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Há um tempo para tudo e  

um tempo para todo propósito debaixo do céu. 

Tempo de nascer e tempo de morrer; 

tempo de plantar e tempo de colher. 

Ecl. 3, 1-2 
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RESUMO 

 

 

Introdução: Hipertrofia do tecido adiposo mesentérico e modificações na 
produção de adipocitocinas são características presentes nos pacientes com 
Doença de Crohn. Experimentalmente, estas alterações podem ser obtidas em 
animais com colite induzida por ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS). O 
metotrexato (MTX) é uma droga utilizada em pacientes com Crohn que não 
respondem a terapia com corticóides. Portanto, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar a ação do tratamento com MTX sobre o tecido adiposo mesentérico em 
animais com colite reativada por TNBS. Metodologia: Ratos machos Wistar 
receberam 3 administrações de TNBS (3mg em etanol 50%) e foram tratados 
com MTX (3 mg/kg). Um grupo saudável foi mantido como controle (CN). A 
colite foi avaliada através de escore macroscópico, histologicamente e pela 
atividade de mieloperoxidase, bem como pela expressão de citocinas (TNF-α e 
IL-10) na mucosa colônica e outros marcadores inflamatórios (iNOS e TLR-4) 
através da  Western blot. As alterações de tecido adiposo foram avaliadas por 
meio da determinação de adipocitocinas liberadas no sobrenadante de células 
colônicas de curto-prazo (TNF-α, IL-10, leptina e adiponectina) por ELISA. O 
infiltrado de macrófagos foi avaliado através da expressão de F4/80 no tecido 
adiposo. Resultados: Metotrexato exerce uma atividade antiinflamatória na 
colite reativada resultando em um menor escore, adicionalmente, o tratamento 
com MTX resultou em redução da expressão de TNF-α e aumento de IL-10 no 
cólon. O MTX reduziu a expressão de iNOS e TLR-4. No tecido adiposo, o MTX 
reduziu a produção de adipocitocinas pró- e antiinflamatórias, bem como o 
infiltrado de macrófagos. Conclusão: A terapia imunossupressora reduz as 
alterações inflamatórias no intestino e também no tecido adiposo adjacente, 
sugerindo que a modulação farmacológica seja também fundamental para 
reduzir as alterações de tecido adiposo no paciente com doença de Crohn. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
ABSTRACT 
 
 
 
 
Introduction: Mesenteric white adipose tissue hypertrophy and modifications in 
adipocytokine production are described features of Crohn’s disease. 
Experimentally, these alterations can be induced in a model of reactivated 
colitis by repeated administration of trinitrobenzenosulfonic acid (TNBS). 
Crohn’s disease patients refractory to corticosteroid treatment are frequently 
treated with methotrexate. Thus, the subject of this work was evaluate the effect 
of methotrexate upon mesenteric WAT alterations and inflammatory intestinal 
inflammation in TNBS reactivated colitis. Metodology: Male Wistar rats 
received TNBS (3mg in ethanol solution) three times during 35 days and they 
were treated with methotrexate (3mg/kg). A control group was carried out. 
Colitis status was evaluated by macroscopic score, histopathological analysis, 
myeloperoxidase activity, as well as TNF-α, IL-10, iNOS and TLR-4 expression 
in colon samples. The adipose tissue alterations were assessed by TNF-α, IL-
10, leptin and adiponectin production, as well as by macrophage infiltration 
evaluation. Results: Methotrexate exerts an anti-inflammatory activity in 
experimental reactivated colitis by reducing the inflammatory score and 
neutrophil infiltration. Additionally, methotrexate treatment reduces TNF-α and 
improving IL-10 production in colon. Methotrexate treatment also reduces other 
inflammatory parameters in the colon, such as iNOS and TLR-4 expression. In 
mesenteric white adipose tissue, methotrexate treatment reduces the 
production of pro- and anti-inflammatory adipocytokines as well as macrophage 
infiltration. Conclusion: The immunossupressant therapy reduces the intestinal 
inflammatory response and it has a role in adjacent adipose tissue, suggesting 
that immunosuppressant drugs diminish adipose tissue alterations in Crohn 
disease patients.  
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DC                              Doença de Crohn 
DDNBS                       Ácido dinitrobenzeno-sulfônico 
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TNF-α                          Fator de necrose tumoral alfa 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Tecido Adiposo e adipocitocinas  

 

        Estudos demonstram que durante muitos anos o tecido adiposo foi 

considerado o mais importante órgão de armazenamento de energia do 

organismo humano. Para garantir a sobrevivência de todas as espécies, 

mesmo em condições de escassez de nutrientes no meio ambiente, os 

mamíferos são capazes de estocar o excesso de calorias consumidas e não 

requisitadas para suprir suas necessidades metabólicas imediatas, como 

lipídios, proteínas e carboidratos (glicogênio). Os lipídeos, por serem 

hidrofóbicos, podem ser armazenados em grandes quantidades dispensando a 

participação da água como solvente, e contêm, por unidade de massa, mais do 

que o dobro de energia armazenada que os outros dois componentes, 

fornecendo mais energia metabólica quando oxidados. O excesso de energia 

consumido é convertido em moléculas de triglicérides, que em situações de 

necessidade como no jejum, podem ser liberados rapidamente na forma de 

ácido graxos livres e glicerol, garantindo assim a manutenção da homeostase. 

O controle da estocagem e da liberação de lipídeos se dá graças à inervação 

simpática do tecido adiposo, e à presença, na membrana dos adipócitos, de 

receptores para diversos hormônios como glicocorticóides, insulina e 

hormônios tireoideanos  (Hanauer, 2004; Havel, 2004). 

        Na última década, à caracterização do tecido adiposo - fundamentalmente 

como um órgão de armazenamento de energia - vêm sendo acrescidas 

propriedades distintas, principalmente após a descoberta da leptina ocorreu em 

1994, pelo grupo do Dr. Friedman da Universidade Columbia de Nova York. 



Este conceito emergente define para o tecido adiposo importante função 

endócrina, produtor e secretor de inúmeros peptídeos e proteínas bioativas, 

denominadas adipocitocinas, mantendo intensa comunicação com os demais 

órgãos e sistemas orgânicos (Hanauer, 2004).                    

       As adipocitocinas influenciam uma variedade de processos fisiológicos. 

Entre eles, o controle da ingestão alimentar, a homeostase energética, a 

sensibilidade à insulina, a angiogênese, a proteção vascular, a regulação da 

pressão, a coagulação sanguínea e a modulação do sistema imunológico. 

Alterações na secreção de adipocitocinas, consequentes da hipertrofia e/ou da 

hiperplasia dos adipócitos, podem também estar relacionadas à gênese do 

processo fisiopatológico da obesidade e suas complicações (Havel, 2004). 

        O tecido adiposo, enquanto órgão secretor, apresenta distintas 

peculiaridades, entre elas:  

1) constitui tecido de ampla e variada distribuição orgânica, cuja característica 

compartimentalização individual, nem sempre apresenta conexão entre si. Os 

mecanismos envolvidos com a atividade secretora dos adipócitos permanecem 

sob investigação, existindo dúvidas acerca dos processos humoral e/ou neural 

relacionados;  

2) adipócitos maduros, pré-adipócitos, fibroblastos e macrófagos, representam 

os diferentes tipos de células que constituem o tecido adiposo e participam da 

sua função endócrina;  

3) a capacidade metabólica do tecido adiposo varia em função da sua 

localização, subcutânea ou visceral, podendo contribuir de forma mais ou 

menos intensa para a secreção de adipocitocinas específicas (Dusserre e cols., 

2000). 



