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RESUMO 
Estudos recentes demonstraram a relação entre estresse oxidativo e a etiopatogenia da 

colite de exclusão. Já se demonstrou que o ácido 5-aminosalicílico (5-ASA) é eficaz no 

tratamento de diferentes formas de colite, entretanto, nenhum estudo avaliou sua eficácia 

contra o estresse oxidativo ao DNA em modelos experimentais de colite de exclusão. É 

possível que a atividade antioxidante do 5-ASA possa ser o mecanismo responsável pelo 

seu efeito terapêutico. OBJETIVO: Avaliar os efeitos do ácido 5-ASA contra o dano oxidativo 

do DNA em modelo experimental de colite de exclusão. MÉTODOS: Vinte e seis ratos Wistar 

machos foram divididos em dois grupos com 13 animais segundo o sacrifício ter sido 

realizado duas ou quatro semanas após a derivação fecal do cólon esquerdo. Todos os 

animais foram submetidos à colostomia proximal no cólon descendente e fístula mucosa no 

remanescente cólico distal. Cada grupo foi dividido em dois subgrupos segundo a 

intervenção no cólon sem trânsito ter sido realizada com solução fisiológica a 0,9% 

(subgrupo controle; n=4) ou ácido 5-ASA (subgrupo experimento; n= 9). O diagnóstico de 

colite foi feito pelo estudo histopatológico. Os níveis de dano oxidativo ao DNA foram 

determinados pela técnica do ensaio em cometa, analisando 100 células obtidas dos 

segmentos com e sem trânsito, antes e após desafio com H2O2. Para o estudo estatístico 

foram utilizados os testes t pareado, ANOVA e pós teste Newman-Keuls, estabelecendo-se 

nível de significância de 5% (p<0,05). RESULTADOS: Os níveis de dano oxidativo ao DNA 

nos animais submetidos à intervenção com solução fisiológica, nos cólons providos e 

desprovidos de trânsito fecal após duas e quatro semanas de irrigação foram de 2,59±0,54, 

3,28±0,62 e 2,99±0,17, 3,20±0,27, respectivamente. Os níveis de dano oxidativo nos 

animais submetidos à intervenção com ácido 5-ASA, nos cólons providos e desprovidos de 

trânsito após duas e quatro semanas de irrigação foram de 1,80±0,05, 2,07±0,15 e 

2,06±0,13, 2,45±0,17, respectivamente. Os níveis de dano ao DNA em segmentos 

desprovidos de trânsito fecal nos animais irrigados com ácido 5-ASA, após duas e quatro 

semanas foram menores quando comparados aos animais irrigados com solução fisiológica 

(p=0,005 e p=0,005, respectivamente). Após o desafio com H2O2 os níveis de dano ao DNA 

no cólon desprovido de trânsito fecal permaneceram menores nos animais irrigados com 

ácido 5-ASA por duas e quatro semanas quando comparados aos irrigados com solução 

fisiológica (p=0,01 e p=0,005, respectivamente). CONCLUSÃO: A aplicação de enemas 

com ácido 5-ASA reduz os níveis de dano oxidativo ao DNA no cólon desprovido de trânsito 

fecal, após duas e quatro semanas de irrigação, mesmo após desafio com H2O2, sugerindo 

que a substância apresente efeitos protetores contra o dano oxidativo do DNA. 

PALAVRAS CHAVES: Colite. Mesalamina. 5-aminosalicilato. Ácidos graxos volateis. Ratos. 
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ABSTRACT 
 Recent studies has been demonstrated the relationship between oxidative stress and 

the etiopathogenesis of diversion colitis. It has been shown that 5-aminosalicylic acid (5-

