma 
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desestruturação da membrana celular e a conseqüente morte da célula. Os radicais 

livres também podem reagir com proteínas, dando lugar a alterações da 

funcionalidade normal da célula. Finalmente, quando os ácidos nucléicos são afetados 

pelos radicais livres, pode-se originar uma síntese protéica defeituosa ou o 

aparecimento de mutações no material genético celular, com risco de desenvolvimento 

de processos do tipo tumoral. Este último poderia justificar a maior incidência de 

câncer colo-retal descrito em pacientes com colite ulcerativa (OBRADOR, 1994; 

GITNICK, 1996). 

 O peróxido de hidrogênio também pode ser convertido, na presença de cloro a 

ácido hipocloroso (HClO) ou hipoclorito (OCl-) (Figura 5), que são potentes agentes 

oxidantes e contribuem com o mecanismo de defesa contra os agentes infecciosos, 

mas que também podem atuar sobre as células, podendo causar muitos danos em 

enfermidades inflamatórias (KETTLE e WINTERBOURN , 1994). Esta conversão é 

realizada pela enzima mieloperoxidase (Figura 5), uma enzima amplamente distribuída 

no organismo, encontrada no interior de neutrófilos e em menores concentrações, em 

monócitos e macrófagos (MATHESON et al., 1981). 

 

 

 

 

 

Figura 5:  Conversão do peróxido de hidrogênio a hipoclorito na presença de cloro, 
pela enzima mieloperoxidase. 

   

 

Embora seja evidente que o óxido nítrico (NO) é um mediador chave nos 

processos de inflamação intestinal, há atualmente uma enorme controvérsia em 

relação ao papel deste mediador na fisiopatologia da inflamação intestinal. No entanto, 

tem-se observado que o sistema enzimático envolvido na síntese do NO parece ser 
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importante, mas depende do estágio, agudo ou crônico, em que se encontra o 

processo inflamatório (MILLER e GRISHAN, 1995; KUBES e WALLACE, 1995). A 

inibição na síntese de óxido nítrico (NO), em modelo experimental de colite, revelou 

uma diminuição significativa da lesão tecidual (RACHMILEWITZ et al., 1995). 

Estes agentes pró-inflamatórios promovem, em primeiro lugar, a aderência dos 

fagócitos no endotélio vascular e extravasamento destas células para a mucosa 

intestinal e, em segundo lugar, a ativação destes fagócitos origina a liberação de 

radicais livres, assim como de enzimas proteolíticas no espaço intersticial intestinal. 

Tanto os radicais livres como as enzimas proteolíticas dão lugar a formação de mais 

mediadores inflamatórios, incrementando a permeabilidade da mucosa e, em última 

instância, favorecendo a entrada de produtos bacterianos prejudiciais, tais como o 

lipopolissacarídeo (LPS). A introdução destes produtos promove o recrutamento e 

ativação adicional de leucócitos do intestino, estabelecendo-se um círculo vicioso 

responsável pela instauração do prejuízo intestinal crônico (SHANAHAN e TARGAN, 

1994).  

Alterações nos níveis oxidativos de biopsias de mucosas de cólon procedentes 

de pacientes com DII foram comprovadas por Lih-Brody et al., (1996), e este 

desequilíbrio se traduz em um incremento no estresse oxidativo acompanhado de uma 

diminuição nas defesas antioxidantes fisiológicas (LOGUERCIO, 1996). A inibição ou 

neutralização destes radicais livres, juntamente com ativação dos sistemas 

antioxidantes endógenos, tanto enzimáticos como não-enzimáticos, poderia ser 

benéfico no tratamento da DII (NIELSEN e RASK-MADSEN, 1996).   

 

            1.4. Defesas antioxidantes 

 

Os antioxidantes podem ser definidos como substâncias que, em baixas 

concentrações em relação ao substrato oxidável, retardam ou previnem a oxidação 

desse substrato. Deste modo, os antioxidantes atuam como protetores da oxidação de 
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biomoléculas por radicais livres e impedem a propagação da reação em cadeia 

provocada pelos mesmos (FANG et al., 2002). 

As principais defesas enzimáticas antioxidantes são a superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GPX). Além disso, antioxidantes não-

enzimáticos, como a glutationa reduzida (GSH), tocoferol (vitamina E) e ácido 

ascórbico (vitamina C), entre outros, auxiliam no combate às Espécies reativas de 

oxigênio (EROs) (GUTTERIDGE, 1995; KAYATEKIN et al., 2002). Com exceção da 

vitamina E, que é um antioxidante estrutural de membrana, a maior parte dos agentes 

antioxidantes está no meio intracelular (HEBBEL, 1986). 

A glutationa é um tripeptídeo sintetizado a partir dos aminoácidos precursores: 

glicina, cisteína e glutamato. Ela está presente na maioria das células nas formas 

reduzidas (GSH) e oxidadas (GSSG) (SIDO et al., 1998; ROVER JÚNIOR et al., 2001),  

como componente principal do estoque endógeno de grupos sulfidrílicos não protéicos 

(SH-NP) (BOYD et al.,1979). Sua capacidade redutora é determinada pelo grupo 

sulfidríla (-SH) presente na cisteína. Em estudos anteriores foi demonstrado que 

radicais livres citotóxicos e níveis baixos de compostos sulfidrílicos estão associados 

com danos teciduais gástricos (MILLER et al., 1985; PARMAR et al.,1988) 

A GPX é uma enzima selênio-dependente que catalisa a redução do peróxido 

de hidrogênio e hidroperóxidos orgânicos para água e álcool, através da conversão da 

glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG), usando a GSH como doadora 

de elétrons (BENZI, 1993) (Figura 6). A recuperação da GSH a GSSG é feita pela 

enzima glutationa redutase (GR), uma etapa essencial para manter íntegro o sistema 

de proteção celular (GILBERT e MC LEAN, 1990). A GR não age na remoção de 

espécies radicalares, porém, é responsável pela regeneração da GSH reduzida na 

presença de NADPH, tendo como objetivo impedir a paralisação do ciclo metabólico 

da GSH (MEISTER e ANDERSON, 1983).  
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Figura 6 . Conversão da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) após 
a exposição ao agente oxidante. 

 
          

Fármacos que possuem atividade antioxidante são usadas correntemente no 

tratamento da DII, tais como os derivados do ácido 5-aminosalicílico (5-ASA), cujas 

propriedades antioxidantes contribuem para seus efeitos benéficos no processo 

inflamatório colônico (PAVLICK et al., 2002). Infelizmente, a sulfassalazina e os 

derivados do 5-ASA, que representam a primeira opção terapêutica para o tratamento 

da DII, apresentam sérios efeitos colaterais, especialmente quando usados em altas 

doses ou durante longos períodos de tratamento, aspecto que limita seu uso visto que 

a DII é um processo crônico que requer tratamento prolongado (RANSFORD e 

LANGMAN, 2002).  

  

           1.5 - Tratamentos farmacológicos 

       

Um grande número de fármacos que atuam na DII têm sido empregados; 

porém, consegue-se a remissão das crises, mas não a cura da doença. Há muitos 

anos os fármacos mais utilizados para o tratamento da colite ulcerativa leve e 

moderada são os aminosalicilatos, em especial a sulfassalazina que é utilizada na 

dose de dois a quatro gramas diárias na manutenção terapêutica de pacientes com DII 

(AZAD KHAN et al., 1980).  

 A sulfassalazina é um pró-fármaco, produto inativo que in vivo é convertido em 

sua forma farmacologicamente ativa, o ácido 5-aminosalicílico (5-ASA), o qual é 

efetivo no controle do processo inflamatório (MIYACHI et al., 1987; DALLEGRI et al, 

1990; PEARSON et al., 1996; CORMAN, 2005). Entretanto, esta conversão da 

2 GSH +H2O2
GPX

GSSG +2 H2O2 GSH +H2O2
GPX

GSSG +2 H2O



Introdução 

 19

sulfassalazina por bactérias intestinais produz também a sulfapiridina que serve para 

transportar o 5-ASA, sendo tóxica e responsável pelos efeitos colaterais (AZAD KHAN 

et al., 1977), principalmente anemia hemolítica, agranulocitose, reações na pele, 

hepatite, artrite, pericardite, pancreatite, pleurite, febre, pancitopenia, infertilidade 

masculina reversível, intolerância gástrica e cefaléia (RANSFORD e LANGMAN, 

2002).  

Os corticosteróides como a predinisolona têm sido empregados quando o 5-

ASA se mostra ineficiente. São efetivos no tratamento da DII aguda e são também 

utilizados no tratamento da DII moderada e severa (ONUMA e DAS, 1998). Entretanto, 

não existem evidências de que os corticosteróides sejam efetivos na remissão da 

doença (ONUMA e DAS, 1998).  

Os agentes imunossupressores como azatioprina, methotrexato e ciclosporina 

são fármacos aceitos como apropriados para o manejo por longo tempo em pacientes 

com DII. Seu uso racional é baseado na observação de mecanismos imunes 

envolvidos na patogênese da doença. O tempo necessário para o medicamento 

tornar-se efetivo é em torno de três meses, tornando-se contra indicados no 

tratamento agudo. A ciclosporina é mais potente e tem início de ação mais imediato, 

porém com mais efeitos colaterais (disfunção renal, neurotoxicidade e infecções 

oportunistas), sendo reservada para o tratamento da doença severa, refratária e com 

contra-indicações para tratamento cirúrgico (CORMAN 2005).  

Sabe-se que a microbiota bacteriana desempenha importante papel na 

patogênese da DII. Antibióticos como o metronidazol e ciprofloxacina, são utilizados no 

tratamento da DC com presença de fístulas. O mecanismo de ação dos antibióticos no 

tratamento da DII ainda não é conhecido, contudo pode envolver a modulação da 

resposta imune através de suas propriedades antibacterianas (ONUMA e DAS, 1998).  

Recentemente, o uso de agentes anti-TNF-α (anti-fator de necrose tumoral 

alfa) tem demonstrado efetividade em casos de Doença de Crohn em pacientes 

corticóide-dependentes ou pacientes intratáveis, bem como aqueles com fístulas 
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crônicas. O TNF-α está associado com injúria tecidual associada à endotoxemia, 

estimula o crescimento de fibroblastos humanos, ativa neutrófilos e osteoclastos, e é 

responsável pela indução de IL-1 (interleucina-1) e PGE2 (Prostaglandina E2) 

(WALLACE et al., 1992; CORMAN, 2005).  

O infliximab é um anticorpo monoclonal IgG (imunoglobulina G) quimérico 

humano-murino que se liga especificamente ao fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), 

e está licenciado para uso em doença de Crohn resistente ou complicada e seu uso 

para colite ulcerativa permanece incerto (BIONDO-SIMÕES et al,.2003). O infliximab 

melhora os sintomas e a qualidade de vida em 65% de pacientes refratários para os 

fármacos aminosalicicatos (5-ASA), imunosupressores ou corticosteróides (VAN 

DULLEMEN et al., 1995).   

Outros agentes e medidas utilizadas no tratamento das DII incluem enema de 

sucralfato, enema de butirato, probióticos, nicotina, agentes antidiarréicos, medidas 

dietéticas e psicoterapia (CORMAN, 2005). 

As terapias convencionais utilizadas nas DII nem sempre resultam em sucesso 

na busca da remissão da sintomatologia ou na prevenção da reincidência desta, e 

podem causar sérios efeitos colaterais. Por estes motivos cerca de 50% dos pacientes 

procuram opções alternativas de tratamento (HILSDEN et al., 1998; HILSDEN et al., 

1999).  