       O tecido adiposo possui a capacidade de produção de adipocitocinas, 

substâncias que participam da resposta inflamatória. Estas adipocitocinas 

podem apresentar ações pró ou antiinflamatórias, como o TNF-α e leptina e, 

adiponectina, respectivamente (Gambero e cols., 2007)  

        Os pesquisadores dedicados a essa linha de estudos acreditam que uma 

melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na secreção de vários 

fatores, hormônios e citocinas, pelo tecido adiposo, poderá auxiliar na 

prevenção e tratamento de diferentes doenças (Charriere e cols., 2003;  

Guerre-Millo , 2004; Fantuzzi, 2005). 

          

1.2. Adipocitocinas e inflamação 

 

As citocinas são proteínas de sinalização celular que controlam as 

interações entre as células do sistema imunológico onde formam um grupo 

diversificado e regulam não apenas as respostas inflamatórias locais e 

sistêmicas, mas também a cicatrização de feridas, hematopoese e outros 

processos biológicos. Até hoje, foram identificadas mais de cem citocinas 

estruturalmente distintas e geneticamente não relacionadas. Trata-se de 

compostos extremamente potentes, que atuam em baixíssimas concentrações 

(10-9 a 10-5 M), através de ligação a receptores específicos nas células-alvo. A 

maioria delas parece atuar apenas localmente, de maneira parácrina (células 

adjacentes) ou autócrina (própria célula que a produz). Muitas são 

funcionalmente redundantes, isto é, verifica-se uma extensa superposição de 

suas atividades, além disso, uma citocina pode induzir a secreção de outras ou 



de mediadores, produzindo assim uma cascata de efeitos biológicos 

(Oppenheim e Ruscetti, 2000). 

As citocinas, produzidas e liberadas pelo tecido adiposo, podem ser  

denominadas adipocitocinas ou adipocinas. Podem atuar paracrinamente no 

tecido adiposo ou serem lançadas na circulação desencadeando ou 

contribuindo para o processo inflamatório (Bastard e cols., 2000; Tataranni e 

cols., 2005). 

As adipocitocinas são classificadas em pró-inflamatórias, como a 

interlecina (IL)-1β, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-α e leptina, por 

exemplo, baseado na sua participação na amplificação da resposta inflamatória 

e, adipocitocinas antiinflamatórias, como a IL-10, IL-4 e adiponectina, por 

exemplo, pois reduzem a produção das citocinas pró-inflamatórias  (Gambero e 

cols., 2007). 

 

 

1.2.1. Citocinas e Adipocitocinas pró-inflamatórias 

 

1.2.1.1. TNF-αααα 

 

O TNF-α possui várias ações pró-inflamatóras e imunorreguladoras como 

o aumento da ativação dos linfócitos T-auxiliares (T-helper), a produção de 

imunoglobulinas e a indução da resposta de fase aguda do fígado. Nesta 

situação, os hepatócitos aumentam a produção de proteínas plasmáticas, 

importantes para a defesa inespecífica do hospedeiro contra infecções como 

por exemplo, a Proteína C-reativa (Oppenheim e Ruscetti, 2000). 



O TNF-α age sobre o tecido adiposo estimulando a lipólise (Zhang e cols., 

2002) o aumento da sua concentração pode causar caquexia por aumentar a 

atividade da lipase, a diminuição de TNF-α  causa resistência a insulina, sendo 

assim um  hormônio–sensível (Kern e cols. ,1995), enzima que retira os 

lipídeos estocados no tecido adiposo, liberando-os na circulação, bem como 

através da inibição da lipase lipoprotéica, enzima que remove os lipídeos da 

circulação depositando-os nos adipócitos (Oppenheim e Ruscetti, 2000). Estes 

efeitos, em conjunto, podem acarretar o aumento das concentrações 

circulantes de ácidos graxos livres, contribuindo para a resistência à insulina 

(Kern e cols., 2001). 

 

1.2.1.2. Interleucina –6 

 

A IL -6 é uma citocina com múltiplas atividades biológicas produzida por 

muitos tipos celulares como linfócito T e B ativados, monócitos, fibroblastos, 

células endoteliais e adipócitos. O tecido adiposo é uma importante fonte de IL-

6 para a circulação sistêmica existindo uma correlação direta entre a produção 

de IL-6 e massa adiposa, sendo o tecido visceral o maior responsável por esta 

produção (Fried e cols.,1998).  

Uma das funções mais conhecidas e estudadas da IL-6 é a de estimular a 

produção de proteína C –reativa, pelos hepatócitos. Esta proteína é a principal 

mediadora da resposta inflamatória de fase aguda, e possui funções imuno-

reguladoras como o recrutamento e ativação do sistema complemento, o 

aumento da reatividade leucocitária e o estímulo da liberação de citocinas 

como IL-1β, IL-18, a própria IL-6 e o TNF-α (Black e cols., 2004).  



1.2.1.3. Leptina   

         O adipócito é a principal fonte conhecida do produto do gene (ob), a 

leptina. A leptina age como um fator de sinalização do tecido adiposo para o 

sistema nervoso central, regulando a ingestão alimentar e o gasto energético 

e, assim, fazendo a homeostase do peso corporal e mantendo constante a 

quantidade de gordura (Gualillo e cols., 2007). No homem, como nos roedores, 

se observa uma correlação fortemente positiva entre os níveis circulantes de 

leptina e a quantidade de gordura corpórea, indicando que secreção de leptina 

é um reflexo de hipertrofia gordurosa (Gualillo e cols., 2007)  .  

 Vários estudos indicam que a leptina desempenha um papel crucial na 

resposta imune e inflamatória. Devido à sua dupla natureza como hormônio e 

como citocina, a leptina pode ser hoje considerada o elo entre o sistema 

neuroendócrino e imunológico. O aumento na produção da leptina, que ocorre 

durante infecções e processos inflamatórios, sugere fortemente que esta 

adipocitocina pode atuar como um componente de proteção do hospedeiro à 

inflamação (Faggioni e cols., 2001).  A leptina regula a resposta de células T, 

polarizando ao fenótipo Th1 (Faggioni e cols., 2001).  Deficiências de leptina 

geram hematopoese deficiente, bem como uma maior susceptibilidade aos 

estímulos infecciosos e inflamatórios, associados à deficiência na produção de 

citocinas (Faggioni e col., 2001). Vários estudos têm implicado a leptina na 

patogênese de condições inflamatórias auto-imunes, tais como encefalomielite, 

diabetes tipo I, inflamação intestinal crônica e doenças degenerativas 

articulares, como artrite reumatóide e osteoartrose (Otero e cols., 2005). 

  



1.2.2. Citocinas e Adipocitocinas antiinflamatórias 

 

1.2.2.1. Interleucina-10  

 

           A IL-10 é uma citocina produzida por macrófagos, linfócitos, monócitos, 

e secretada pelo tecido adiposo visceral e subcutâneo de humanos, sendo de 

maior expressão no depósito visceral. Possui ação antiinflamatória, suprimindo 

a produção de citocinas inflamatórias e conferindo proteção vascular (Herfarth 

e Scholmerich, 2002) . 

             Esta citocina suprime a inflamação por vários mecanismos 

imunológicos, incluindo a redução da expressão de HLA classe II, redução da 

secreção de IL-2 pelas células T e, diminuição de outras citocinas como TNF-α 

e IL-8. A deficiência do gene da IL-10, em ratos, propicia o desenvolvimento de 

inflamação transmural do intestino, lembrando a Doença de Chohn (DC) Este 

tipo de inflamação é agravado pela presença de bactérias na luz do intestino e 

pode ser prevenida com a administração de IL-10 (Herfarth e Scholmerich, 

2002). 