ASA) is effective in treating different forms of colitis, however, no studies have evaluated its 

effectiveness against oxidative DNA damage in experimental models of diversion colitis. It is 

possible that the antioxidant activity of 5-ASA may be the mechanism responsible for its 

therapeutic effect. OBJECTIVE: To evaluate the effects of 5-ASA against oxidative DNA 

damage in an experimental model of diversion colitis. METHODS: Twenty-six male Wistar 

rats were divided into two groups with 13 animals in accordance with the sacrifice was 

performed two to four weeks after the fecal derivation of the left colon. All animals underwent 

proximal colostomy in the descending colon and colonic mucosa fistula in the remaining 

distal. Each group was divided into two subgroups according to the intervention in the colon 

without transit have been performed with 0.9% saline solution (control subgroup, n = 4) or 

acid 5-ASA (experimental subgroup, n = 9). The diagnosis of colitis was made by histological 

examination. The levels of oxidative DNA damage were determined by the comet assay, and 

were analyzed 100 cells obtained from segments with and without fecal stream before and 

after challenge with H2O2. For the statistical analysis were used the paired t test, ANOVA and 

Newman-Keuls pos test, adopting a significance level of 5% (p <0.05). RESULTS: The levels 

of oxidative DNA damage in animals subjected to intervention with saline solution, in the 

colon with and without fecal stream, after two and four weeks of irrigation were 2.59±0.54, 

3.28±0.62 and 2.99±0.17, 3.20±0.27, respectively. The levels of oxidative DNA damage in 

animals subjected to intervention with 5-ASA in the colon with and without fecal stream, after 

two and four weeks of irrigation were 1.80±0.05, 2.07±0.15 and 2,06±0.13, 2.45±0.17, 

respectively. The levels of oxidative DNA damage in segments devoid of fecal stream in the 

animals irrigated with acid 5-ASA, after two and four weeks were lower when compared to 

animals irrigated with saline solution (p=0.005 and p=0.005, respectively). Following 

challenge with H2O2 the levels of oxidative  DNA damage in the colon devoid of fecal stream 

remained lower in the animals irrigated with 5-ASA for two and four weeks when compared 

with animals irrigated with saline solution (p=0.01 and p=0.005, respectively ). 

CONCLUSION: The use of enemas with 5-ASA acid reduces the levels of oxidative DNA 

damage in the colon devoid of fecal stream, after two and four weeks of irrigation, even after 

challenge with H2O2, suggesting that the 5-ASA present protective effects against oxidative 

DNA damage. 

KEY WORDS: Colitis. Mesalazine. 5-aminosalicylic. Short-chain fatty acid. Rats. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Colite de Exclusão 

A colite de exclusão (CE) é caracterizada pela presença de processo inflamatório 

crônico na mucosa dos segmentos do intestino grosso desprovidos de trânsito fecal 

(Glotzer et al.,1981). A enfermidade foi descrita no início da década de oitenta e, a partir 

de então, vários estudos vêm chamando a atenção para a importância do diagnóstico 

correto, principalmente nos doentes submetidos à derivação intestinal, por 

complicações decorrentes das doenças inflamatórias intestinais (DII) (Bosshardt e Abel, 

1984; Geraghty e Talbot, 1991; Lavoine et al.,1996). 

A CE acomete indivíduos submetidos à derivação intestinal por diferentes 

doenças, representadas, principalmente, pelas neoplasias obstrutivas do cólon, 

moléstia diverticular complicada, DII, trauma ano-reto-cólico, afecções neurológicas, 

malformações congênitas anorretais ou para reduzir a gravidade das fístulas surgidas 

nas anastomoses realizadas à jusante (Korelitz et al., 1985; Haas e Haas, 1988; Ordein 

et al., 1992; Keli et al., 1997; Edwards et al.,1999a; Edwards et al., 1999b; Frisbie et al., 

2000; Bax e McNevin, 2007; Koutroubakis, 2008). Também foi descrita nos segmentos 

cólicos exclusos utilizados para reconstituição do trânsito urinário ou confecção de neo-

vaginas (Toolenaar et al., 1993; Solomon et al., 1998; Syed et al., 2001; Desrayaud et 

al., 2003; Abbasakoor et al., 2004). Com o aumento da incidência do carcinoma 

colorretal, das vias urinárias, DII, diverticulite e da violência crescente nos grandes 

centros urbanos, a freqüência da CE parece estar aumentando proporcionalmente à 
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realização de estomas para derivação intestinal (Habr-Gama et al.,1997; Curi et al., 

2002). 