Assim, a avaliação de novos compostos com atividade antioxidante é 

importante para o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de DII, o 

que é comprovado por inúmeros estudos que mostram os efeitos benéficos de 

diferentes compostos com propriedades antioxidantes em modelos experimentais de 

colite ulcerativa, incluindo flavonóides como a quercetrina (SÁNCHEZ DE MEDINA et 

al., 1996), rutosídeo (GÁLVEZ et al., 1997), silimarina (CRUZ et al., 2001), morina 

(OCETE et al., 1998; GÁLVEZ et al., 2001), diosmina (CRESPO et al., 1999), 

hesperidina (CRESPO et al., 1999), vitamina E (GONZALEZ et al., 2001) e tempol 

(CUZZOCREA et al., 2000). 



Introdução 

 21

A garantia do efeito antiinflamatório de fármacos como a sulfassalazina 

(fármaco de primeira opção terapêutica) deve ser compensada por procedimentos 

terapêuticos complementares que garantam a eficácia destes compostos em doses 

menores. Isto pode ser obtido pela utilização de outros compostos que em 

combinação possam produzir efeitos sinérgicos, garantindo a eficácia do tratamento 

com conseqüente redução dos efeitos colaterais do fármaco de escolha para o 

tratamento. Considerando-se ainda que a sulfassalazina e os derivados 5-ASA não 

têm sido efetivos no controle da recidiva do processo inflamatório colônico (SELLIN e 

PARISHA, 2006), o uso combinado de outros compostos ativos na DII pode ser uma 

importante alternativa no controle dos sintomas da recidiva, assim como na prevenção 

do processo inflamatório intestinal em pacientes com esta doença.  

 

2. Paepalanthus bromelioides  Silveira (Eriocaulaceae) 

 

A família Eriocaulaceae é uma família de monocotiledôneas existente 

principalmente no Brasil, e compreende cerca de 1200 espécies (GIULIETTI e 

HENSOLD, 1990). Paepalanthus é um gênero que compreende cerca de 500 

espécies, concentrados principalmente na América do Sul, com poucas espécies na 

América Central e duas na África (GIULIETTI et al., 1988; GIULIETTI e HENSOLD, 

1990). Paepalanthus bromelioides (Figura 7), é uma das espécies que tem como 

característica o desenvolvimento de capítulos com pequeninas flores agrupadas 

(GIULIETTI e HENSOLD, 1990). Várias espécies da família Eriocaulaceae, inclusive 

Paepalanthus bromelioides, são conhecidas popularmente, como “sempre-vivas” 

porque, mesmo após o corte, conservam cor e forma por vários anos (GIULIETTI et 

al., 1988).  Dos capítulos de Paepalanthus bromelioides (VILEGAS et al., 1990) e 

Paepalanthus vellozioides (VARANDA et al.,1997) foi isolada uma isocumarina 

denominada de paepalantina, objeto de estudo do presente trabalho. 
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Figura 7: Paepalanthus bromelioides Silveira. A-associada ao cupinzeiro; B-

inflorescências (capítulos) (A e B-FIGUEIRA e VASCONCELLOS NETO, 
1991); C-vista superior (Prof. Dr WAGNER VILEGAS).  

 
 
 
 
2.1. Paepalantina 

 

A isocumarina, 9,10-dihidroxi-5,7-dimetoxi-1H-nafto (2,3c) pirano-1-ona, 

denominada paepalantina (Figura 8), foi obtida do extrato diclorometano de P. 

bromelioides (VILEGAS et al., 1990). A partir da paepalantina, VILEGAS et al., (1990) 

semi-sintetizaram várias isocumarinas através de substituições do H das hidroxilas da 

posição 9 e/ou 10 por grupamentos metil e acetil. Alterações na estrutura química da 

paepalantina podem mudar suas propriedades biológicas (VARANDA et al., 1997; 

TAVARES et al., 1999).   
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Figura 8 : Estrutura química da paepalantina isolada de capítulos florais de 

Paepalanthus bromelioides. 
 

Isocumarinas são polifenóis derivados da via do acetato e estruturalmente 

semelhantes a cumarinas, possuindo como diferença um anel lactônico invertido. 

Poucos estudos de atividade biológica foram realizados com estes compostos, sendo 

que algumas isocumarinas foram avaliadas quanto ao potencial citotóxico, 

mutagênico, clastogênico e antimicrobiano (VARANDA et al., 1997; TAVARES et 

al.,1999; COELHO et al., 2000; DEVIENNE et al., 2002; VARANDA et al., 2004). Os 

efeitos citotóxicos e mutagênicos da paepalantina podem estar relacionados entre si, 

podendo a citotoxicidade ser conseqüência da interação desta isocumarina com o 

DNA (VARANDA et al.,1997). Interessantemente, fármacos que interagem com ácidos 

nucléicos estão entre os agentes quimioterápicos mais utilizados no tratamento 

antineoplásico (BURRES et al., 1992).  

A presença de dois grupos de hidroxilas nos C9 e C10 da molécula da 

paepalantina é similar ao arranjo catecólico encontrado em muitos flavonóides e que 

permite a estes compostos atuarem como seqüestradores de espécies reativas de 

oxigênio (KITAGAWA et al.,2003)  O potencial antioxidante desta isocumarina foi 

avaliado por Leitão et al. (2002), que demonstraram a capacidade antioxidante por 

técnicas espectrofotométricas, empregando DPPH. Através de testes 

quimiluminescentes e espectofotométrico, Kitagawa et al. (2003) demonstraram que a 

paepalantina captura ácido hipocloroso (HOCL) e inibe a mieloperoxidase, enzima 
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que, na presença de íons cloreto, participa da produção de HOCL e em ensaios 

dependentes de lucigenina, a paepalantina atuou no seqüestro de radical ânion 

superóxido. 

A atividade antiinflamatória da paepalantina sobre a colite ulcerativa foi 

demonstrada por Di Stasi et al., (2004), onde a dose de 5 mg/Kg de paepalantina (5 

vezes menor que a dose efetiva de sulfassalazina), atenua de forma significativa as 

lesões induzidas por ácido trinitrobenzenosulfônico em ratos, como evidenciado tanto 

por estudos histológicos como bioquímicos. Este efeito benéfico da paepalantina foi 

associado a uma defesa antioxidante, visto que o composto preveniu a redução da 

glutationa que ocorre em conseqüência da inflamação colônica. Adicionalmente, o 

efeito antiinflamatório intestinal da paepalantina foi relacionado com a inibição da 

atividade enzimática da fosfatase alcalina, mieloperoxidase e óxido nitrico sintetase 

colônicas. De acordo com esses autores, a paepalantina atua de forma benéfica 

principalmente na prevenção da recidiva do processo inflamatório intestinal. 

Desta forma, avaliar os efeitos sinérgicos da paepalantina sobre a atividade 

antiinflamatória intestinal da sulfassalazina e verificar se esta associação pode 

representar uma nova abordagem de tratamento para a Doença Inflamatória Intestinal, 

é de grande importância, especialmente considerando-se que o fármaco ideal para o 

tratamento desta doença ainda não está disponível. 
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Considerando que a paepalantina apresenta atividade antioxidante e 

antiinflamatória intestinal e que a sulfassalazina, fármaco de escolha no tratamento da 

Colite Ulcerativa em humanos apresenta sérios efeitos colaterais, o objetivo do 

presente trabalho foi avaliar a presença de possíveis efeitos sinérgicos da 

paepalantina sobre a atividade antiinflamatória intestinal da sulfassalazina, utilizando-

se o modelo de colite induzida por TNBS em ratos em duas situações experimentais: 

 

• Fase aguda de colite experimental – quando a mucosa colônica está 

intacta, tendo em vista a avaliação do efeito preventivo; 

• Fase crônica de colite experimental – quando a mucosa colônica está 

afetada por um processo inflamatório intestinal, tendo em vista a 

avaliação do efeito curativo assim como preventivo da recidiva do 

processo inflamatório, similar ao que ocorre com a colite ulcerativa em 

humanos. 
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           1. Substâncias teste   

 
A espécie Paepalanthus bromelioides Silveira foi coletada na Serra do Cipó, 

Minas Gerais, Brasil. A Paepalantina (9,10-dihidroxi-5,7-dimetoxi-1H-nafto (2,3c) 

pirano-1-ona) (Figura 8), isolada a partir dos capítulos florais de Paepalanthus 

bromelioides, foi fornecida pelo Professor Dr. Wagner Vilegas do laboratório de 

química da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – UNESP, 

Campus de Araraquara. A Paepalantina foi isolada de acordo com a metodologia de 

Vilegas et al., (1990),  e identificada por dados espectrofotométricos de Ressonância 

Magnética Nuclear de prótons (1H NMR), de carbono (13C NMR) e infravermelho (IR).  

A paepalantina foi utilizada na dose de 5 mg/Kg, conforme estabelecido por Di 

Stasi et al., (2004). Sulfassalazina (Sigma S-0883) foi utilizada nas doses de 5, 15 e 25 

mg/Kg.  

 

           2. Ensaio in vitro 

 

2.1. Peroxidação lipídica com membrana de cérebro d e rato 

 

A atividade antioxidante da paepalantina foi avaliada através do modelo de 

inibição da lipoperoxidação induzida por solução de sullfato férrico e ácido ascórbico 

(100 µM) em membranas de cérebro de rato, adaptado a partir de Stocks et al. (1974) 

e Fee e Teitelbaum (1972). Curvas de concentração-resposta da paepalantina foram 

determinadas e os resultados comparados com a quercetina (flavonóide usado como 

referência). 

A técnica se baseia na produção de malonildialdeído (MDA) como indicativo de 

lipoperoxidação. Utilizou-se ácido tricloroacético (TCA) para precipitar proteínas da 

amostra de membranas e o reativo tiobarbitúrico (TBARS) que reage com o 
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malonildialdeído (MDA) gerando coloração cuja intensidade é determinada por 

espectrofotometria, mediante curva-padrão. 

Nestes experimentos, foram utilizados cérebros de ratos normais. Os cérebros 

foram pesados e triturados com homogeneizador automático, em gelo, com tampão 

PBS na proporção 1:4 (p/v) (solução A - NaH2PO4 10 mM, e solução B- Na2HPO4 10 

mM, pH 7). O homogenato foi submetido à centrifugação a 3000 rpm, por 15 minutos a 

4oC. O sobrenadante foi recolhido e estocado à -80ºC em alíquotas de 1 mL. Para a 

realização do ensaio, o homogenato estocado foi descongelado em temperatura 

ambiente e diluído em PBS na proporção 1:10 (v/v). A reação de lipoperoxidação foi 

realizada em tubos eppendorf de 2 mL. Os grupos testes foram: Branco com 

incubação, branco sem incubação, controle incubado (DMSO 20%, solvente usado 

para solubilizar a paepalantina), controle não incubado, controle máximo (tecido, 

sulfato férrico e ácido ascórbico) e tubos testes (com as concentrações de 4,33; 8,66; 

17,32; 34,64; 69,27 e 138,55 µM de paepalantina em soluções de reação e quercetina 

com concentrações de 0,34; 0,67; 1,34; 2,69 e 5,37 µM em soluções de reação). Para 

cada amostra, exceto nos brancos, foi adicionado 50µL da solução de sulfato ferroso 

(SO4Fe.H2O) e ácido ascórbico, ambos para provocar a lipoperoxidação. Os 

ependorffs com as soluções foram incubados á 37ºC por 12 minutos em banho-maria, 

sob agitação constante. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL do TBARS 0,5% em TCA 

20%. Os tubos foram fechados e colocados novamente sob aquecimento em banho-

maria a 100ºC por 10 minutos, sem agitação. Alíquotas de 1 mL foram colocados em 

ependorff de 1,5 mL e centrifugados a 3000rpm, por 15 minutos a 4ºC. Foi retirado 

200µL do sobrenadante da amostra e colocado em placa de 96 poços para realização 

de leitura em espectrofotômetro com comprimento de onda de 532nm. O cálculo da 

porcentagem de inibição da produção de MDA foi calculado em relação aos valores 

obtidos com as amostras de lipoperoxidação máxima (cérebro, ferro e ácido ascórbico 

a 100µM) e a IC50 (concentração inibitória de 50% da lipoperoxidação) determinada por 

regressão. 
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           3. Ensaios in vivo 

 

3.1. Animais de experimentação 

 

Ratos machos albinos da Cepa Wistar, com 21 dias (recém-desmamados), 

oriundos do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu, foram mantidos no 

Biotério do Departamento de Farmacologia, Instituto de Biociências, Campus de 

Botucatu, São Paulo, até atingirem 200±20 g de peso, para o início dos experimentos. 