 

 

1.2.2.2. Adiponectina 

 

       A adiponectina foi descoberta simultaneamente por diferentes grupos de 

estudos, recebendo diferentes denominações como apM1, ACRP30 ou adipoQ. 

Trata-se de adipocina produzida abundantemente pelo tecido adiposo e que 

circula em altas concentrações plasmáticas (Arita e cols., 1999). Estas 



concentrações circulantes podem ser afetados por fatores como sexo, idade e 

estilo de vida e, ao contrário de outras adipocinas, encontram-se em níveis 

reduzidos em portadores de obesidade, bem como de diabetes tipo 2 e 

doenças cardiovasculares (Ouchi e cols. , 1999; Hotta e cols., 2000; Kadowaki 

e Yamaguchi, 2005). Correlacionam-se positivamente com a sensibilidade à 

insulina e negativamente com a produção endógena de glicose (Stefan e cols., 

2003). 

 Tem função antiaterogênica e ação antiinflamatória, resultando na 

diminuição da produção e/ou inibição da ação do TNF-α, diminuição da 

produção da IL-6, com consequente indução da produção da IL-l0 e do 

antagonista de receptor da  IL-1β (; Kern e cols., 2003;  Stumvoll e cols., 2005). 

Possui efeito antiaterogênico, pois inibe moléculas de adesão (VCAM-1 e 

ICAM-1) e diminui a adesão de monócitos às células endoteliais, processos 

cruciais no surgimento de doenças cardiovaculares (Ouchi e cols.,1999).  

 



1.3. Alterações no tecido adiposo, associadas às patologias. 

               

O tecido adiposo pode se modificar rapidamente durante infecção e 

inflamação aguda. A supressão do apetite, mediada pela leptina, TNF-α e 

outras citocinas, combinadas com alterações do sistema nervoso autonômico, 

estimulam o tecido adiposo a secretar produtos da lipólise e uma variedade de 

moléculas com ações endócrinas e parácrinas (Pond, 2001). Deste modo, 

durante infecções e inflamações agudas é possível observar o aumento de 

ácidos graxos não-esterificados no plasma, além de várias adipocitocinas 

(Pond, 2001). 

Num processo à longo prazo o tecido adiposo também se modifica em 

patologias como o Diabetes do tipo 2 e na Síndrome de Cushing, por exemplo,  

resultando em alterações na concentração plasmática de lipídeos e na 

sensibilidade periférica à insulina (Arner, 2005). Em outras patologias também 

têm sido descritas alterações no tecido adiposo, como na infecção pelo HIV e 

na DC.   

           As alterações do tecido adiposo, observadas em pacientes com HIV, 

parecem estar relacionadas ao uso da terapia antirretroviral. E também está 

acompanhada de alterações metabólicas como dislipidemia, resistência 

insulínica, hiperglicemia e redistribuição da gordura corporal, fatores de risco 

para doença cardiovascular. O conjunto destas alterações é conhecido como 

síndrome lipodistrófica do HIV (SLHIV) (Jonhson e cols., 2004). 

           A lipodistrofia pode ser classificada clinicamente em três categorias, 

sendo:  



1 – lipoatrofia: caracterizada pela redução da gordura em regiões periféricas, 

como braços, pernas, face e nádegas, podendo apresentar proeminência 

muscular e venosa relativas;  

2 – lipohipertrofia: caracterizada pelo acúmulo de gordura em região 

abdominal, presença de gibosidade dorsal, ginecomastia e aumento das 

mamas em mulheres;  

3 – forma mista: caracterizada pela associação de componentes das duas 

formas anteriormente descritas (Jonhson e cols., 2004).  

          Já na DC temos como característica a cronicidade. O tecido adiposo 

torna-se hipertrófico, e a inflamação descontrolada da mucosa pode afetar 

qualquer parte do trato gastrointestinal (Hanauer, 2006). 

            Durante a inflamação intestinal ocorre um predomínio da produção de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-6, IL-12, IL-18, TNF-α, enquanto que a 

expressão de citocinas antiinflamatórias encontra-se reduzida na mucosa 

intestinal, como IL-4, IL-5 e IL-10 (Rogler e Andus, 1998; Li e He, 2004).  

 

1.4. Doença Inflamatória Intestinal: Doença de Crohn 

 

           A doença inflamatória intestinal é um termo que descreve coletivamente 

várias patologias inflamatórias que acometem o intestino, como a colite 

ulcerativa e a DC (Coelho e Lavery, 1996).  

           A DC, inicialmente descrita como ileíte regional pelo Dr. Burrill Crohn, 

mostrou-se se tratar de um processo de inflamação crônica, capaz de afetar 

qualquer segmento do canal alimentar da boca até o ânus. E que evolui com 



surtos de exacerbação e remissão imprevisíveis, assim como sua resposta à 

terapia medicamentosa ou cirúrgica (Damião e Habr-Gamma, 1993).   

          É descrita em todo mundo, mostrando uma tendência no crescimento da 

sua incidência, inclusive no Brasil. Porém, a maior incidência é registrada nas 

populações da Europa e América do Norte. Em geral, distribui-se de forma 

semelhante entre ambos os sexos, com maior prevalência na raça branca do 

que em africanos ou orientais. A idade de início da doença está entre os 15 e 

30 anos, tendo um segundo pico entre os 60 e 80 anos (Steidler e cols., 2000). 

           Várias hipóteses procuram estabelecer relações entre o aparecimento 

da DC e fatores ambientais, alimentares, imunogenéticos e infecciosos. Mas, o 

que se observa com freqüência é a piora ou início da DC, associada a crises 

emocionais. Sugere-se que a partir deste fator desencadeante ocorram 

anormalidades imunológicas celulares, ou seja, da reatividade anormal dos 

linfócitos T da mucosa gastrointestinal a uma microflora normal não patogênica 

(Matsumoto e cols., 2001).  

              A apresentação clínica da doença varia de acordo com a extensão, a 

intensidade e as complicações presentes. Acomete, com maior freqüência, o 

íleo terminal e o cólon, iniciando-se tipicamente com crises de diarréia, febre, 

dor abdominal e emagrecimento. Na evolução, podem surgir complicações 

locais, nutricionais e sistêmicas. A doença se agrava e as crises tornam-se 

mais freqüentes, gerando comprometimento do estado geral e piora da 

qualidade de vida do indivíduo (Peakman e Vergani,1999).  

         A DC é caracterizada macroscopicamente e microscopicamente, por 

inflamação crônica em todas as camadas da parede intestinal. Entre as 

alterações macroscópicas presentes, temos a presença de hiperemia, edema, 



no mesentério apresentando linfonodos avermelhados e tumefeitos (Glickman, 

1998). Paralelo à inflamação ocorrem alterações no tecido adiposo 

mesentérico, caracterizadas pela hipertrofia e modificação na produção de 

adipocitocinas (Desreumaux e cols., 1999; Paul e cols., 2006). Essas 

alterações são características da doença e descritas como o tecido adiposo 

mesentérico, que recobre parcialmente a circunferência do intestino delgado e 

grosso, associada à perda do ângulo intestino-mesentério (Peyrin-Biroulet e 

cols., 2007). Em 1999, foi descrito que o tecido adiposo mesentérico produzia 

TNF-α nesses pacientes (Desreumaux e cols.,1999). Na seqüência, foi descrito 

que, além do TNF-α, o tecido adiposo hipertrofiado também produz 

quantidades aumentadas de adiponectina. Como vimos, uma adipocitocina 

considerada antiinflamatória, sugerindo que o tecido adiposo poderia atuar 

como um regulador da inflamação (Yamamoto e cols., 2005). Análise 

histológica do tecido adiposo hipertrofiado também revela um infiltrado de 

células inflamatórias, principalmente de macrófagos e células T (Charriere e 

cols., 2003). 