A CE é diagnosticada em 91% dos pacientes submetidos ao exame endoscópico 

sistemático do intestino excluso de trânsito, após três meses da confecção do estoma, 

sendo de intensidade leve em 52%, moderada em 44% e acentuada em 4% deles 

(Haas et al., 1990; Whelan et al., 1994). Estudos sugeriram que a incidência seja ainda 

maior, ao demonstrarem que o trânsito intestinal somente é restabelecido em 57% dos 

portadores de colostomia temporária, condenando os demais a conviver pelo resto de 

suas vidas com a enfermidade (Haas e Haas, 1988; Habr-Gama et al., 1997). Nos 

doentes cujo trânsito intestinal é restabelecido, o período médio para que isso ocorra 

varia de seis a oito meses, podendo chegar até 60 meses, tempo mais do que 

suficiente para instalação da doença (Habr-Gama et al., 1997; Curi et al., 2002).  

O quadro clínico é variável, estando diretamente relacionado à extensão do 

cólon excluso de trânsito e ao tempo decorrido desde a confecção do estoma (Glotzer 

et al., 1981). Nos casos iniciais, quando o comprometimento da mucosa é menor, pode 

ser assintomática (Lu et al., 1995). Nos doentes sintomáticos, as queixas mais comuns 

incluem dor abdominal, eliminação de sangue e muco pelo segmento excluso e, nos 

casos mais graves, pode haver a formação de fissuras e fístulas perianais (Ona e 

Boger, 1985; Habr-Gama et al., 1997). Esses mesmos sintomas são referidos por 

aqueles cujo cólon foi interposto para reconstituição do trato urogenital (Syed et al., 

2001; Desrayaud et al., 2003; Abbasakoor et al., 2004).  
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O diagnóstico é feito pelo exame endoscópico e pelo estudo histopatológico da 

mucosa exclusa. A colonoscopia encontra-se alterada em 100% dos submetidos à 

derivação intestinal por mais de 36 meses (Lechner et al., 1990; Ferguson e Siegel, 

1991). A mucosa mostra-se hiperemiada, congesta, edemaciada, friável, com nítido 

apagamento dos vasos sangüíneos da submucosa e sangramento fácil ao contato do 

aparelho (Haas et al., 1990; Lechner et al., 1990). Nos casos graves encontram-se 

úlceras aftóides indistinguíveis daquelas encontradas na retocolite ulcerativa 

inespecífica (RCUI), tornando difícil o diagnóstico diferencial (Lusk et al., 1984; 

Geraghty e Charles, 1994). O enema baritado do segmento excluso, com a técnica do 

duplo contraste, é sugestivo quando demonstra pequenas irregularidades nodulares na 

superfície mucosa, características da hiperplasia linfóide folicular, alteração histológica 

encontrada em mais de 80% dos doentes (Lechner et al., 1990). Estudos manométricos 

demonstraram redução significante da capacidade retal de retenção de volume sem 

haver, contudo, alteração do reflexo evacuatório ou da continência fecal (Roe et al., 

1993). 

O estudo histopatológico demonstra aspectos variados (Geraghty e Talbot, 

1991). A exclusão do trânsito fecal provoca atrofia das criptas intestinais, bem como 

modificações na espessura das demais camadas da parede cólica acompanhadas ou 

não de depleção das células caliciformes e mucinas (Geraghty e Talbot, 1991; Biondo-

Simões et al., 2000; Lopes-Paulo, 2002; Sousa et al., 2008; Nonose et al., 2009). 