Este Biotério possui temperatura ambiental controlada (21,0±2,0ºC) e ciclo de claro-

escuro de 12 horas. Os ratos foram alojados em caixas, separadas por grupo, com no 

máximo seis animais por caixa, sendo alimentados com ração Nuvital e água filtrada 

ad libitum. O estudo foi realizado de acordo com o protocolo experimental aprovado 

pela Comissão de Ética em Experimentação Animal deste Instituto.  

 

3.2. Indução de colite 

 

A indução da colite foi realizada pelo método descrito por Morris et al., (1989), 

com pequenas modificações. Os animais foram submetidos a um período de jejum de 

24 horas e, posteriormente, anestesiados com éter. O ácido 2,4,6-

trinitrobenzenosulfônico (TNBS) foi preparado a partir de um liofilizado obtido da 

solução aquosa comercial de origem a 5% (p/v), onde 0,25 mL de uma solução de 10 

mg de TNBS em etanol a 50% (v/v), foi administrado via retal (intracolônica) com a 

ajuda de um catéter de teflón (diâmetro de 2 mm), o qual foi introduzido pelo ânus do 

animal até uma distância de 8 cm. Os animais foram mantidos em posição vertical (de 

cabeça para baixo) desde o momento da instilação do hapteno até a recuperação da 

anestesia. Os animais do grupo branco foram submetidos ao mesmo procedimento, 

mas com administração de solução salina em substituição ao TNBS. 
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          3.3. Desenho experimental  

           3.3.1. Colite aguda 

Conforme estabelecido por Slinker (1998), o sinergismo entre drogas deverá 

incluir no mínimo 4 grupos experimentais (controle, grupo com um fármaco, grupo com  

um segundo fármaco, grupo com os fármacos associados). O desenho experimental 

de colite na fase aguda está esquematizado na figura 9.  

-Branco (B): grupo de animais não-colíticos;  

-Controle (C): grupo de animais colíticos e não-tratados; 

-Paepalantina (P): grupo de animais colíticos e tratados com paepalantina 5 mg/Kg; 

-Paepalantina + sulfassalazina (P+S): grupo de animais colíticos tratados com: 

paepalantina 5 mg/Kg + sulfassalazina 5 mg/Kg (P5+S5), paepalantina 5 mg/Kg + 

sulfassalazina 15 mg/Kg (P5+S15), paepalantina 5 mg/Kg + sulfassalazina 25 mg/Kg 

(P5+S25); 

-Sulfassalazina (S): grupo de animais colíticos tratados com sulfassalazina 25 mg/Kg.  
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 Figura 9. Desenho experimental da fase aguda de colite. B (grupo branco; ratos não-

colíticos); C (grupo controle; ratos colíticos); P (grupo colítico tratado com 
paepalantina); P+S (grupos colíticos tratados com diferentes combinações 
de paepalantina e sulfassalazina); S (grupo de referência; ratos colíticos 
tratados com sulfassalazina). 

 
 

          Os ratos receberam, via oral, 5 mg/Kg de Paepalantina (P5), 25 mg/Kg de 

sulfassalazina (S25) e as combinações (P5+S5), (P5+S15) e (P5+S25), utilizando-se 

sonda esofágica em volume fixo de 1 mL de solução dissolvida em metilcelulose 1%. A 

paepalantina e a sulfassalazina foram dissolvidas na metilcelulose conjuntamente para 

administração das combinações. Os tratamentos foram realizados às 72, 48, 24 e 2 

horas antes da indução de colite, assim como 24 horas após. Como padrão de 

comparação utilizou-se o grupo controle, ao qual se induziu colite, mas sem 

tratamento farmacológico e um grupo branco, ao qual não se induziu colite. Os 

animais dos grupos controle e branco receberam 1 mL de metilcelulose 1% por via 

oral. Todos os animais foram sacrificados 48 horas após a indução da colite. 
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3.3.2. Colite crônica com recidiva 

 

Neste protocolo, a colite foi primeiramente induzida com 10 mg de TNBS em 

50% de etanol, como descrito anteriormente, e após 14 dias os animais receberam 

uma segunda dose de 10 mg de TNBS em uma tentativa de mimetizar as recidivas 

que ocorrem na DII humana. Os grupos experimentais utilizados neste protocolo 

foram: branco (não-colítico), controle (receberam duas doses de TNBS), controle sem 

recidiva (receberam uma dose de TNBS), grupos colíticos tratados com paepalantina 5 

mg/Kg, com a sulfassalazina 25 mg/Kg e com as combinações (paepalantina 5 mg/kg 

+ sulfassalazina 5 mg/Kg e  paepalantina 5 mg/kg + sulfassalazina 25 mg/Kg). Para a 

preparação dos agentes isolados e combinados a paepalantina e a sulfassalazina, 

foram dissolvidas em metilcelulose 1%.  As combinações foram administradas com um 

intervalo de 1 hora, sendo primeiro a sulfassalazina e, em seguida, a paepalantina, 

sendo este intervalo estabelecido de acordo com o tempo de meia vida da 

sulfassalazina (CHUNGI et al.,1989). Os tratamentos foram iniciados 2 horas após a 

indução da colite e prosseguiram até um dia antes dos animais serem mortos. Seis 

animais de cada grupo foram mortos depois de 1, 2 e 3 semanas da indução da colite, 

exceto o grupo colítico sem recidiva (CSR), que foram mortos após 3 semanas (Figura 

10). As combinações escolhidas para o experimento crônico com recidiva foram as 

que obtiveram melhores resultados na fase aguda da colite.   
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Figura 10. Desenho experimental da fase crônica de colite com recidiva. B (grupo 

branco; ratos não-colíticos); C (grupo controle; ratos colíticos sem 
recidiva); CR (grupo controle com recidiva; ratos colíticos que receberam 
segunda administração de TNBS); P e PR (grupos colíticos tratados com 
paepalantina sem e com recidiva, respectivamente); P+S e P+S R (grupos 
colíticos tratados com as combinações paepalantina e sulfassalazina sem 
e com recidiva, respectivamente); S e SR (grupo referência; ratos colíticos 
tratados com sulfassalazina sem e com recidiva, respectivamente). 

 
 
 
3.4. Avaliação macroscópica do processo inflamatóri o intestinal 
 

Durante o desenvolvimento do experimento, os animais foram avaliados em 

diferentes parâmetros como variações de peso corporal, consumo alimentar, diarréia e 

lesão no cólon. 

Aos animais foram oferecidos 300 gramas de ração diariamente, sendo a 

avaliação do consumo alimentar diária. Os animais foram pesados todos os dias da 

experimentação e seus pesos registrados em tabelas, para avaliação do peso após 

indução da colite. O peso dos animais utilizados para fazer os cálculos e plotar o 

gráfico foi o peso inicial e peso do final do experimento.  As fezes dos animais também 

foram observadas para verificar presença ou ausência de diarréia, visto que esta é um 

dos sintomas da doença. Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados com 

éter e mortos por deslocamento cervical, o cólon foi retirado e eventuais ocorrências 

CR
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P+ S R

SR
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PR

P+ S R
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de adesões entre o cólon e órgãos adjacentes foram anotadas. O cólon foi colocado 

sobre uma placa de Petri com gelo, onde foi feita a limpeza de restos de gorduras e 

adesões mesentéricas; em seguida, foram determinados o peso (mg) e o comprimento 

do cólon (cm). O cólon foi aberto longitudinalmente e a lesão macroscópica recebeu 

escore através de uma escala de 0-10, de acordo com uma escala descrita 

previamente por Bell et al., (1995) (Tabela 1), que determina tanto a gravidade como 

extensão da lesão intestinal.  

 Após a análise da lesão macroscópica, o cólon foi subsequentemente dividido 

em cinco fragmentos longitudinais, os quais foram pesados e congelados a –30ºC 

para determinação de proteínas, fosfatase alcalina (FA), mieloperoxidase (MPO) e 

para determinação dos níveis de glutationa total (GSH). O fragmento para determinar 

os níveis de GSH foi congelado em 1 mL de ácido tricloroacético (TCA) 5% (p/v), com 

o objetivo de inibir sua degradação pela gama-glutamiltranspeptidase (Anderson, 

1985).  

TABELA 1 : Critério de determinação de escore de lesão colônica (BELL et al., 1995). 

Escore Critério para avaliação dos danos macroscópicos colônicos 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

 

6-10 

 

Sem prejuízo; 

Hiperemia, sem úlceras; 

Úlcera linear sem inflamação significante; 

Úlcera linear com inflamação em um sítio; 

Dois ou mais sítios de ulceração/inflamação; 

Dois ou mais sítios de ulceração e inflamação ou um sítio de inflamação 

maior que 1 cm ao longo da extensão do cólon; 

Se o prejuízo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensão do cólon (o 

escore é aumentado em 1 ponto para cada centímetro adicional); 
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3.5. Avaliação microscópica da lesão do cólon 

 

Imediatamente após a avaliação macroscópica do processo inflamatório 

colônico, amostras de tecido (0,5 mm) foram coletadas 2 cm acima da lesão no cólon 

e guardadas em cassete para processamento histológico. Essas amostras foram 

fixadas em Alfac (90 mL de álcool 80% + 5 mL de ácido acético + 10 mL de 

formaldeído), por 24 horas. Após este período, foram desidratadas em série alcoólica 

etílica crescente, diafanizadas em xilol e, posteriormente, incluídas em parafina 

Histosec-Pastilhas (Merck-11609) e preparadas para a microtomia. Os cortes, com 6 

micrômetros de espessura, foram desparafinizados e reidratados, utilizando série 

alcoólica etílica decrescente. A seguir, as amostras foram submetidas à coloração em 

Hematoxilina-Eosina (HE) para a análise morfológica das lesões. As lâminas 

histológicas foram observadas no microscópio óptico e as microfotografias tiradas com 

microscópio Leica Qwin Plus versão 3.3 e 3.40.  

 

3.6. Determinações bioquímicas 

3.6.1. Determinação da atividade da mieloperoxidase  (MPO) 

 

A determinação da atividade da mieloperoxidase em fragmentos de cólon de 

rato foi realizada pelo método de Krawisz et al., (1984). A atividade da MPO se utiliza 

como marcador da infiltração de neutrófilos, mesmo que esta enzima não seja 

específica deste tipo celular.  

A determinação foi realizada em fragmentos de cólon (150-300 mg), os quais 

após descongelamento, foram colocados sobre uma placa de Petri com gelo e picados 

com tesouras durante 15 segundos. As amostras foram homogeneizadas em 

homogeneizador automático em tampão de brometo de hexadeciltrimetilamônio 

(HTAB) (Sigma H-5882) a 0,5% (p/v) com tampão fosfato sódico (50 mM, pH 6,0) na 
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proporção 1:20 (p/v), até obter um aspecto uniforme. O tampão HTAB funciona como 

um detergente facilitando a liberação da enzima MPO dos grânulos azurófilos dos 

neutrófilos. O homogenato foi sonicado (sonicador ultra cleaner 1420) por 10 

segundos e submetido a um triplo processo de congelamento-descongelamento, o que 

facilita a ruptura das estruturas celulares, favorecendo também a liberação da enzima. 