 

1.5. Terapêutica da Doença de Crohn 

           

           Um grande número de drogas que atuam como antiinflamatórios gerais 

ou seletivos têm sido empregados, porém consegue-se a indução e 

manutenção da remissão das crises, mas não a cura da doença (Kozuch e 

Hanauer, 2008 ).   O tratamento da DC é inicialmente clínico com medidas 

gerais, amenizando os sintomas como dor e diarréia. As dietas enteral, 

parenteral parcial ou total são indicadas na DC grave e/ou complicada, 



principalmente com fístulas, podendo causar remissão da inflamação aguda e 

melhora da condição nutricional (Rigaud e cols.,1991).  

         O tratamento cirúrgico é reservado para as complicações da DC ou 

quando sintomas graves persistem, mesmo após tratamento intensivo com 

drogas antiinflamatórias ou imunossupressoras (Rigaud e cols.,1991). 

 Os avanços mais recentes na terapêutica da DC incluem a utilização de 

terapias que inibem TNF-α, pelo uso de anticorpos monoclonais, como o 

infliximab e o adalimumab (Haunauer e cols., 2002). Os dados relativos a 

estudos clínicos que utilizaram salicilatos, como o 5-ASA, são bastante 

controversos (Desreumaux e Ghosh, 2006). Os antibióticos tem uma utilização 

limitada no tratamento da DC colônica (Sandborn e Feagan, 2003). 

Antiinflamatórios esteroidais continuam a ser a primeira escolha terapêutica 

para o tratamento da doença na fase ativa, podendo ser administrado por via 

sistêmica ou local, como a budenosida retal. Outros imunomoduladores, como 

a azatioprina e sua forma ativa 6-mercaptopurina (6-MP), também têm sido 

usados na manutenção da fase de remissão (Kozuch e Hanauer, 2008).  E, 

finalmente, o metotrexato, um imunomodulador que é utilizado tanto na fase de 

indução como de manutenção da remissão da DC ( Kozuch e  Hanauer, 2008 ). 

          

1.6. Metotrexato 

 

    O metotrexato é um antagonista do ácido fólico. É uma droga eficaz, de perfil 

de segurança aceitável e de baixo custo (Tian e Cronstein, 2007).  Como citado 

anteriormente, tem sido usado para a indução e manutenção da remissão na 

DC. Quimicamente, o metotrexato é o ácido N (2,4-diamino-6-pteridinil) metil-



metilamino benzoilL-glutâmico, responsável por inibir a diidrofolato redutase 

(DHFR) e outras enzimas dependentes de folato, interferindo com a síntese de 

DNA e com a replicação celular, resultando, então, em um efeito 

antiinflamatório e imunossupressor por reduzir a produção de citocinas pró-

inflamatórias e induzir apoptose de linfócitos ativados (Fraser e cols., 2002). O 

metotrexato inibe a produção de citocinas produzidas por linfócitos T, como a 

IL-4, IL-13, IFN-γ e TNF-α . Outro mecanismo de ação, apontado para o 

metotrexato, é a capacidade de liberar adenosina somando então o efeito 

antiinflamatório da adenosina (Tian e Cronstein, 2007). A adenosina liberada 

inibe a adesão de neutrófilos in vitro, bem como reduz o acúmulo de leucócitos 

em exsudatos inflamatórios no modelo de bolsa de ar em camundongos, 

atuando por sua ligação à receptores de adenosina (Cronstein e cols.,1993 ). 

 

1.7. Modelo experimental de Colite por TNBS  

 

O modelo experimental de colite, induzida por ácido-

trinitrobenzenosulfônico (TNBS), é freqüentemente utilizado em estudos, onde 

se busca correlacionar achados fisiopatológicos ou terapêuticos com a doença 

inflamatória intestinal. E contribui para avaliação dos fatores imunológicos 

envolvidos na patologia, bem como na elucidação de possíveis mecanismos 

farmacológicos das drogas utilizadas na terapêutica. Neste modelo, o hapteno 

TNBS é administrado em solução etanólica por via intracolônica em ratos ou 

camundongos - resultando em uma resposta inflamatória, mediada por 

linfócitos TH1 -, visto que o álcool rompe a barreira epitelial e permite a 

introdução de componentes bacterianos e proteínas colônicas haptenadas. Isso 



produz uma resposta imune antigênica, que envolve também a participação 

dos linfonodos mesentéricos. A inflamação transmural também é caracterizada 

pela presença de edema e proeminente infiltrado de células inflamatórias 

(Szczepanik e cols., 2000; Ishiguro e cols., 2004).  

          A manutenção dos animais experimentais - associando indução da colite 

à períodos de remissão durante 35 dias - é capaz de promover alterações no 

tecido adiposo mesentérico. Nestes, o tecido adiposo aumenta de volume, 

embora os adipócitos apresentem menor diâmetro, sugerindo uma proliferação 

dessas células, envolvendo o fator PPAR-γ (Gambero e cols., 2007). O tecido 

adiposo também é capaz de produzir uma quantidade aumentada de TNF-α, 

bem como apresenta um maior infiltrado de macrófagos (Oliveira e cols., 2009). 

Isso sugere que seja um bom modelo experimental para avaliarmos a ação de 

medicamentos, utilizados na terapêutica da DC sobre as alterações 

inflamatórias do tecido adiposo.  



2. OBJETIVOS 
 

2.1. Objetivo Geral 

 

- Avaliar a ação de um imunossupressor nas alterações inflamatórias intestinais 

e do tecido adiposo mesentérico no modelo de colite experimental. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

- Avaliar a ação do metotrexato sobre a produção de citocinas, e outros 

marcadores inflamatórios no cólon de animais com colite reativada, induzida 

por TNBS; 

 

- Avaliar a ação do metotrexato sobre o dano macroscópico, microscópico e 

infiltrado de neutrófilos no cólon de animais com colite reativada, induzida por 

TNBS; 

 

- Avaliar a ação do metotrexato sobre a produção de citocinas pró e anti-

inflamatórias no tecido adiposo mesentérico de animais com colite reativada, 

induzida por TNBS; 

 

- Avaliar a ação do metotrexato sobre alterações inflamatórias presentes no 

tecido adiposo mesentérico de animais com colite reativada, induzida por 

TNBS. 

 



3. MATERIAL E MÉTODOS 

            

3.1. Animais 

 

 Para a realização do estudo, foram utilizados ratos machos Wistar, 

pesando entre 200 e 300 gramas. Esses animais foram acondicionados em 

gaiolas plásticas coletivas e mantidos no Biotério, com ciclos artificiais de 12 

horas de períodos claro e escuro. A temperatura constante foi de 25°C. Água e 

ração foram servidas ad libitum. A realização deste estudo obedeceu às 

orientações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), tendo 

sido este trabalho aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da Universidade 

São Francisco (anexo I). 

 

3.2 Grupos experimentais 

 

 Os animais foram aleatoriamente distribuídos em três grupos 

experimentais contendo cinco animais cada, sendo:  

a) um grupo de controle, formado por animais que receberam administrações 

sucessivas de solução salina via intracolônica;  

b) um grupo de animais com colite, que receberam administrações sucessivas 

de TNBS via intracolônica;  

c) um grupo de animais com colite, que receberam administrações sucessivas 

de TNBS via intracolônica e tratados com metotrexato.   