Displasias nas criptas podem ser observadas, principalmente, nos doentes submetidos 

a períodos mais longos de exclusão intestinal (Keli et al., 1997). Na lâmina basal 

encontra-se infiltrado inflamatório composto por neutrófilos, linfócitos, macrófagos, 
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plasmócitos e eosinófilos (Roediger e Nance, 1986; Ma et al., 1990; Geraghty e Talbot, 

1991). É possível identificar abscessos na base das criptas e áreas de hiperplasia 

linfóide nodular, considerada a alteração histológica mais característica da doença 

(Murray et al., 1987; Komorowski, 1990; Yeong et al., 1991; Drut e Drut, 1992). Nessas 

áreas existe predomínio dos linfócitos B, em relação aos do tipo T, sugerindo que a 

resposta inflamatória da mucosa seja mais do tipo humoral, pela estimulação antigênica 

persistente, do que celular, pela infiltração bacteriana (Grant et al., 1997; Chetty et al., 

2009). Excepcionalmente, podem aparecer microcarcinóides nessas áreas, sobretudo 

naqueles com maior tempo de exclusão. Entretanto, o aparecimento das neoplasias de 

origem epitelial em portadores de estomias por moléstias não relacionadas às DII, e que 

desenvolveram CE, é possibilidade rara (Griffiths e Dixon, 1992). 

A redução na população das células caliciformes e a modificação no padrão de 

expressão das mucinas nas células epiteliais da mucosa são alterações descritas, 

constituindo-se em achados úteis para o diagnóstico da CE (Haque et al., 1993; Keli et 

al., 1997, Martinez et al., 2008; Martinez et al., 2009; Nonose et al., 2009). A 

mensuração da quantidade tecidual das mucinas no epitélio cólico demonstrou 

depleção tanto das mucinas neutras quanto das ácidas (Keli et al., 1997; Martinez et al., 

2008; Martinez et al., 2009; Nonose et al., 2009). Quando se estudou, isoladamente, os 

subtipos de mucinas ácidas (sialomucinas e sulfomucinas), comparando segmentos 

providos e desprovidos de trânsito fecal encontrou-se redução significativa na 

quantidade dos dois subtipos de mucinas, ao longo das criptas cólicas, havendo 

predomínio das sulfomucinas e tendência ao desaparecimento das sialomucinas (Keli et 

al., 1997; Martinez et al., 2009). Essas alterações são opostas ao que ocorre na RCUI e 
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no carcinoma colorretal e refletem as peculiaridades da modificação na síntese das 

proteínas observada na CE, (Filipe, 1969; Swidsinski et al., 2007) tornando o padrão de 

expressão tecidual dos subtipos de mucinas ácidas potencial marcador histoquímico 

para o diagnóstico histológico de CE. 

As bases fisiopatológicas para o desenvolvimento CE ainda não se encontram 

totalmente esclarecidas. Já se propôs que tenha origem isquêmica, ou se deva a 

mudanças na quantidade e nas características da flora do cólon excluso, com redução 

da população bacteriana e predomínio das bactérias redutoras de nitrato (Neut et al., 

1989; Neut et al., 1997; Villanacci et al., 2007). Entretanto, a maioria dos autores 

propõe que a doença decorra da deficiência de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) 

na luz intestinal, provocada pela derivação do trânsito fecal (Roediger e Truelove, 1979; 

Roediger e Rae, 1982; Harig et al., 1989; Neut et al., 1995; Christl et al., 1996; 

Mortensen e Clausen, 1996; Scheppach et al., 1997; Velazquez et al., 1997; Cook e 

Sellin, 1998; Kiely et al., 2001; Oliveira-Neto e Aguilar-Nascimento, 2004; Scheppach e 

Weiler, 2004; Wong et al., 2006). Essa possibilidade torna-se mais evidente quando se 

demonstrou que a reconstituição do trânsito fecal e a irrigação dos segmentos exclusos 

de trânsito, com soluções nutricionais, ricas em AGCC, ou glutamina regridem as 

alterações clínicas e histopatológicas da colite experimental e da CE (Scheppach, 1998; 

Kaya et al., 1999; Wong et al., 2006; Filmann, 2007; Nassri et al., 2008; Szczepkowski 

et al., 2008). 