Após o último descongelamento, a alíquota foi centrifugada a 8300 rpm, por 5 minutos 

a 4ºC e foi realizada a determinação da atividade da MPO seguindo a cinética da 

reação frente à água oxigenada. Em uma placa de microtitulação de 96 poços, foram 

adicionados 50 µL do sobrenadante de cada amostra em poços distintos e 150 µL do 

reativo de coloração preparado na hora do uso e composto por cloridrato de orto-

dianisidina (0,167 mg/mL) (Sigma D-3252) e peróxido de hidrogênio (H2O2) 0,0005% 

(p/v) em tampão fosfato (50 mM, pH 6,0) a 37ºC. Em seguida, foi determinado o 

incremento de absorbância a 450 nm usando espectrofotômetro. A atividade da 

enzima MPO foi calculada por interpolação em curva padrão, realizada com 

peroxidase de rábano (Sigma P 8250). Uma unidade de mieloperoxidase (U) se 

considera como aquela que degrada 1 µmol/min de peróxido de hidrogênio a 25ºC. Os 

resultados foram expressos como U/g de tecido. 

 

3.6.2. Determinação do conteúdo de glutationa total  (GSH) 

 

A determinação do conteúdo de glutationa total foi realizada de acordo com o 

método descrito por Anderson (1985), que se baseia na oxidação total da glutationa na 

forma reduzida (GSH) presente na amostra em sua forma oxidada (GSSG), mediante 

a incubação da amostra com o ácido ditiobisnitrobenzóico (DTNB). O DTNB reduzido 

adquire coloração amarelada, que pode ser determinada espectrofotometricamente. A 

GSSG gerada é reduzida por ação da enzima glutationa redutase na presença de 

NADPH. A GSH formada se oxida novamente, gerando um ciclo contínuo (Figura 11), 



Material e Métodos 
 

 36

no qual a velocidade de redução do DTNB (com o seu conseqüente incremento de 

absorbância a 412 nm) é proporcional à quantidade total de glutationa (GSH). 

 

    DTNB   DTNB reduzido 
 
 
  GSH       GSSG 
 
     GSSG red 
 
    NADP+   NADPH 
 

Figura 11 . Esquema das reações que ocorrem na determinação do conteúdo de glutationa 

 total nas amostras de cólon. 

   

Para efetuar a determinação, foram utilizados os fragmentos de cólon 

congelados com ácido tricloroacético (TCA). As amostras, após descongelamento, 

foram picadas com tesouras durante 15 segundos aproximadamente, sobre uma placa 

de Petri com gelo e, posteriormente, homogeneizadas com uma solução de TCA 5% 

em uma proporção final de 1:20 (p/v), usando homogeneizador automático. Após a 

homogeneização, o material foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos a 4ºC. Com o 

sobrenadante recolhido executou-se nova centrifugação a 10000 rpm por 5 minutos a 

4ºC. Para a determinação da glutationa total utilizou-se 20 µL do sobrenadante, o qual 

foi colocado em uma placa de 96 poços, onde se adicionou 140 µL de NADPH (Sigma 

N-7505) 298µM (0, 248 mg em 1 mL de PBS), 5 µl de tampão fosfato sódico (PBS) 

com ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (PBS-EDTA, solução aquosa de fosfato 

sódico 143 mM e EDTA 6,3 mM, pH 7,5) e 20 µL DTNB (Sigma D-8130) 6mM (23,778 

mg em 10 mL de PBS), respectivamente. A placa foi colocada no leitor de placas do 

espectrofotômetro, onde permaneceu incubada por 5 minutos em uma temperatura de 

30ºC. Após este período, adicionou-se 15µL de glutationa redutase (Sigma G- 3664) 

256 UI/mL (45 µL de glutationa redutase em 2, 955 mL de PBS) e registrou-se o 

incremento de absorbância a 412 nm, durante 3 a 5 minutos, no espectrofotômetro. A 



Material e Métodos 
 

 37

concentração de glutationa foi calculada a partir da pendente da curva obtida por 

interpolação em curva padrão realizada com glutationa, sendo os resultados 

expressos como nmol/g de tecido.  

 

3.6.3. Determinação do conteúdo de proteínas: métod o do ácido     

bicinchônico (BCA) 

A determinação do conteúdo total de proteínas foi realizada pela técnica 

descrita por Smith et al. (1985). Este método é utilizado quando no tampão de 

homogeneização pode haver detergentes ou outro tipo que apresentam interferências 

com o reativo azul de Coomassie do método convencional de Bradford. O fundamento 

da técnica se baseia na capacidade das proteínas reduzirem o Cu2+ a Cu1+, de forma 

que o Cu1+ reage com o BCA formando um complexo púrpura com absorbância 

máxima de 562 nm.  

Neste método se emprega um corante que se obtém misturando dois reativos 

A e B na proporção 50:1 (v/v). O reativo A consiste em uma dissolução aquosa de 

BCA (25,8 mM) na forma de sal sódico (ácido 4,4´-dicarboxi-2,2´-biquinolínico), 

Na2CO3•H2O (0,16 M), tartrato sódico-potássico (5,7 mM), NaOH (0,1 M) e NaHCO3 

(0,11 M) (pH 11,25). O reativo B é uma dissolução aquosa a 40% de CuSO4•5H2O. 

Ambos reativos são estáveis à temperatura ambiente de forma indefinida.  

As amostras de cólon foram picadas e homogeneizadas em homogeneizador 

automático com tampão glicina (50 mM e pH 10,5 com 0,5 mM de MgCl2)  na 

proporção 1:10 (p/v). Após a homogeneização, o material foi centrifugado a 3000 rpm 

por 5 minutos a 4ºC. Do sobrenadante das amostras utilizou-se 4 µL que foi colocado 

em uma placa de 96 poços, adicionando-se 200 µL do reativo do BCA. A placa foi 

colocada no leitor de placas do espectrofotômetro, onde permaneceu incubada por 25 

minutos em temperatura de 37ºC. A leitura da placa foi realizada a 562 nm. O cálculo 
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do conteúdo de produtos foi feito por interpolação em curva padrão de albumina sérica 

bovina e os resultados foram expressos em µg/µl de proteína.  

 

3.6.4. Determinação da atividade da fosfatase alcal ina (FA) 

 

A determinação da atividade da FA foi realizada pelo método clássico descrito 

por Bessey et al. (1946). A FA presente na amostra catalisa a hidrólise do grupo 

fosfato de um reativo colorido, o nitrofenilfosfato sódico em tampão glicina, que 

incorpora MgCl2, dando lugar a p-nitrofenol, molécula que apresenta absorção máxima 

de 405 nm. Para a avaliação da atividade da fosfatase alcalina, foram colocados 5 µL 

de amostra do homogenato anterior (para determinação do conteúdo de proteínas) em 

placa de 96 poços, sendo adicionados 25 µL de água seguido de 50 µL do reativo de 

coloração, que é composto de 2,2957 gramas do sal p-nitrofenilfosfato bis 

ciclohexilamônio, (Sigma N 3129-5), a 5,5 mM em tampão glicina a 50 mM com 0,5 

mM de MgCl2  (pH 10,5). A placa foi colocada no leitor de placas do espectrofotômetro, 

onde permaneceu incubada por 25 minutos em temperatura de 37ºC. Em seguida, foi 

adicionado 120 µL NaOH 2N (10 gramas de NaOH em 125 mL de água), para 

interromper a reação. A leitura da placa foi realizada a 405 nm e a atividade da 

fosfatase alcalina calculada em mU/mg de proteína. 

  4. Análise estatística 

 
 Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. 

Diferenças entre as médias foram testadas por Análise de Variância (ANOVA) seguida 

por testes de significância.  Dados não paramétricos (escores) foram expressos em 

mediana (intervalo) e analisados pelo Teste Kruskal-Wallis. A evolução do peso 

corporal dos animais foi expressa em porcentagem, mas transformada em arcosseno 

para a análise estatística. Diferenças entre proporções foram analisadas com o Teste 

Exato de Fisher. A significância estatística foi considerada para valores de P<0,05.   
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1. Atividade antioxidante 

 

A paepalantina apresentou atividade antioxidante no modelo de Peroxidação 

lipídica com membrana de cérebro de rato induzida por ferro e ácido ascórbico onde a 

IC50 (concentração inibitória de 50% da peroxidação lipídica) da paepalantina foi de 

27,54 ± 0,17 µM (Figura 12A), resultado este semelhante ao descrito por Di Stasi et al. 

(2004) em modelo de lipoperoxidação em membranas de hepatócitos. No mesmo 

teste, a quercetina, flavonóide antioxidante usado como referência, apresentou uma IC 

50 de 3,50 ± 0,07 µM (Figura 12B).   
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Figura 12A : Avaliação da atividade antioxidante da paepalantina em membranas de 
cérebro de rato, pelo modelo de peroxidação lipídica induzida com sulfato 
ferroso e ácido ascórbico (STOCKS et al., 1974; FEE e TEITELBAUM, 
1972, com modificações). 
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Figura 12B : Avaliação da atividade antioxidante da quercetina em membranas de 
cérebro de rato, pelo modelo de peroxidação lipídica induzida com 
sulfato ferroso e ácido ascórbico (STOCKS et al.,1974; FEE e 
TEITELBAUM, 1972, com modificações). 

 
 

2. Efeito dos tratamentos combinados paepalantina +  sulfassalazina (P+S) na 

Colite aguda 

 
2.1. Avaliação Macroscópica da lesão 

 

A administração de TNBS/etanol nos animais via intracolônica, promoveu 

inflamação no cólon em todos os grupos experimentais, a qual foi evidenciada 48 

horas após a indução da colite, sendo caracterizada por danos na mucosa que 

variaram de 3,0 a 5,9 cm ao longo do cólon, aos quais foram atribuídos um escore 

macroscópico, de acordo com Bell et al., (1995) (Tabela 1).  

O pré-tratamento oral com a combinação paepalantina 5 + sulfassalazina 5 

mg/Kg (P5+S5), assim como a administração isolada de paepalantina 5 mg/Kg (P5) e 
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sulfassalazina 25 mg/Kg (S25) promoveram, de forma significativa, efeitos benéficos 

aos danos causados no tecido, quando comparados ao grupo controle, fato este 

observado através do escore atribuído à lesão (Tabela 2).      

 

 2.2. Razão Peso/ comprimento do cólon (P/C) 

 

O processo inflamatório, responsável pela lesão colônica, também foi 

associado a um aumento na razão peso-comprimento (mg/cm) do cólon. Nenhuma 

modificação significativa foi observada em relação ao P/C (mg/cm) do cólon, entre os 

grupos controle e tratados. Todos os tratamentos produziram aumento significativo na 

razão P/C do cólon, comparados ao grupo não-colítico (Tabela 2).  

 

2.3. Incidência de diarréia e aderências 

 

A diarréia, decorrente do processo inflamatório induzido pelo TNBS/etanol, 

ocorreu no grupo controle e em todos os grupos tratados (Tabela 2). Após a indução 

de colite por TNBS/etanol nos animais, via intracolônica, o processo inflamatório 

intestinal pode também desencadear a aderência do intestino com os órgãos 

adjacentes. Estes sinais da inflamação ocorreram em todos os grupos experimentais 

(Tabela 2). 
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TABELA 2  - Efeito da paepalantina (5mg/Kg) (P5), das combinações paepalantina 5 
mg/Kg+sulfassalazina 5 mg/Kg (P5+S5), paepalantina 5 mg/Kg+sulfassalazina 
15 mg/Kg (P5+S15), paepalantina 5 mg/Kg+sulfassalazina 25 mg/Kg (P5+S25) e 
da sulfassalazina (25mg/Kg) (S25) no escore de lesão, mudanças no peso e 
comprimento colônico, incidência de diarréia e aderência, na fase aguda da 
colite induzida por TNBS em ratos. 