 



3.3. Modelo experimental de colite induzida por TNBS 

 

Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas, que antecederam a 

realização da administração de TNBS, sendo mantido o livre acesso à água. 

Eles foram anestesiados com uma mistura 1:1 (v/v) de soluções de cetamina 

100 mg/ml e xilasina a 2%, sendo administrado 0,1 ml/kg de peso corporal. 

Após indução da anestesia, os animais receberam por via intracolônica 3 mg 

de (TNBS), dissolvido em 300 µL etanol a 50%. A solução foi injetada no colon 

dos animais com o auxílio de uma sonda. Um grupo experimental recebeu 

somente solução salina e foi considerado controle para a colite experimental. 

Esse procedimento foi realizado no 1º, 14º e no 28º dia, sendo os animais 

sacrificados no 35º dia, totalizando três administrações de TNBS (Szczepanik e 

cols., 2000; Ishiguro e cols., 2004).  

  

3.4. Tratamento  

 

Os animais foram tratados com metotrexato 3 mg/Kg, dividido em duas 

administrações na última semana do protocolo experimental de colite, ou seja, 

no 28º e 31º dia, por via intraperitoneal.  

 

3.5. Coleta de amostras  

 

            No 35º dia do protocolo, os animais foram anestesiados com uma 

mistura de cetamina e xilazina 1:1 (v/v), sendo administrado 0,1 ml para cada 

100 g de peso corpóreo. A cavidade abdominal foi rapidamente aberta, o tecido 



adiposo mesentérico foi dissecado e transferido para meio adequado, e o cólon 

retirado e aberto para análise ou coleta de amostras. Amostras de cólon foram 

obtidas, através de cortes longitudinais e distribuídas aleatoreamente para as 

determinações descritas adiante.  Em seguida, sob o efeito anestésico, os 

animais foram sacrificados por deslocamento cervical. 

 

3.6. Análise macroscópica de lesões   

 

O cólon retirado foi aberto longitudinalmente e lavado com solução 

salina  para a análise macroscópica conforme o escore mostrado na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Análise macroscópica do cólon (Rodriguez-Cabezas e cols., 2002). 

Escore Critérios 

0 Ausência de lesões. 

1 Hiperemia, sem ulcerações. 

2 Ulceração linear sem inflamação.  

3 Ulceração linear com inflamação. 

4 Duas ou mais ulcerações e inflamação.  

5 Duas ou mais ulcerações e inflamação ou uma ulceração com 

extensão superior a 1 cm longitudinalmente no cólon. 

6-10 Se as lesões forem superiores a 2 cm de extensão longitudinalmente, 

será atribuído 1 ponto para cada centímetro adicional.  

 

 

 



3.7. Análise microscópica de lesões 

 

 Fragmentos foram imediatamente acondicionados em formalina 

tamponada a 10%. E após 48 horas foram processados e emblocados em 

parafina. Cortes histológicos de 4 µ foram corados com Hematoxilina e Eosina. 

A presença de infiltrado inflamatório, edema e ulcerações foi avaliada utilizando 

microscópio ótico acoplado a sistema de captação de imagens.  

 

3.8. Determinação da atividade da mieloperoxidase colônica  (MPO) 

 

Uma biópsia do cólon foi imediatamente armazenada a -20º C, para 

posterior determinação dos níveis teciduais de mieloperoxidase (MPO). Para 

tanto, as amostras foram homogeneizadas com tampão HTAB (5 g de 

hexadeciltrimetil brometo de amônia – Sigma – diluído em 1 litro de Tampão 

Fosfato de Potássio) e centrifugadas (10 minutos, 14000 rpm e 4o C). Em 

seguida, foi adicionado o-dianisidine (16,7 mg de o-dianisidine – Sigma; 90 mL 

de água deionizada; 10 mL de Tampão Fosfato de Potássio; 50 µl de água 

oxigenada 1%) ao sobrenadante e foram realizadas leituras cinéticas de 

absorbância  em 460 nm (Bradley e cols., 1982).   

 

3.9. Análise da liberação de adipocitocinas ex vivo 

    

Biópsias do tecido adiposo foram fragmentadas e incubadas por 3 horas 

em Meio 199 (GIBCO Life Technologies,Grand Island, NY), contendo albumina 

de soro bovino (BSA) 1% a 37 graus em banho-maria com agitação constante 



de 50 ciclos por minuto, com borbulhamento de carbogênio (5% CO2 e 95% 

O2). Após a incubação, o meio foi coletado e estocado a – 80o C para posterior 

determinação de adipocinas: TNF-α, leptina, adiponectina e IL-10. A 

quantificação dos níveis de adipocitocinas foi feita por imunoensaio enzimático.  

 

3.10. Imunoensaio enzimático (Enzymatic Imunoassay - EIA) 

 

             O ensaio imunoenzimático (enzyme-linked immunosorbent assay) foi 

utilizado para a quantificação de IL-10 ,TNF-α ,leptina e adiponectina no 

sobrenadante das culturas de tecido adiposo. Foram utilizados Kits Biotrak 

ELISA System (Amersham Biosciences®- UK). Esse ensaio de captura do 

antígeno é empregado para detectar produtos secretados, como citocinas 

(Janeway e cols., 2006). O protocolo utilizado para no desenvolvimento do 

ensaio segue recomendações do fabricante.  

 

3.11. Análise de proteínas por imunoblotting 

 

Biópsias de tecido adiposo e de cólon foram homogenizadas em tampão 

de solubilização contendo Tris 100 mM (pH 7,6), Triton X-100 1%, NaCl 150 

mM, aprotinina 0,1 mg, 35 mg PMSF/ml, Na3VO4 10 mM, NaF 100 mM, Na4P2O7 

10 mM e EDTA 4 mM. Os extratos foram centrifugados em 12000 rpm à 4°C por 

20 minutos. O conteúdo de proteína dos extratos foi determinado através do 

método de Biureto. 

Ao sobrenadante coletado foi adicionado Tampão de Laemmli, contendo 

DTT 100 mM, e as amostras foram fervidas em banho-maria por 5 minutos para 



aplicação em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e separação por eletroforese. 

Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose. As membranas de nitrocelulose foram incubadas com os 

anticorpos anti-TNF-α, anti-IL-10, anti-iNOS, anti-β-actina, anti-TLR-4 e anti-

F4/80 e permaneceram overnight a 4°C até a revelação com kits comerciais de 

quimioluminescência.  

 

3.12. Expressão dos resultados e Análise Estatística 

 

Os resultados foram expressos como média acompanhada do respectivo 

erro padrão da média. Diferenças estatisticamente significantes foram 

determinadas, utilizando-se análise de variância (ANOVA), seguido de pós-

teste de Dunnett para comparações múltiplas.  

 

 



4. RESULTADOS   

 

4.1. Caracterização  da colite experimental  

         

         Os animais com colite apresentaram uma redução do peso corporal, em 

comparação a animais saudáveis do grupo controle (Figura 1). Após o 

tratamento com metotrexato não houve uma recuperação significativa, 

demonstrando que o tratamento com metotrexato não alterou o peso corpóreo 

final dos animais.(Figura 1). 
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Figura 1. Peso corporal dos animais do grupo controle (CN), colite (CP) e tratados 

com metotrexato (MTX). Os valores estão apresentados na forma de média e erro 

padrão da média (EPM) de 10 experimentos. # p <0,01 quando comparado ao grupo 

controle. 