Os AGCC, representados pelo butirato, acetato e propionato, são formados a 

partir da fermentação das fibras vegetais dietéticas e dos carboidratos pelas bactérias 

anaeróbicas existentes na luz intestinal (Clostridium sp, Eubacterium sp e 
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Fusobacterium sp), e respondem por 90% de todo o substrato utilizado pelas células da 

mucosa cólica para a obtenção de energia (Roediger, 1982; Soergel, 1994; Jørgensen 

et al., 1997; Velazquez et al., 1997). Depois de formados, são rapidamente absorvidos 

para que as células desse epitélio, através de reações oxidativas, obtenham a energia 

necessária para seu funcionamento normal (Roediger, 1982; Velazquez et al., 1997; 

Sousa et al., 2008).  

A presença dos AGCC na luz intestinal regula a expressão dos diversos genes 

relacionados à síntese das diferentes proteínas envolvidas na produção de muco, na 

aderência entre as células epiteliais, na sinalização e, principalmente, na homeostase 

do binômio proliferação-apoptose celular (Butzner et al., 1996; Scheppach e Weiler, 

2004). Estudo analisando simultaneamente a expressão de 19.400 genes, nas células 

epiteliais da mucosa cólica, demonstrou que os AGCC são capazes de regular a 

expressão de 221, sendo o butirato o mais importante, pois é responsável pela 

manutenção da homeostase do tecido cólico, já que regula a espressão de genes 

associados à proliferação, diferenciação e apoptose celular (Daly e Shirazi-Beechey, 

2006). Os AGCC aumentam a síntese das mucinas pelo epitélio cólico, por estimular a 

expressão dos genes que transcrevem a fração protéica das mucinas (Shimotoyodome 

et al., 2000). Eles elevam em cerca de 20 vezes a expressão do MUC-2, o principal 

gene relacionado à produção das mucinas pelo epitélio cólico. (Finnie et al., 1995; 

Shimotoyodome et al., 2000; Ohata et al., 2005; Gaudier et al., 2009). Estudos recentes 

demonstraram que camundongos silenciados (knockout-mice) para o gene MUC-2 

desenvolveram quadros graves de colite, reafirmando a importância dos AGCC na 

adequada produção de mucinas (Van der Sluis et al., 2006). A deficiência do butirato na 
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luz intestinal altera a permeabilidade das firmes junções intercelulares, por modificar a 

expressão intercelular da β-catenina, principal proteína responsável pela adesão 

celular, facilitando a penetração de bactérias e antígenos existentes na luz intestinal na 

camada submucosa estéril (Ohata et al., 2005; Turecková, 2006). A ausência dos 

AGCC na luz intestinal promove a liberação das enzimas citolíticas pelos lisossomos, 

destruindo as proteínas que compõem a membrana basal e a matriz extracelular 

(Hayman et al., 1982).  A deficiência dos AGCC aumenta a formação de radicais livres 

de oxigênio (RLO) pelas células da mucosa cólica e pelos neutrófilos nos portadores de 

RCUI (Liu et al., 2001; Roediger e Babidge, 2000; Pravda, 2005). Os resultados de 

todos esses estudos sugeriram, em última análise, que a ausência dos AGCC pode 

determinar quebra da função da barreira epitelial exercida pela mucosa cólica, 

favorecendo o surgimento de diferentes formas de colite (Pravda, 2005). 