 
Grupo  Escore a  

(0-10) 

P/C colônico b 

(mg/cm) 

Diarréia  

 (%) 

Aderência  

(%) 

Branco  0 (0-0)*** 82,30±3,85** 0* 0* 

Controle  8,5(7-9) +++ 146,98±8,77++ 75,0+ 62,5+ 

P5 6,0(2-9) *+ 126,83±13,03++ 80,0+ 80,0+ 

P5+S5 6,0(3-7) *+ 123,16±7,23 + 40,0 80,0+ 

P5+S15 9,0(5-9) +++ 128,66±7,66++ 100,0+ 80,0+ 

P5+S25 7,0(6-9) ++ 135,72±6,03++ 20,0 100,0+ 

S 25 6,0 (2-8)* 125,64±11,62++ 20,0 40,0 

 
ª Dados de escore expressos em mediana (intervalo), b razão peso-comprimento colônico  
expressos em média ± E.P.M. * P< 0,05, ** P< 0,01, ***P< 0,001 comparados ao grupo 
controle e + P< 0,05, ++P< 0,01, +++P< 0,001 comparados ao grupo branco.  
 
 

2.4. Consumo alimentar e Peso corporal 

 

 No quarto dia experimental, os animais foram mantidos em jejum alimentar por 

24 horas para posterior indução de colite no quinto dia. Após a indução de colite por 

TNBS/etanol, somente os animais não-colíticos (branco) restabeleceram seu consumo 

e, conseqüentemente, seu peso corporal no quinto e sexto dias (Figuras 13 e 14). 

A instalação do processo inflamatório intestinal está associada a uma redução 

no consumo alimentar e no peso corpóreo do animal. O consumo alimentar foi 

reduzido nos grupos colíticos em 54,3% no grupo controle, 66,4% no grupo P5, 56,7% 

no grupo P5+S5, 79,6% no grupo P5+S15, 71,3% no grupo P5+S25 e 49,6% no grupo 

S25. Os animais do grupo não-colítico (branco) aumentaram seu consumo em 5%. 

Similarmente, uma redução estatisticamente significativa do peso (g) foi observada 
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nos animais controle, os quais perderam 10,23±1,24% do seu peso (g), quando 

comparados ao grupo não-colítico (branco), que ganharam em média 3,73±0,39% de 

peso (g) (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 : Consumo médio diário de ração dos animais em cada grupo. No quarto dia 

os animais foram mantidos em jejum por 24 horas para indução de colite 

por TNBS no quinto dia. 
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Figura 14 : Média do peso corporal dos animais após 6 dias de experimento, 
constando de 5 dias de tratamento. Peso corporal foi expresso em média 
± E.P.M. ** P< 0,01 comparados ao grupo controle.  
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2.5. Avaliação Microscópica da lesão 

 

Na avaliação histológica, a mucosa e submucosa do cólon dos animais não-

colíticos (branco) apresentaram estrutura do cólon normal (Figura 15A). O grupo 

controle revelou ulceração moderada na mucosa do cólon e inflamação envolvendo as 

camadas da mucosa e submucosa. Nas criptas houve depleção moderada de muco e 

na lâmina própria observou-se a presença de infiltração moderada de monócitos e 

granulócitos; na submucosa foi observada presença marcante de monócitos e 

granulócitos, e edema severo (Figura 15B).  

A paepalantina (P5) administrada isoladamente, assim como a combinação 

P5+S5 apresentaram suave ulceração na mucosa do epitélio e suave depleção de 

muco nas criptas, mostrando melhora do processo inflamatório, que foi acompanhada 

de redução de infiltrado inflamatório. Entretanto, as células caliciformes foram mais 

preservadas com o tratamento da P5+S5 do que com a P5 (Figura 15C e 15D). 

 A combinação P5+S15 também apresentou ulceração na mucosa epitelial e 

suave depleção de muco nas criptas, sendo observada pequena infiltração de 

monócitos e granulócitos na mucosa e submucosa com presença moderada de edema 

nesta última camada (Figura 15E).  

Na combinação P5+S25 foi verificada leve ulceração na mucosa, depleção 

moderada de muco nas criptas, suave infiltração de monócitos e granulócitos na 

lâmina própria, com presença moderada destas células inflamatórias na submucosa, e 

edema moderado (Figura 15F).  

No grupo tratado com S25, a ulceração na superfície da mucosa, a depleção 

de muco nas criptas, a presença das células inflamatórias na lâmina própria e na 

submucosa, e o edema na submucosa foram suaves (Figura 15G).  
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 Figura 15: Fotomicrografias da mucosa do cólon de ratos na fase aguda da doença, 
após indução de colite por TNBS/etanol. Os cortes foram corados com 
Hematoxilina e Eosina (HE). (A) grupo não-colitico (branco), mostrando a 
histologia do cólon do rato normal; (B) grupo controle, com ulceração 
moderada (seta preta) e infiltração severa de células inflamatórias na 
lâmina própria e na submucosa (seta branca); (C) e (D) grupos tratados 
com paepalantina (P5) e com a combinação P5+S5 respectivamente; (E) 
grupo tratado com P5+S15, infiltração suave de células inflamatórias na 
submucosa (seta), promovendo edema moderado nesta camada; (F) 
grupo tratado com P5+S25, com infiltração de células inflamatórias na 
lâmina própria (mucosa) (seta); (G) grupo tratado com S25. (material 
objetivado em objetiva de 20x). 
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2.6. Avaliação dos parâmetros bioquímicos 

 

Os danos do cólon dos animais também foram caracterizados 

bioquimicamente, onde foram avaliados os conteúdos de Glutationa (GSH), atividade 

da Mieloperoxidade (MPO) e atividade da Fosfatase alcalina (FA) (Tabela 3). 

O dano colônico foi caracterizado bioquimicamente no grupo controle por um 

aumento de 8 vezes na atividade da enzima MPO colônica e por um aumento de duas 

vezes na atividade da enzima FA e significante depleção de GSH em relação ao grupo 

não- colítico (Tabela 3). 

        Após a indução da colite pelo TNBS/etanol, a GSH foi depletada como 

conseqüência do estresse oxidativo no local da inflamação, como verificado nos 

animais do grupo controle, ao contrário do grupo não-colítico que manteve os níveis de 

GSH (Tabela 3). Os pré-tratamentos com as combinações P5+S5 e P5+S25, assim 

como com os agentes P5 e S25 impediram a depleção do conteúdo de GSH de forma 

significativa, quando comparados ao grupo controle (Tabela 3).  

      A infiltração de neutrófilos para o local da inflamação intestinal foi avaliada 

através da atividade da enzima MPO, a qual foi significantemente aumentada, após a 

indução de colite por TNBS/etanol, no grupo controle em relação ao grupo não-colítico 

(branco) (Tabela 3). Os grupos pré-tratados com P5 e com a combinação P5+S5 

reduziram de forma significativa a atividade da MPO no cólon dos animais, quando 

comparados ao grupo controle (Tabela 3).  

  Somente os grupos pré-tratados com P5 e S25 foram capazes de reduzir 

significativamente a atividade da FA, quando comparados ao grupo controle (Tabela 

3). 

           A combinação P+S promoveu efeito benéfico na fase aguda da colite como 

evidenciado pela inibição da depleção dos níveis de GSH pela P5+S5 e P5+S25 e 

redução na atividade da MPO com a combinação P5+S5 (Tabela 3). Estes resultados 



   Resultados 

 48

foram usados para selecionar as combinações a serem testadas na fase crônica da 

colite com recidiva. 

 

Tabela 3 : Efeito da paepalantina (5mg/Kg) (P5), das combinações paepalantina 5 
mg/Kg+sulfassalazina 5 mg/Kg (P5+S5), paepalantina 5 mg/Kg+sulfassalazina 
15 mg/Kg (P5+S15), paepalantina 5 mg/Kg+sulfassalazina 25 mg/Kg (P5+S25) e 
da sulfassalazina (25mg/Kg) (S25) no conteúdo de glutationa (GSH), atividade 
da mieloperoxidase (MPO) e atividade da  Fosfatase alcalina (FA) na fase aguda 
da colite induzida por TNBS em ratos.  

 
Grupo  GSH 

(nmol/g de tecido) 

MPO 

(U/g de tecido) 

FA 

(mU/mg proteína) 

 

Branco  

 

1357,49±86,54** 

 

84,17±8,73* 

 

6,24±0,35** 

Controle  777,01±32,62++ 688,61±64,47++ 14,37±1,16++ 

P5  909,08±28,46*++ 334,63±86,47* 9,91±0,97* 

P5+S5  1044,02±119,69*+ 355,04±108,70* 11,74±1,46++ 

P5+S15  857,42±57,28++ 514,33±49.75+ 11,95±1,08++ 

P5+S25  926,26±35,53*++ 674,00±233,26++ 11,67±1,04++ 

S25  1047,94±90,64*+ 433,88±110,72 9,42±0,77** 

 

Os valores são expressos em média ± EPM, * P<0, 05, ** P<0, 01, comparado ao grupo 
controle (colítico) e + P<0, 05, ++ P<0, 01, comparado ao grupo branco (não-colítico).   
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3. Efeito dos tratamentos combinados paepalantina +  sulfassalazina (P+S)  na 

Colite Crônica com recidiva 

 
3.1. Avaliação Macroscópica da lesão 

Após a indução de colite, o grupo controle apresentou dano colônico máximo 

na primeira semana de experimento e diminuiu gradativamente nas duas semanas 

seguintes, sugerindo melhora gradual da mucosa intestinal inflamada. Entretanto, 

hiperemia, úlceras e inflamação no cólon e aumento na sua razão peso comprimento 

ainda foram observados.  

A recidiva do processo inflamatório intestinal foi induzida com uma segunda 

dose de 10 mg de TNBS em etanol 50% administrada intracolonicamente duas 

semanas após a primeira administração. Uma semana após a segunda instilação de 

TNBS, a reativação do processo inflamatório colônico foi observada no grupo controle, 

como evidenciada por um aumento no escore macroscópico e na razão entre peso e 

comprimento colônico (Tabela 4). Nos animais que não receberam a segunda 

administração de TNBS (controle sem recidiva, CSR) o dano colônico seguiu a 

evolução normal de recuperação, sendo que estes animais tiveram um menor escore 

comparado ao grupo controle que sofreu a recidiva (Tabela 4). 

A administração da combinação P5+S25 aos animais colíticos, preveniu o 

impacto da colite com recidiva, evidenciado macroscopicamente por redução dos 

danos da mucosa colônica, comparados ao grupo controle (Tabela 4). Em adição, as 

injúrias macroscópicas observadas com a combinação P5+S25 foram 

significativamente menor que com P5 e S25 (Tabela 4). 

O tratamento dos animais com os agentes administrados isoladamente 

produziu efeito preventivo na primeira semana do processo inflamatório colônico, 

evidenciado por redução no escore de lesão pela P5 e na razão entre peso e 

comprimento colônico da P5 e S25 (Tabela 4). 
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A incidência de diarréia foi freqüente nos animais do grupo controle ao final da 

1º semana, mas foi diminuída depois de 14 dias da indução do processo inflamatório 

e, voltou a ser freqüente na 3º semana após a 2º administração de TNBS. Os animais 

do grupo CSR não apresentaram diarréia ao final do experimento. A combinação 

P5+S5 reduziu a incidência de diarréia no impacto da colite com recidiva, onde os 

animais deste grupo não apresentaram diarréia, em comparação ao grupo controle 

(50,0%) e ao grupo S25 (66,0%) que apresentaram incidência de diarréia, embora não 

diferiram estatisticamente. Na ocorrência de diarréia entre os animais tratados com 

paepalantina e sulfassalazina isoladamente, P5 promoveu baixa incidência de diarréia 

durante todo o experimento crônico, porém não foi estatisticamente diferente do grupo 

controle. Com S25 a incidência de diarréia foi estatisticamente reduzida em 

comparação ao grupo controle na primeira semana, no entanto, na última semana de 

tratamento, após segunda administração de TNBS, os animais apresentaram 

incidência de diarréia (Tabela 4).  