          

 

 



       A Figura 2 mostra que os animais que receberam TNBS, conforme 

descrito, apresentaram maior grau de lesões que podem ser visualizadas 

macroscopicamente, caracterizadas por hiperemia e ulcerações. Lesões 

necróticas não foram observadas. Após tratamento com metotrexato houve 

uma redução da presença de lesões observadas (Figura 2). 
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Figura 2. Escore macroscópico atribuído aos cólons de animais controle (CN), 

colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os valores estão apresentados 

na forma de média e erro padrão da média (EPM) de 10 experimentos.             

* p <0,01 quando comparado ao grupo controle e # p<0,05, quando comparado 

ao grupo colite.     

          A análise microscópica revelou que o tratamento com metotrexato foi 

capaz de reduzir o edema e o infiltrado de neutrófilos, reduzindo também a 

presença de ulcerações (Figura 3). Essas alterações não foram observadas em 

animais do grupo controle.      

 

 



 

 

Figura 3. Observação histopatologica dos colons. (A) Mucosa colônica normal de 

ratos controle (H&E 40X). (B e C) Mucosa colônica de ratos com colite. Nota-se 

ulcerações (U) e edema de submucosa com intenso infiltrado de células inflamatórias 

(seta; H&E 100X). (D e E) Mucosa colônica de animais com colite após tratamento 

com metotrexato. Nota-se infiltrado de células inflamatórias moderado e edema 

reduzido (H&E 40x e 100x, respectivamente). 

 



 

Quando analisamos a atividade de mieloperoxidase no tecido colônico 

desses animais, identificamos que esta se encontra aumentada naqueles com 

colite, quando comparado aos do grupo controle (Figura 4). Após tratamento 

com metotrexato podemos observar uma redução significativa da atividade de 

mieloperoxidase no tecido colônico, confirmando os dados histológicos que 

mostravam a redução do infiltrado de células inflamatórias após tratamento 

(Figura 4).                      
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Figura 4. Níveis teciduais de mieloperoxidase (MPO) nos cólons de animais controle 

(CN), colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os valores estão apresentados na 

forma de média e erro padrão da média (EPM) de cinco experimentos. **p<0,01 

quando comparado ao grupo controle e # p<0,05 comparado ao grupo colite. 

 

 

 



4.2. Expressão de citocinas, iNOS e TLR-4 no cólon 

  

        A Figura 5 apresenta os níveis de TNF-α presentes nos tecidos colônicos 

dos animais controle com colite e após tratamento. Podemos observar um 

aumento da expressão de TNF-α no cólon dos animais com colite e uma 

diminuição significativa naqueles tratados com metotrexato.  
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Figura 5. Expressão de TNF-α no cólon de animais controle (CN), colite (CP) e 

tratados com metotrexato (MTX).  A e B - Imagens ilustrativas de Western blots 

obtidos com anti-TNF-α e anti-β-actina em mesma amostra. C - Os valores  

representam a quantificação da intensidade das bandas obtidas com anti-TNF-α, 

corrigidas pela intensidade das bandas obtidas com anti-β-actina nas amostras, e 

estão apresentados na forma de média e erro padrão da média (EPM) de três 

experimentos realizados. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. ## p<0,01 

quando comparado com o grupo colite.  



Na Figura 6 podemos observar um aumento significativo da expressão 

da citocina IL-10 no cólon dos animais com colite, após o tratamento com 

metotrexato. Esta expressão foi reduzida nos animais com colite quando 

comparada aos de controle.  
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Figura 6. Expressão de IL-10 no cólon de animais controle (CN), colite (CP) e tratados 

com metotrexato (MTX).  A e B - Imagens ilustrativas de Western blots obtidos com 

anti-il-10 e anti-β-actina em mesma amostra. C - Os valores representam a 

quantificação da intensidade das bandas obtidas com anti-IL-10 corrigidas pela 

intensidade das bandas obtidas com anti-β-actina nas amostras e estão apresentados 

na forma de média e erro padrão da média (EPM), de três experimentos realizados. 

**p<0,01 quando comparado ao grupo controle. # p<0,05 quando comparado com o 

grupo colite.  



 

A expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida, a iNOS, também 

foi avaliada no cólon. Podemos observar na Figura 7 que a colite determina um 

aumento significativo na expressão desta enzima e que o tratamento com o 

metotrexato foi capaz de reduzir de maneira significativa esta expressão.  
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Figura 7. Expressão de iNOS no cólon de animais controle (CN), colite (CP) e 

tratados com metotrexato (MTX).  A e B - Imagens ilustrativas de Western blots 

obtidos com anti-iNOS e anti-β-actina em mesma amostra. C - Os valores representam 

a quantificação da intensidade das bandas obtidas com anti-iNOS corrigidas pela 

intensidade das bandas obtidas com anti-β-actina nas amostras, e estão apresentados 

na forma de média e erro padrão da média (EPM) de três experimentos realizados. 

**p<0,01 quando comparado ao grupo controle. # p<0,05 quando comparado com o 

grupo colite.  



Finalmente, analisamos no cólon a expressão do Toll-like receptor-4 

(TLR-4) e mostramos na Figura 8 que a colite está associada a uma expressão 

aumentada de TLR-4 no cólon. Novamente, o tratamento com o metotrexato foi 

capaz de reduzir esta expressão de maneira significativa.   
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Figura 8. Expressão de TLR-4 no cólon de animais controle (CN), colite (CP) e 

tratados com metotrexato (MTX).  A e B - Imagens ilustrativas de Western blots 

obtidos com anti-TLR-4 e anti-β-actina em mesma amostra. C - Os valores 

representam a quantificação da intensidade das bandas obtidas com anti-TLR-4 

corrigidas pela intensidade das bandas obtidas com anti-β-actina nas amostras, e 

estão apresentados na forma de média e erro padrão da média (EPM), de três 

experimentos realizados. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. # p<0,05 

quando comparado com o grupo colite.  



 

4.3. Produção de Adipocitocinas pelo Tecido Adiposo Mesentérico 

        

Nas culturas de tecido adiposo mesentérico de animais com colite 

pudemos observar um aumento significativo da capacidade de liberação ex-

vivo de TNF-α e IL-10 quando comparados ao grupo de animais saudáveis 

(Figura 9 e 10, respectivamente). Após o tratamento com metotrexato, 

observamos uma redução da liberação de TNF-α, mas também uma 

significativa diminuição de liberação de IL-10 (Figura 9 e 10, respectivamente).  
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Figura 9. Níveis de TNF-α liberados ex-vivo pelo tecido adiposo mesentérico de 

animais controle (CN), com colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os valores 

estão apresentados na forma de média e erro padrão da média (EPM) de cinco 

experimentos. ** p <0,01 quando comparado ao grupo controle e ## p <0,01 quando 

comparado ao grupo colite. 
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Figura 10. Níveis de IL-10 liberados ex-vivo pelo tecido adiposo mesentérico de 

animais controle (CN), com colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os valores 

estão apresentados na forma de média e erro padrão da média (EPM) de cinco 

experimentos. * p <0,05 quando comparado ao grupo controle e # p <0,05, quando 

comparado ao grupo colite.  