Dentre todos os substratos existentes na luz intestinal, capazes de serem 

utilizadas pelos colonócitos como combustível energético, verificou-se que o butirato é o 

mais usado seguido pelo propionato, acetato, cetonas, aminoácidos e glicose (Roediger 

e Rae, 1982; Scheppach e Weiler, 2004). Há três décadas, demonstrou-se que células 

isoladas da mucosa cólica são capazes de aumentar intensamente seu metabolismo 

energético (oxidativo) quando o butirato é acrescido ao meio, confirmando ser o 

combustível energético mais processado por essas células (Roediger e Truelove, 1979; 

Guillemot et al., 1991; Velazquez et al., 1997; Nieto et al., 2002). Quando é o único 

AGCC disponível, o butirato aumenta significativamente a taxa celular de consumo de 

O2, confirmando sua importância como fonte de energia (Roediger e Truelove, 1979; 

Roediger, 1982; Roediger, 1990; Velazquez et al., 1997). Recentes estudos 



 8

demonstraram os efeitos protetores dos AGCC contra o dano tecidual provocado pelos 

RLO, por reduzirem os níveis de O2 tecidual (Liu et al., 2001; Rosignoli et al., 2001).  

Reforçam essas evidências, os resultados de estudos experimentais demonstrando que 

a administração intrarretal de grandes quantidades de glutamina e em altas 

concentrações, provavelmente por seu efeito antioxidante, é capaz de reduzir a 

formação de RLO (Matés et al., 2002; Fillmann, 2007; Fillmann et al., 2007).  

Apesar da deficiência dos AGCC ser responsabilizada pela inflamação que 

caracteriza a CE, os mecanismos moleculares que determinam a agressão epitelial ainda 

não foram totalmente esclarecidos (Scheppach e Weiler, 2004; Martinez, 2009). Várias 

teorias relacionando a etiopatogenia da CE a diferentes causas foram propostas, 

entretanto, nenhuma delas apresentava bases experimentais concretas para esclarecer 

a alteração celular que determina a agressão inicial ao epitélio mucoso, nem eram 

capazes de explicar todos os aspectos histopatológicos e bioquímicos encontrados 

(Farrell e Peppercorn, 2002; Hendrickson et al., 2002; Pravda, 2005; Martinez, 2009). A 

infiltração inflamatória epitelial que ocorre nos doentes com CE é evento secundário 

mediado pelas diferentes células inflamatórias presentes no organismo, contudo, havia 

dúvidas quanto aos motivos pelos quais ocorria a quebra da barreira epitelial e a 

conseqüente infiltração neutrofílica (Pravda, 2005; Martinez, 2009). Nenhuma teoria 

explicava, satisfatoriamente, o mecanismo inicial da quebra da barreira epitelial que 

permitiria a migração das bactérias para o interior da submucosa estéril, 

desencadeando a resposta inflamatória. 

Diante dessas evidências, foi proposta a Teoria por Indução de Radicais (Radical 

Induction Theory) para explicar os fenômenos iniciais que precedem e desencadeiam a 
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infiltração inflamatória da mucosa nos portadores de colite (Pravda, 2005). A teoria 

propôs que a agressão inicial à mucosa intestinal se deve à formação dos RLO pela 

célula epitelial com alterações no seu metabolismo energético oxidativo. Como são 

moléculas tóxicas para as células, a produção exagerada dos RLO determinaria quebra 

das diferentes linhas de defesa que compõem a barreira mucosa. A quebra da barreira 

epitelial permite a migração das bactérias do interior da luz intestinal para a intimidade 

estéril da submucosa. (Riedle e Kerjaschki, 1997; Pravda, 2005). Na tentativa de 

combater essa infiltração bacteriana, leucócitos migrariam para o interior da parede 

intestinal, dando origem ao processo inflamatório característico da doença (Millar et al., 

1996; Sheridan et al., 1996; Pravda, 2005). 

Os RLO são constantemente formados durante o metabolismo energético das 

células vivas, contudo, sua produção excessiva é nociva às células (Halliwell e 

Gutteridge, 1986; Bondy e Le Bel, 1993; Halliwell e Gutteridge, 1997; Cadenas e 

Davies, 2000; Gutteridge e Halliwell, 2000, McCord, 2000; Møller, 2005; Møller, 2006). 