A aderência do cólon aos órgãos adjacentes foi observada ao final de cada 

experimento no grupo controle com recidiva e também nos animais do grupo CSR 

(Tabela 4). Os animais tratados com a combinação P5+S25 não apresentaram 

aderência do cólon aos órgãos na segunda e terceira semana de experimento (Tabela 

4). A aderência aos órgãos também foi prevenida pela combinação P5+S5 na segunda 

semana (Tabela 4). A P5 isolada também preveniu o cólon da aderência aos órgãos 

nas duas semanas que antecederam a recidiva (Tabela 4). 
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Tabela 4. Efeito dos tratamentos com paepalantina (5mg/Kg) (P5), sulfassalazina (25 mg/Kg) (S25) e 
das combinações paepalantina 5mg/Kg+sulfassalazina 5mg/Kg (P5+S5), paepalantina 
5mg/Kg+sulfassalazina 25mg/Kg (P5+S25) no escore de lesão, mudanças do peso-
comprimento colônico, incidência de diarréia e aderência, na fase crônica da colite 
induzida por TNBS em ratos. 

 

 
 

ª escore são expressos em mediana (intervalo), b razão peso-comprimento colônico expressos em média 
± E.P.M. * P< 0,05, ** P< 0,01, ***P< 0,001 comparado ao grupo controle; + P< 0,05, ++ P< 0,01, +++ P< 
0,001 comparado ao grupo branco;  ## P< 0,01 comparado ao grupo controle sem recidiva (CSR); XX P< 
0,01 comparado a S25 isolada; && P< 0,01 comparado a P5 isolada. 

 

Grupo  Escore a P/C colônico b 

(mg/cm) 

Diarréia  

 (%) 

Aderência  

(%) 

1 semana  

Branco 

 

0*** 

 

100,56±8,01** 

 

0** 

 

0** 

Controle 8(7-9) +++ 276,05±31,17++ 83,3++ 83,3++ 

P5 1,5(0-2) ** 149,61±7,66* 16,6 0** 

P5+S5 5(1-7) ++ 201,38±46,24 16,6 50,0 

P5+S25 2(2-3) + 187,20±52,41 50,0 25,0 

S25 3,5(2-7) + 143,23±20,57* 0** 50,0 

2 semanas  

Branco 

 

0* 

 

86,52± 3,58** 

 

0 

 

0*** 

Controle 2,5(2-3) + 185,40±22,21++ 16,6 100,0+++ 

P5 0,5(0-3) 148,90±11,91++ 0 0*** 

P5+S5 4(0-5) + 142,90±10,92+ 20,0 20,0** 

P5+S25 2(0-3) 145,62±12,06+ 20,0 0*** 

S25 4(1-6) ++ 137,95±10,73+ 0 33.3 

3 semanas  

Branco 

 

0** 

 

88,91±4,57** ## 

 

0 

 

0 

controle 5(4-5) ++ 145,26±7,27 ++ 50,0 66,6 

CSR 2,5(0-4)  149,35±13,09++ 0 33,3 

P5 5(4-6) ++ 158,28±9,81++ 16.6 66,6 

P5+S5 2,5(0-6) + 136,88±5,60++ 0 33,3 

P5+S25 0(0-1) * xx && 131,08±10,21++ 20,0 0 

S25 4,5(3-7) ++ 158,28±9,82++ 66,6 16,6 
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3.2. Consumo alimentar e Peso corporal 

A queda do consumo alimentar e conseqüentemente a redução do peso 

corporal está diretamente relacionado com o processo inflamatório intestinal. Após a 

administração do TNBS na primeira e terceira (recidiva) semanas, os animais colíticos 

tiveram seu consumo alimentar reduzido, mas restabeleceram seu consumo no final 

de cada semana de tratamento (Figura 16A, 16B e16C). Os grupos tratados com P5 e 

S25 tiveram evolução de peso corporal na primeira semana, estatisticamente diferente 

do grupo controle (Figura 17A). Na segunda semana, os grupos tratados com a 

combinação P5+S25 e P5 restabeleceram seu peso corporal diferindo estatisticamente 

do grupo controle (Figura 17B). Na terceira semana todos os grupos tiveram evolução 

de peso não diferindo estatisticamente do grupo controle (Figura17C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  16A:  Consumo médio diário de ração por animal em cada grupo, durante a 
primeira semana de tratamento. A indução de colite com TNBS/etanol 
foi realizada no dia 1. 
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Figura 16B:  Consumo médio diário de ração por animal em cada grupo, durante 14 
dias de tratamento. A indução de colite com TNBS/etanol foi realizada 
no dia 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16C:  Consumo médio diário de ração por animal em cada grupo, durante 21 
dias de tratamento. A indução de colite com TNBS/etanol foi realizada no 
dia 1 e uma 2a dose foi administrada no 15o dia (dia 15 jejum). 
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Figura 17A : Média do peso corporal dos animais em cada grupo durante a primeira 

semana de tratamento. Peso corporal é expresso em média ± E.P.M. * P 
< 0,05; ** P < 0,01 comparados ao grupo controle.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17B : Média do peso corporal dos animais em cada grupo durante 14 dias de 

tratamento. Peso corporal é expresso em média ± E.P.M. * P < 0,05; ** P 
< 0,01. 
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Figura 17C : Média da evolução do peso corporal dos animais em cada grupo durante 

21 dias de tratamento, a indução de colite com TNBS/etanol foi realizada 
no dia 1 e uma 2a dose (recidiva) foi administrada no 15o dia. Peso 
corporal é expresso em média ± E.P.M.  

 

 

3.3. Avaliação Microscópica da lesão 

A administração intracolônica de TNBS causou danos extensivos na superfície 

do epitélio da mucosa, variando a severidade entre os grupos tratados. Na avaliação 

histológica, a mucosa e submucosa do cólon dos animais branco (não-colíticos) 

apresentaram estrutura do cólon normal, onde pode-se observar a mucosa, com as 

glândulas tubulares retas com células califormes e lâmina própria não edemaciada e, a 

submucosa com tecido conjuntivo levemente denso e também não edemaciado 

(Figura.18A, 19A e 20A).  O grupo controle apresentou ulceração no epitélio da 

mucosa do cólon durante as 3 semanas de experimento (Figura 18B, 19B e 20B). Os 

danos da mucosa foram acompanhados pela presença de células inflamatórias 

(monócitos e granulócitos) na lâmina própria e na submucosa. Os ratos tratados com 

P5+S5 durante as 3 semanas de experimento, mostraram a mucosa recuperada sem 

ulceração e infiltração de células inflamatórias (Figura 18D, 19D e 20E), com 
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características semelhantes aos ratos do grupo branco (não-colitico) (Figura 18A, 19A 

e 20A). A combinação P5+S25 apresentou a mucosa recuperada somente na segunda 

semana de experimento (Figura 19 E). Os grupos tratados com P5 não apresentaram 

ulceração no epitélio da mucosa durante as 3 semanas de experimento (Figura 18C, 

19C e 20 D); porém, após a primeira semana de indução da colite a inflamação foi 

detectada pela presença de infiltrado de células inflamatórias (Figura 18C). Os animais 

tratados com o fármaco de referência usada no estudo (S25) apresentaram ulceração 

no epitélio da mucosa com infiltração de células inflamatórias na primeira semana 

após a indução da colite (Figura 18 F).  

O processo inflamatório nos animais colíticos também foi associado à 

hiperplasia e dilatação das criptas, com moderada depleção nas células caliciformes 

com aparente redução na produção de muco (Figura 18B, 19B e 20B). A depleção de 

células caliciformes foi menos severa no grupo tratado com S25 (Figura 18 F) na 

primeira semana e, após a recidiva (3ª semana), nos grupos tratados com P5 (Figura 

20D), P5+S5 (Figura 20E) e S25 (Figura 19G). 

As amostras colônicas foram caracterizadas pela presença de edema na 

submucosa na primeira semana após a indução de colite; entretanto, no grupo tratado 

com a combinação P5+S5 nenhum edema foi observado (Figura 18D). Com 14 dias 

de tratamento com P5, P5+S5 e P5+S25 a submucosa do cólon não apresentou 

edema (Figura 19C, 19D e 19E), embora o grupo tratado com S25 apresentou edema 

leve (Figura 19F).  

Após a recidiva o processo inflamatório foi reinstalado, danos estes 

constatados através da visível depleção de células caliciformes e presença de 

infiltrado celular mononuclear e granulócitico no grupo controle (Figura 20B), além da 

presença de edema severo na submucosa dos grupos P5+S25 e S25 que receberam 

a 2ª dose de TNBS (Figura 20F e 20G), comparados ao grupo controle sem recidiva 

que recuperaram a estrutura colônica (Figura 20C). O grupo tratado com P5+S5 não 

apresentou edema na submucosa após a recidiva (Figura 20E).        
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Os estudos histológicos confirmam o efeito benéfico da combinação P5+S5 

(Figura 18D, 19D e 20E). Os animais tratados com P5+S5 mostraram completa 

recuperação na estrutura das células do cólon, caracterizada pela restauração da 

camada epitelial da mucosa, acompanhada pela presença de células caliciformes com 

a produção de muco. Foi observado também redução no infiltrado celular mononuclear 

e granulocítico na lâmina própria e submucosa, e nenhum edema visível na 

submucosa.       
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Figura 18 : Fotomicrografias da mucosa do cólon de ratos na fase crônica da doença, 
durante a primeira semana de tratamento. A indução de colite com 
TNBS/etanol foi realizada no dia 1. Os cortes foram corados com 
Hematoxilina e Eosina (HE). (A) grupo não-colitico (branco), mostrando a 
histologia do cólon do rato normal; (B) grupo controle, com ulceração (seta 
preta) e infiltração severa de células inflamatórias na submucosa (seta 
branca); (C) grupo tratado com paepalantina (P5) apresentando infiltração 
de células inflamatórias na submucosa (seta branca); (D) Combinação 
P5+S5; (E) grupo tratado com P5+S25, com área de ulceração (seta); (F) 
grupo tratado com S25 com ulceração (seta preta) e infiltração de células 
inflamatórias (seta branca). (material objetivado em objetiva de 4X) 
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Figura 19 : Fotomicrografias da mucosa do cólon de ratos na fase crônica da doença, 

durante 14 dias de tratamento. A indução de colite com TNBS/etanol foi 
realizada no dia 1. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina 
(HE). (A) grupo não-colitico (branco), mostrando a histologia do cólon do rato 
normal; (B) grupo controle, com ulceração (seta preta) destacando a 
diminuição da espessura da mucosa nesse material; (C) grupo tratado com 
paepalantina (P5); (D) Combinação P5+S5; (E) grupo tratado com P5+S25; 
(G) grupo tratado com S25. (material objetivado em objetiva de 4X em A, C, 
D E e F e objetiva de 10X em B) 
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Figura 20 : Fotomicrografias da mucosa do cólon de ratos na fase crônica da doença, 
durante 21 dias de tratamento. A indução de colite com TNBS/etanol foi 
realizada no dia 1 e uma 2a dose (recidiva) foi administrada no 15o dia. Os 
cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE). (A) grupo não-colitico 
(branco), mostrando a histologia do cólon do rato normal; (B) grupo controle, 
com ulceração (seta preta); (C) controle sem recidiva (CSR) com ulceração 
no epitélio da mucosa (seta); (D) grupo tratado com paepalantina (P5); (E) 
Combinação P5+S5; (F) grupo tratado com P5+S25 apresentando ulceração 
na mucosa (seta preta) e infiltrado de células inflamatórias (seta branca); (G) 
grupo tratado com S25. (material objetivado em objetiva de 4X em A, B, D, E 
e G em objetiva de 10 X em C e F) 
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3.4. Avaliação dos parâmetros bioquímicos 
 
  
          

         O progresso do processo inflamatório no grupo controle também foi observado 

bioquimicamente através das atividades enzimáticas da MPO e FA que foram 

maximamente aumentadas sete dias após a primeira instilação de TNBS quando 

comparadas aos níveis enzimáticos dos animais não colíticos (Tabela 5). Esses 

resultados também foram associados à redução significante no conteúdo de GSH 

(Tabela 5). 