Não observamos modificação nos níveis de leptina e adiponectina, 

liberadas pelo tecido adiposo durante a vigência da colite (Figura 11 e 12, 

respectivamente). O tratamento com metotrexato também não foi capaz de 

modificar os níveis de leptina, produzidos pelo tecido adiposo mesentérico 

(Figura 11), mas pudemos observar uma redução significativa da liberação de 

adiponectina após tratamento dos animais com metotrexato (Figura 12). 
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Figura 11. Níveis de leptina liberados ex-vivo pelo tecido adiposo mesentérico de 

animais controle (CN), com colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os valores 

estão apresentados na forma de média e erro padrão da média (EPM) de cinco 

experimentos.    
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Figura 12. Níveis de adiponectina liberados ex-vivo pelo tecido adiposo mesentérico 

de animais controle (CN), com colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os 

valores estão apresentados na forma de média e erro padrão da média (EPM) de 

cinco experimentos. # p <0,05 quando comparado ao grupo colite.  

 



 

4.4. Expressão do marcador F4/80 no tecido adiposo mesentérico 

 

Os animais com colite apresentaram no tecido adiposo um nível mais 

elevado de expressão de F4/80 quando comparado àqueles do grupo controle, 

indicando a presença de infiltrado de macrófagos (Figura 13). O tratamento 

com metotrexato foi capaz de reduzir de maneira significativa esta expressão 

(Figura 13).                
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Figura 13. Expressão de F4/80 no tecido adiposo mesentérico de animais controle 

(CN), colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX).  A e B - Imagens ilustrativas de 

Western blots obtidos com anti-F4/80 e anti-β-actina na mesma amostra. C - Os 

valores representam a quantificação da intensidade das bandas obtidas com anti-

F4/80 corrigidas pela intensidade das bandas obtidas com anti-β-actina nas amostras, 

e estão apresentados na forma de média e erro padrão da média (EPM) de três 

experimentos realizados. **p<0,01 quando comparado ao grupo controle. # p<0,05 

quando comparado com o grupo colite.  



 

5. DISCUSSÃO 

 

         A DC é uma doença inflamatória crônica, caracterizada por períodos de 

atividade, com exacerbação dos sinais e sintomas, alternados com períodos de 

inatividade (Hanauner, 2004). O modelo experimental de colite induzida por 

TNBS é o que mais se assemelha à DC. O protocolo utilizado neste estudo 

incluiu três administrações de TNBS em solução etanólica em intervalos 

regulares, mimetizando a ocorrência de períodos de atividade seguidos de 

remissão da doença inflamatória, como se observa na DC. O protocolo utilizado 

neste estudo também resulta no estabelecimento de alterações no tecido 

adiposo mesentérico, como descrito em portadores da DC (Gambero e cols., 

2007).  

          O metotrexato (MTX) tem sido utilizado no tratamento de pacientes com 

DC, mas não há relatos de seu uso no modelo experimental de colite por TNBS 

com reativações. Também são escassos os relatos científicos da ação de 

fármacos, utilizados na terapêutica das doenças inflamatórias intestinais com 

relação a alterações que se estabelecem no tecido adiposo. Deste modo, 

iniciamos nosso trabalho procurando caracterizar a ação do metotrexato sobre 

a inflamação intestinal, e, posteriormente, sobre as alterações do tecido 

adiposo.    

Após indução da colite foi possível observar a presença de lesões 

macroscópicas no cólon, lesões caracterizadas por hiperemia e ulcerações, 

não sendo observada presença de necrose. Após tratamento com metotrexato, 

houve uma redução da presença de lesões observadas.  Há vários relatos na 



literatura que demonstram resultados semelhantes, alguns em modelo que 

avaliam após 24 horas, 7 e 14 dias da indução da colite, onde os autores 

relatam a presença de lesões macroscópicas e altos níveis de infiltrado de 

neutrófilos (Xia e col., 2004; Camacho-Barquero e cols., 2007). Determinamos 

os níveis de atividade de MPO existentes no cólon do grupo de animais com 

inflamação intestinal e comparamos com o grupo saudável. Nesta análise 

observamos um aumento significativo na atividade de MPO nos animais com 

colite, confirmando o quadro inflamatório induzido pelo TNBS e o descrito pela 

literatura.  

Não há relatos da utilização de metotrexato no modelo de colite por 

TNBS com reativações. No modelo de colite reativada, drogas como 

dexametasona, ciclosporina A e 5-aminosalicilatos foram capazes de reduzir os 

danos macroscópicos e a atividade do MPO (Appleyard e col.,1995; Galvez e 

cols., 2003). Em modelo de colite aguda por DNBS (ácido dinitrobenzeno-

sulfônico), em camundongos, o tratamento com metotrexato na dose de 0,5 

mg/kg/dia, durante sete dias, produziu resultados controversos (Graffner-

Nordberg e cols., 2003). Já em outros modelos de colite, como a induzida por 

dextran sulfato de sódio (DSS), em camundongos, o tratamento com 

metotrexato, na dose de 1 mg/kg/dia durante sete dias, reduziu o escore 

inflamatório (Melgar e cols., 2008). Deste modo, optamos por tratar os animais 

com uma dose de metotrexato de 3 mg/kg/semana, baseado no descrito em 

relatos de literatura para outros modelos experimentais de inflamação, que 

também avaliavam a capacidade de inibir a síntese de TNF-α (Tekeoglu  e 

cols., 2007; Du e cols., 2008). O tratamento escolhido foi capaz de reduzir 

significativamente o escore macroscópico inflamatório, bem como reduzir a 



atividade colônica de MPO confirmando sua ação antiinflamatória e 

imunossupressora neste modelo experimental. Assim demos prosseguimento, 

avaliando as alterações histopatológicas. 

 A DC é caracterizada macroscopicamente e microscopicamente por 

inflamação crônica em todas as camadas da parede intestinal, no mesentério e 

nos linfonodos regionais, tanto nos segmentos do intestino delgado, quanto nos 

segmentos cólicos. Embora pouco definidas as alterações iniciais 

macroscópicas, o íleo terminal apresenta-se hiperemiado, edemaciado, com 

mesentério e com linfonodos mesentéricos, correspondentes avermelhados e 

tumefeitos. Em casos mais avançados, a mucosa tem aspecto nodular, descrito 

como “pedra de calçamento”. Essa aparência é resultado do espessamento da 

camada submucosa, aliado a ulcerações da camada mucosa, freqüentemente 

lineares ao longo do eixo axial do intestino. O comprometimento transmural na 

DC pode provocar abertura de fístulas, abscessos e fissuras devido à 

inflamação da camada serosa das alças justapostas, que leva a deposição de 

fibrina, tornando a superfície mesentérica das alças intestinais inflamadas e 

aderentes entre si e entre as demais vísceras abdominais. Isso facilita a 

formação de trajetos fistulosos e aderências fibrosas entre as vísceras 

(Glickman, 1998).  No modelo experimental utilizado neste estudo foi possível 

observar a formação de lesões transmurais, edema e grande infiltrado de 

células inflamatórias. O tratamento com metotrexato foi eficiente em reduzir 

esses parâmetros.  

 Os problemas nutricionais na DC estão sempre presentes como por 

exemplo : à ingestão alimentar inadequada, o aumento das perdas intestinais, 

à má absorção de nutrientes, o catabolismo mediado por citocinas e perdas por 



fístulas levando o paciente a perda de peso corpóreo (Cabre e cols., 2002). A 

correção de deficiências nutricionais é recomendada, especialmente para 

melhorar a habilidade do paciente em reagir a grandes e extensos períodos de 

inflamação (Reimond e cols., 2005). Vimos que o protocolo de colite, com 

reativações, também induz à uma redução no peso corpóreo final dos animais. 

No entanto, o tratamento com metotrexato não foi capaz de reverter esta 

redução - provavelmente por ter sido aplicado somente na última semana que 

antecedeu o sacrifício dos animais - e não permitiu a recuperação deste 

parâmetro apesar da melhora do quadro inflamatório.  