 A combinação P5+S5 preveniu o impacto das lesões causadas pela indução da 

colite nas duas primeiras semanas de experimento através da manutenção dos níveis 

de GSH colônicos e redução da atividade enzimática da MPO e FA (Tabela 5). Em 

adição, este tratamento combinado foi melhor que a S25 testada isoladamente na 

segunda semana na manutenção dos níveis de GSH. Entretanto a GSH também foi 

mantida e as atividades enzimáticas da MPO e FA foram reduzidas pelo tratamento 

com P5 (Tabela 5). 

      Após a segunda administração de TNBS, a reativação do processo inflamatório 

colônico não foi observada na GSH e na MPO. Isto foi evidenciado porque nenhuma 

diferença estatisticamente significante foi encontrada nestes parâmetros bioquímicos 

analisados (Tabela 5). Entretanto, o cólon dos animais tratados com a combinação 

P5+S25 reduziu a atividade da FA, comparadas ao grupo controle e aos respectivos 

tratamentos P5 e S25 (Tabela 5).   
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Tabela 5 . Efeito dos tratamentos com paepalantina (5mg/Kg) (P5), sulfassalazina (25 
mg/Kg) (S25) e das combinações paepalantina 5mg/Kg+sulfassalazina 
5mg/Kg (P5+S5), paepalantina 5mg/Kg+sulfassalazina 25mg/Kg (P5+S25)  
no conteúdo de glutationa total (GSH), na atividade das enzimas 
mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina (FA) na fase crônica da colite 
com recidiva induzida por TNBS em ratos. 

Grupo  GSH   

(nmol/g de tecido) 

MPO  

 (U/g de tecido) 

FA 

 (mU/ mg de 

proteína) 

1 semana  

Branco 

 

2385,75±294,48* 

 

127,59±14,52** 

 

4,20± 0,36** 

Controle 1590,06±53,57+ 1038,76±225,94++ 19,15±4,37++ 

P5 2359,05±227,36* 264,86±94,13* 6,77±0,92** 

P5+S5 2571,86±173,51** 292,17±77,43* 7,36±1,13** 

P5+S25 2091,9±175,74 326,47±104,50 21,69±3,90++ 

S25 2386,00±177,05* 950,97±327.99+ 7,45± 0,91** 

2 semanas  

Branco 

 

2266,04±169,80 

 

115,86±12,91 

 

5,79±0,69** 

Controle 1881,33±359,64 220,60±42,94 13,31±1,65++ 

P5 2383,19±114,01* 135,48±16,61 6,07±0,42** 

P5+S5 2689,82±161,17** XX 165,46±11,96 8,02±1,44* 

P5+S25 2103,06±69,22 219,41±48,48 11,22±0,84+ 

S25 1776,58±63,50+ 262,39±59,42+ 11,19±1,28++ 

3 semanas  

Branco 

 

1976,16±150,56 

 

90,92±6,73 

 

3,83±0,24* ## 

Controle 1702,07±161,98 132,35±18,51 6,86±0,43+ 

CSR 1823,10±127,71 96,65±13,83 7,06±0,43++ 

P5 1923,81±89,95 214,23±41,83+ 9,58±0,39* ++ 

P5+S5 1975,66±129,78 146,55±37,23  7,57±1,28++ 

P5+S25 2117,32±68,75 166,66±24,16 3,94±0,30* XX && ## 

S25 1765,20±120,79 173,90±24,32 7,35±0,89++ 

 
Os dados são expressos como média± E.P. M; * P< 0,05, ** P< 0,01 comparados ao grupo 
controle; + P< 0,05, + + P< 0,01 comparados ao grupo branco; # P< 0,05, # # P< 0,01 comparados 
ao grupo controle sem recidiva (CSR); XX P< 0,01 comparados ao grupo S25; & & P< 0,01 
comparados ao grupo P5.
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A doença inflamatória intestinal (DII) é uma condição que afeta o trato 

gastrintestinal e é compreendida, fundamentalmente, por duas doenças distintas: a 

Doença de Crohn (DC) e Colite Ulcerativa (CU), ambas com etiologia desconhecida e 

vários mecanismos fisiopatológicos envolvidos, como predisposição genética, ação de 

diversos fatores ambientais e resposta imune anormal (PODOLSKY, 2002). Durante 

os últimos anos tem ocorrido um aumento gradual na incidência destas doenças 

intestinais (LOFTUS, 2000), o que justifica o importante esforço que vem sendo 

realizado por pesquisadores na busca de novos fármacos eficazes no tratamento da 

DII e na prevenção das recidivas que a caracterizam. 

Provavelmente, a dificuldade em encontrar um fármaco realmente eficaz resida 

no entendimento incompleto da patogênese desta doença, onde inúmeros fatores 

estão implicados, como infiltração neutrofílica e produção elevada de mediadores 

inflamatórios, responsáveis por produção excessiva de espécies reativas de oxigênio 

que ocasiona ou perpetua o processo do dano tecidual (PEARSON et al., 1996; 

YAVUZ et al., 1999; PRAVDA, 2005). 

Considerando-se que a paepalantina, uma isocumarina isolada dos capítulos 

florais de Paepalanthus bromelioides apresenta atividade antioxidante e 

antiinflamatória intestinal comprovada (DI STASI et al. 2004) e, que a sulfassalazina 

(fármaco de escolha para o tratamento da Doença Inflamatória Intestinal em humanos) 

possui sérios efeitos colaterais, especialmente quando usada em altas doses ou em 

longos períodos de tratamento, a combinação da paepalantina com a sulfassalazina foi 

alvo de estudo do presente projeto, com o objetivo de avaliar se a paepalantina pode 

produzir efeitos preventivos e curativos associada a doses menores de sulfassalazina 

que as comumente utilizadas e, desta forma produzir efeitos protetores com menor 

incidência de efeitos colaterais e adversos decorrentes da administração da 

sulfassalazina. 

         Para testar as combinações nos animais, a escolha do modelo experimental é 

fundamental e deve-se levar em consideração aquilo que se propõe o estudo. Assim, a 
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utilização do modelo de indução de colite por ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS) 

combinada ao etanol (50%), está justificada em função de reproduzir o que ocorre na 

doença em humanos, especialmente considerando-se suas características 

histopatológicas e clínicas, como ulceração, perda de apetite e peso corporal. Neste 

modelo, a instilação de uma solução alcoólica (etanol 50%) quebra a barreira intestinal 

e o TNBS age como um hapteno, evocando uma resposta imunológica. A 

administração separada do hapteno e do etanol (50%) não produz inflamação crônica. 

O presente estudo mostra o efeito exercido por diferentes combinações de 

paepalantina e sulfassalazina na melhora do insulto provocado pela instilação 

intracolônica de TNBS/etanol em ratos em duas condições experimentais: aguda e 

crônica com recidiva.  

A colite induzida pelo TNBS/etanol via intracolônica, promoveu lesão no cólon 

dos animais na fase aguda da doença. O pré-tratamento oral com a combinação 

P5+S5 e com os agentes P5 e S25 promoveram efeitos benéficos nos danos 

causados no tecido, reduzindo o escore de lesão do cólon, comparados ao grupo 

controle. Embora não tenha ocorrido diferença estatística com esta combinação e os 

agentes isolados, a dose de sulfassalazina utilizada na combinação foi cinco vezes 

menor que o fármaco de referência sulfassalazina (S25). 

Entretanto, na fase crônica com recidiva (terceira semana), a combinação 

P5+S25 foi significativamente melhor que os agentes testados isoladamente nas 

doses de 5 mg/Kg de paepalantina e de 25 mg/Kg de sulfassalazina na proteção da 

mucosa colônica causada pelo dano induzido pelo TNBS. Este efeito foi acompanhado 

pela redução da atividade da FA.  

O aumento do peso do tecido do cólon inflamado também é considerado um 

indicador da severidade e extensão da resposta inflamatória (RACHMILEWITZ et al., 

1989). Os resultados do presente estudo demonstraram aumento na relação 

peso/comprimento do cólon nos grupos tratados com os agentes combinados (P5+S5, 

P5+S15 e P5+S25) e isolados (P5 e S25) na fase aguda. Somente na primeira 
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semana da fase crônica os tratamentos com P5 e S25 protegeram o cólon do 

processo inflamatório, em relação ao grupo controle. Este parâmetro, razão 

peso/comprimento colônico, é de difícil recuperação como visto por outros autores 

(OCETE et al.,1998), e pode ser explicado pela severa e extensiva lesão induzida no 

cólon pelo TNBS/etanol, o qual é difícil ser superado por tratamentos farmacológicos 

(VELJACA et al.,1995; VILLEGAS et al.,2003). 

A presença de aderências entre o cólon e os órgãos adjacentes resulta da 

inflamação transmural, característica comum da Doença de Crohn em humanos 

(LEVINE, 1994) e da colite experimental induzida por TNBS (YAMADA et al., 1992; 

BELL et al., 1995). No presente estudo, após a indução de colite por TNBS/etanol, a 

incidência de aderências entre o intestino e os órgãos adjacentes ocorreu em todos os 

grupos tratados na fase aguda, devido à severidade do processo inflamatório agudo. 

Na fase crônica, os sinais de aderência foram observados com menor incidência após 

a segunda semana. Na terceira semana a incidência de aderências apresentou-se 

ausente nos animais tratados com a combinação P5+S25, sugerindo um efeito 

protetor da combinação, no processo inflamatório.  

De acordo com Musch et al., (1982), o processo inflamatório instalado pela 

infiltração de neutrófilos leva ao desencadeamento da cascata dos metabólitos do 

ácido araquidônico, com formação do ácido 5-hidroxieicosatetraenóico (5-HETE), que 

pode ser um dos fatores responsáveis pela diarréia observada na DII. A incidência de 

diarréia nos animais foi observada nos grupos controle e tratados, nos dois diferentes 

protocolos experimentais, fase aguda e crônica. Entretanto, a diarréia não foi 

observada após a recidiva (3ª semana) no grupo que recebeu a combinação P5+S5. 

Estes dados indicam que a combinação P5+S5 foi eficaz na proteção dos danos 

causados pelo TNBS, protegendo o cólon da diarréia após a recidiva.   

Entre os sintomas da DII está à redução do peso corporal, que ocorre devido à 

redução no consumo alimentar, resultado de dor abdominal e diarréia durante a fase 

ativa da doença (CAMPOS et al., 2002). Uma redução no consumo alimentar, seguido 
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pela perda de peso corporal dos animais, após a indução da colite, foi verificado em 

todos os grupos controle e tratados na fase aguda da doença. Ao contrário do que foi 

observado na fase aguda, na fase crônica os animais foram restabelecendo seu 

consumo alimentar e, consequentemente, seu peso corporal.  De acordo com Morris et 

al., (1989), o modelo TNBS produz uma inflamação severa no cólon, mas não afeta 

significantemente o ganho de peso pelos animais, a longo prazo. Assim, é necessário 

um período de recuperação para que os animais restabeleçam seu consumo e, 

consequentemente, seu peso corporal. 