       Avaliamos a expressão de TNF-α e IL-10 no cólon dos animais controle, 

com colite, e também após o tratamento com o metotrexato. Observamos no 

grupo colite um aumento da expressão de TNF-α e uma redução de IL-10. O 

metotrexato reduziu a expressão de TNF-α e restabeleceu a expressão de IL-

10. A IL-10 é uma citocina com propriedades imunomoduladoras, produzida por 

vários tipos celulares, incluindo linfócitos B e T, macrófagos, mastócitos e 

células epiteliais intestinais (Couper e cols., 2008). A IL-10 é capaz de inibir 

tanto a síntese de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, TNF-α e IL-6), como as 

derivadas de células Th2 (IL-4 e IL-5). Animais com colite induzida por TNBS, 

tratados com dexametasona, também apresentaram um aumento da expressão 

de IL-10 colônico paralelamente à inibição de TNF-α  (Zhang  e cols.,2006). 

            Também verificamos a capacidade do metotrexato em modificar outros 

parâmetros inflamatórios intestinais, como a expressão da iNOS e de TLR-4. 

Postula-se que a DC surge a partir de uma resposta imunitária à bactérias 

presentes no ambiente intestinal. Os TLRs são receptores expressos por 

células do sistema imunológico ou por outras células, como os enterócitos e 



têm como função o reconhecimento de padrões expressos por patógenos, ou 

seja, os TLRs são capazes de identificar microorganismos patogênicos ou 

comensais, protegendo o organismo de infecção e controlando a homeostase 

local, respectivamente. Uma maior expressão de TLR-4 foi descrita no íleo 

terminal de pacientes com DC na fase ativa (Frolova e cols., 2008). Os 

resultados mostraram que ocorre um aumento na expressão de proteína TLR-4 

no cólon, como já havia sido descrito anteriormente (Arranz e cols., 2006; 

Lubbad  e cols., 2009). Observou-se que o tratamento com metotrexato foi 

capaz de normalizar os níveis de TLR-4 nos animais com colite, sugerindo que 

esta via poderia contribuir para reduzir a inflamação do intestino. A apoptose de 

células epiteliais intestinais, durante inflamação, pode estar relacionada a um 

nível elevado de peroxinitrito produzido localmente pela enzima iNOS (Yue  e 

cols., 2001). O tratamento com metotrexato foi capaz de reduzir a expressão de 

iNOS nos animais com colite, sugerindo que mais uma via que leva a injúria 

tecidual possa estar sendo eficientemente reduzida pelo tratamento 

imunossupressor.  

 As principais alterações presentes no tecido adiposo mesentérico de 

pacientes com DC incluem a hipertrofia do tecido e o estado inflamatório 

crônico local (Desreumaux e cols ,1999). O tecido adiposo possui a capacidade 

de produção de adipocitocinas, substâncias que participam da resposta 

inflamatória. Essas adipocitocinas podem apresentar ações pró ou 

antiinflamatórias, como o TNF-α e leptina e adiponectina, respectivamente 

(Gambero e cols., 2007). Estudos conduzidos por Paul e cols. (2006) mostram 

que no tecido adiposo mesentérico, de pacientes com DC, ocorre um aumento 

da capacidade de produção de adipocitocinas pró-inflamatórias (TNF-α e 



leptina), mas também de antiinflamatórias (IL-10, adiponectina). Avaliamos a 

liberação de adipocitocinas no tecido adiposo mesentérico dos animais controle 

e com colite, tanto durante a inflamação como após o tratamento com o 

metotrexato. No modelo experimental, a indução da colite resultou em um 

aumento da produção pelo tecido adiposo mesentérico de TNF-α e IL-10, mas 

não houve alterações na produção de leptina e adiponectina. Pudemos 

observar, após o tratamento com metotrexato, uma inibição significativa da 

produção da citocina inflamatória TNF-α, associada à redução da produção de 

IL-10 e, curiosamente, à redução da produção de adiponectina, duas 

adipocitocinas com funções imunomoduladoras. A capacidade do metotrexato 

em reduzir significativamente a produção de TNF-α confirma sua ação 

antiinflamatória e imunossupressora, mostrando que durante a inflamação 

intestinal, o fármaco age não somente no foco inflamatório intestinal, mas 

também nos tecidos adjacentes, como o tecido adiposo mesentérico, inibindo a 

formação de substâncias que possam contribuir para o processo inflamatório.  

A IL-10 aumenta durante a inflamação, podendo atuar como um mecanismo de 

equilíbrio entre a produção de citocinas pró e antiinflamatórias. A redução da 

produção de TNF-α poderia justificar a redução da produção de IL-10, ou 

mesmo ser esta uma conseqüência da ação direta do metotrexato. Outra 

adipocitocina que possui a função antiinflamatória é a adiponectina expressa 

por adipócitos maduros que atua em macrófagos e células endoteliais, 

diminuindo a produção e inibindo a ação do TNF-α (Kern e cols., 2003). Assim, 

uma redução da produção de TNF-α, associado com uma melhora do estado 

inflamatório do cólon, poderia resultar em uma menor produção de 

adiponectina (Stumvoll e cols., 2005).   



 E finalmente, avaliamos o infiltrado de macrófagos no tecido adiposo 

mesentérico, por meio da expressão de um marcador específico, o F4/80. O 

tecido adiposo mesentérico, durante a resposta inflamatória intestinal, é capaz 

de produzir a proteína quimiotáxica de monócitos (MCP)-1 dentre outras 

quimiocinas, que atraem monócitos, os quais se diferenciarão de macrófagos 

no tecido adiposo e contribuirão para o estabelecimento de um ambiente pró-

inflamatório (Robker e cols., 2004; Yu e cols., 2006). No protocolo experimental 

utilizado neste estudo, pudemos observar que os animais com colite 

apresentaram um nível mais elevado de F4/80, indicando a presença de 

infiltrado de macrófagos. O tratamento com MTX foi capaz de reduzi-lo, 

sugerindo que o fármaco esteja interferindo com os processos que levam ao 

recrutamento de monócitos para o tecido adiposo, como a expressão de 

moléculas de adesão, por exemplo (Vivasnathan e cols., 2007). Um menor 

infiltrado de células inflamatórias no tecido adiposo também pode ser o 

responsável pela redução das citocinas, produzidas localmente.  

 Cabe destacar que este estudo ganhou espaço nas páginas da revista 

internacional Pharmacological Research, em janeiro de 2009, com a publicação 

do artigo intitulado Methotrexate is effective in reactivated colitis and reduces 

inflammatory alterations in mesenteric adipose tissue during instestinal 

inflammation ( ANEXO 1 ). 

 

 

 

 

 



6. CONCLUSÂO 

 

 O tratamento com metotrexato foi capaz de reduzir a inflamação 

intestinal no modelo de colite por TNBS com reativações em ratos, reduzindo 

todos os parâmetros observados (lesões, infiltrado de células inflamatórias, 

produção de citocinas e outros marcadores pró-inflamatórias). O fármaco foi 

também capaz de restaurar a produção local de fatores antiinflamatórios, como 

a IL-10.  A ação antiinflamatória/imunossupressora do fármaco foi ainda capaz 

de reduzir as alterações inflamatórias, estabelecidas no tecido adiposo 

mesentérico durante a resposta inflamatória intestinal, como a produção de 

citocinas pró-inflamatórias e o infiltrado de macrófagos. Isso sugere que a 

intervenção terapêutica pode modificar também as alterações observadas no 

tecido adiposo de pacientes com DC.  
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