A ocorrência da inflamação intestinal na colite ulcerativa é caracterizada pela 

infiltração de numerosos linfócitos e granulócitos na mucosa e submucosa e por 

depleção de células caliciformes no cólon, em casos moderados a graves da doença 

(ASAKURA et al., 2007). Através das análises histológicas do cólon dos animais 

submetidos ao procedimento experimental da fase aguda e crônica, pôde-se constatar 

um processo inflamatório intestinal visível no grupo controle, com a infiltração de 

células inflamatórias nas camadas do cólon. O aumento de células inflamatórias na 

mucosa e submucosa na DII promove a síntese e liberação de uma série de diferentes 

mediadores pró-inflamatórios, incluindo eicosanóides, citocinas e metabólitos reativos 

de oxigênio e nitrogênio, os quais são responsáveis pela perpetuação da resposta 

inflamatória (PAVLICK et al., 2002). O processo antiinflamatório foi observado nos 

grupos tratados com a combinação P5+S5 , assim como com P5, nas duas fases 

experimentais, nos quais a proliferação de células inflamatórias na mucosa e 

submucosa do cólon foi menor. Os neutrófilos e monócitos de pacientes com DII ativa 

produzem altas concentrações de espécies reativas de oxigênio, comparados à 

pacientes sadios (D’ORICO, 2000). Segundo McKenzie (1996), há uma elevação das 

espécies reativas de oxigênio na inflamação da mucosa do cólon na colite ulcerativa, o 

que pode causar danos diretos na célula epitelial.  

No processo inflamatório, um aumento na produção das espécies reativas de 

oxigênio debilita as defesas antioxidantes, como a glutationa. A GSH é essencial para 
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a integridade da função e estrutura do intestino; ratos deficientes em GSH mostraram 

severa degeneração do jejuno e mucosa colônica e apresentaram perda de peso e 

diarréia (MARTENSSON et al.,1990).  A redução nos níveis de glutationa foi detectada 

em humanos (LAUTERBURG et al., 1988) e na inflamação colônica experimental 

(PEH et al., 1989). Através do modelo de indução de colite por TNBS, Grisham et al., 

(1990) e Barret (1990), observaram uma redução marcante nos níveis de GSH. Nieto 

et al., (2000) também observaram que há uma redução de GSH no tecido de animais 

com colite induzida por TNBS. Considerando-se que a administração de um 

bloqueador de radicais sulfidrila em ratos promove inflamação colônica (LOGUERCIO 

et al., 2003) e que a suplementação com GSH melhora o dano colônico em colite 

experimental (ARDITE et al., 2000), novos compostos que impedem a redução dos 

níveis deste tripeptídeo caracterizam-se como potenciais no tratamento da DII.  

A eficácia da paepalantina (5 mg/Kg), na contenção dos níveis de GSH, já foi 

observada anteriormente, por Di Stasi et al., (2004), a qual atenuou de forma 

significativa as lesões induzidas pelo ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS) em ratos. 

No presente trabalho, a depleção nos níveis de GSH foi observada nos animais 

submetidos à indução de colite por TNBS/etanol na fase aguda e crônica com recidiva.  

O pré-tratamento realizado na fase aguda com os agentes combinados P5+S5 

e P5+S25 impediram a depleção do conteúdo de GSH, mas não foram diferentes 

significativamente dos grupos tratados com P5 e S25, os quais também impediram de 

forma significativa à depleção do conteúdo de GSH, em relação ao grupo controle. A 

combinação P5+S5 também impediu a depleção da GSH na primeira e segunda 

semana da colite crônica. Sendo que na segunda semana foi melhor que a S25 

testada isoladamente. Esta combinação, também reduziu a atividade da MPO, na fase 

aguda e na primeira semana da colite crônica. A inibição da MPO aumenta as defesas 

antioxidantes no cólon inflamado (GALVEZ et al., 2006).  

A MPO é uma enzima presente nos grânulos azurófilos dos neutrófilos e, em 

pequena quantidade, em monócitos e macrófagos. A redução da atividade desta 
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enzima pode ser interpretada como manifestação da propriedade antiinflamatória de 

um dado composto (VELJACA et al., 1995). A combinação P5+S5 no pré-tratamento e 

pós-tratamento reduziu a atividade da MPO, resultados estes comprovados pelos 

dados microscópicos, onde ocorreu atenuação dos danos da mucosa e da submucosa 

com redução da infiltração de neutrófilos, promovendo uma atividade antiinflamatória. 

A paepalantina é eficaz em interferir nos sistemas MPO/ H202 e MPO/ H202/Cl-, 

esta interferência foi relacionada à inibição da mieloperoxidase e pelo efeito de 

seqüestrar ácido hipocloroso (HOCL) (KITAGAWA et al., 2003). A presença dos 

grupos OH no C9 e C10 na molécula paepalantina pode permitir a atividade 

antioxidante desta isocumarina como detectado pelo sistema MPO/H202/Cl- 

(KITAGAWA et al., 2003). De acordo com Wasil et al., (1988), seqüestradores de 

HOCL podem inibir danos potenciais aos tecidos inflamatórios. 

Kettle et al. (1991), verificaram que a sulfassalazina também é um fármaco 

anti-inflamatório efetivo em inibir a enzima  MPO para converter o H2O2 em ácido 

hipocloroso (HOCL). Entretanto, no presente estudo tanto na fase aguda quanto na 

fase crônica, a sulfassalazina na dose de 25 mg/Kg não inibiu a atividade da MPO, em 

relação ao grupo controle, mas foi eficaz nesta inibição quando combinada com a 

paepalantina na dose de 5 mg/Kg. Cruz et al. (2001), verificaram que a sulfassalazina 

na dose de 100mg/Kg (4 vezes maior que a dose testada no presente estudo) inibiu a 

atividade da MPO. Woodruff et al. (2005), também observaram que o tratamento com 

a sulfassalazina na dose de 100mg/Kg,  na fase aguda da doença reduziu os níveis de 

MPO no cólon de ratos colíticos. Desta forma, doses baixas de sulfassalazina, como 

utilizada no presente trabalho, podem interferir com a eficácia da sulfassalazina em 

inibir os níveis de MPO no cólon inflamado. Este fato sugere que a paepalantina seria 

o composto responsável por esta inibição na fase aguda e na primeira semana da fase 

crônica da doença.       

Análises bioquímicas e imunohistoquímicas indicam que a infiltração de 

leucócitos (macrófagos e neutrófilos) é responsável pelo aumento da fosfatase alcalina 
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(FA) no cólon inflamado (SÁNCHEZ DE MEDINA et al., 2004). Isto ocorre porque a FA 

está localizada em grânulos específicos de neutrófilos (BORREGAARD et al., 1987; 

KOBAYASHI e ROBINSON, 1991). A FA participa na absorção de nutrientes no 

intestino (SÁNCHEZ DE MEDINA et al., 2004) e na manutenção e ou função de 

algumas estruturas intestinais (SHAO et al., 2000), embora seu papel fisiológico 

específico seja desconhecido. Entretanto, numerosos estudos sugerem que a FA, 

presente nas microvilosidades intestinais, tem importante papel no mecanismo de 

defesa contra alguns patógenos (POESLTRA et al.,1997).  

A atividade da fosfatase alcalina pode ser considerada como um marcador 

sensível à inflamação do intestino, uma vez que a atividade desta enzima está 

aumentada nos experimentos de colite (SÁNCHEZ DE MEDINA et al., 1996). A 

atividade da FA também estava aumentada no cólon dos animais colíticos tanto na 

fase aguda como crônica no presente estudo, devido ao processo inflamatório ocorrido 

pelo TNBS.  

Nenhuma das combinações reduziu a atividade da FA na fase aguda, no 

entanto, a atividade desta enzima foi reduzida na primeira e segunda semana do 

experimento crônico pela combinação P5+S5 e pelos grupos isolados P5 e S25, em 

relação ao grupo controle. Entretanto, após a recidiva, a atividade inibitória desta 

enzima foi significativamente maior quando os animais foram tratados com P5+S25.  

De acordo com Levine (2008), o sinergismo indica um efeito conseguido por 

uma combinação de agentes terapêuticos, onde o efeito qualitativo e ou quantitativo é 

maior que o efeito dos agentes administrados isoladamente. Outros autores também 

estudaram a estratégia terapêutica de combinar a sulfassalazina ou seu metabólito 

ativo 5-ASA, com compostos com atividade na colite ulcerativa. Pacientes com colite 

ulcerativa tratados com a combinação de 5-ASA (2g/d) e rosiglitazone (4mg/d) tiveram 

melhores efeitos terapêuticos do que pacientes tratados somente com 5-ASA (LIANG 

E OUYANG, 2008). Barbosa et al. (2003) concluíram que o estresse oxidativo no 

plasma de pacientes com colite ulcerativa diminuiu com o uso combinado de 
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sulfassalazina e óleo de peixe rico em ômega-3, devido à redução na produção de 

radicais livres. Estudos preliminares também têm investigado a combinação 

terapêutica do 5-ASA com probióticos na colite ulcerativa (GUSLANDI et al.,2003). 

Van Assche et al. (2002) verificaram que a combinação do 5-ASA com esteróides 

apresentou efeito sinérgico; entretanto, os autores sugerem que este efeito precisa ser 

melhor elucidado para ensaios clínicos. Em ensaios experimentais, o 5-ASA foi 

administrado em combinação com a N-acetilcisteina (NAC) em ratos colíticos 

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).  

Apesar da combinação P5+S5 ter apresentado atividade antiinflamatória 

intestinal com uma dose de sulfassalazina 5 vezes menor que a dose de 

sulfassalazina testada isoladamente, nos parâmetros bioquímicos avaliados nos dois 

experimentos (fase aguda e crônica), não é possível afirmar a presença de sinergismo, 

visto que a paepalantina produziu efeitos semelhantes a esta combinação, nos 

mesmos parâmetros estudados. Este fato pode ser parcialmente explicado pela 

capacidade antioxidante da paepalantina, observada no presente estudo pela redução 

da peroxidação lipídica induzida em membranas de cérebro por sulfato ferroso e ácido 

ascórbico e por sua atividade antiinflamatória (DI STASI et al., 2004). Apesar da 

ausência de efeitos sinérgicos da paepalantina sobre a atividade antinflamatória da 

sulfassalazina, a associação de paepalantina (5 mg/Kg) com sulfassalazina (5 mg/Kg) 

promoveu efeitos protetores usando dose 5 vezes menor do fármaco de referência, 

indicando que esta combinação pode ser usada com menores efeitos adversos e 

colaterais relacionados à sulfassalazina. 
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           Em conclusão, os resultados apresentados mostram que o tratamento com a 

combinação paepalantina e sulfassalazina (P5+S5), promoveu efeito preventivo e 

curativo na mucosa colônica afetada pelo TNBS/etanol, facilitando a recuperação do 

tecido inflamado, um efeito que está associado por impedir a depleção da glutationa 

(GSH) e reduzir as atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina 

(FA). Contudo, estes efeitos foram semelhantes aos agentes testados isoladamente 

(P5 e S25) na fase aguda e na primeira semana da fase crônica. No entanto, esta 

combinação obteve estes resultados com uma dose de sulfassalazina cinco vezes 

menor que a dose de sulfassalazina testada isoladamente. Esta combinação, na 

segunda semana da fase crônica, obteve melhores resultados do que S25 na proteção 

do cólon, impedindo a depleção de GSH; entretanto, não é possível afirmar a presença 

de sinergismo, visto que a paepalantina testada isoladamente apresentou resultados 

semelhantes à combinação. 
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