As células possuem defesas antioxidantes naturais, enzimáticas e não-enzimáticas, que 

atuam contra essa toxicidade mantendo o equilíbrio entre a produção e a neutralização 

(Neut et al., 1995; Mortensen e Clausen, 1996; Sheridan et al., 1996; McCord, 2000). 

Todavia, em certas condições, quer pela diminuição do sistema antioxidante do 

organismo, quer pelo aumento exagerado na produção dos RLO, ocorre desequilíbrio, 

determinando o aparecimento do fenômeno conhecido como estresse oxidativo 

(Mortensen e Clausen, 1996; Scheppach et al., 1997; Chen e Schopfer, 1999; Gutteridge 

e Halliwell, 2000).  
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A possibilidade de que os RLO danifiquem o epitélio mucoso cólico já é 

conhecida há vários anos, quando se demonstrou que a instilação de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), um potente formador de RLO, no interior do cólon era seguida por 

intenso quadro de colite (Sheeham e Brynjolfsson, 1960; Chen e Schopfer, 1999; 

Thibaud et al., 2001; Cammarota et al., 2007; Almalouf et al., 2008). A colite induzida 

pelo H2O2 apresenta aspectos clínicos, macroscópicos e microscópicos semelhantes 

aos encontrados na RCUI (Sheeham e Brynjolfsson, 1960; Almalouf et al., 2008).  

Relatos na literatura também descreveram casos graves de colite, alguns até mesmo 

fatais, após a instilação de H2O2 na luz do cólon com os mais diferentes objetivos. 

(Sheeham e Brynjolfsson, 1960; Meyer et al., 1981; Schwartz et al., 1995; Gan e Price, 

2003; Lapeyre, 2005; Cammarota et al., 2007). Soma-se a isso, o fato de que nos 

últimos anos, vem se demonstrando de maneira inequívoca que substâncias 

antioxidantes são utilizadas com sucesso no tratamento da colite quimicamente 

induzida, RCUI e CE. (Roediger e Millard, 1995; Zingarelli et al., 1999; Nosál’ova et al., 

2000; Cetinkaya et al., 2005;  Pravda, 2005; Jiang et al., 2006; Damiani et al., 2007; 

Fillmann, 2007; Reis et al., 2008; Hanai e Sugimoto, 2009).  

A CE, à semelhança da RCUI, apresenta como uma das alterações histológicas 

mais comuns a infiltração de neutrófilos na mucosa e submucosa, principalmente nos 

casos mais graves (Keli et al., 1997). Já se demonstrou que um dos mecanismos 

principais de ação dos neutrófilos contra bactérias é a capacidade de produzirem altos 

níveis dos RLO que são poderosos agentes bactericidas (Yamada e Grisham, 1981; 

Vasina et al., 2009). Entretanto, a produção aumentada dos RLO pelos neutrófilos 
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também é capaz de determinar as lesões teciduais encontradas na colite (Fillmann, 

2007).   

Recentemente demonstrou-se que na CE, a semelhança do que ocorre nos 

portadores de RCUI, a mucosa cólica desprovida de trânsito fecal é capaz de formar 

altos níveis de RLO quando desprovida de seu suprimento habitual de AGCC (Martinez 

et al., 2008; Martinez, 2009). Demonstrou-se ainda, que o aumento da produção de 

RLO encontra-se relacionada ao tempo de exclusão do trânsito fecal e, que esses 

maiores níveis de RLO relacionam-se às alterações histológicas e bioquímicas que 

caracterizam a CE (Martinez et al., 2008; Martinez, 2009). Assim sendo, pela primeira 

vez na literatura, foi possível demonstrar que dentre os possíveis mecanismos 

moleculares desencadeadores da CE, a maior capacidade de produção de RLO pelas 

próprias células da mucosa cólica desprovidas do seu substrato energético habitual 

apresenta papel de destaque. Esse estudo, além de explicar os mecanismos 

moleculares desencadeantes da CE, levantou a possibilidade de que substâncias com 

atividade antioxidante poderiam ser eficazes no tratamento e, principalmente, na 

prevenção da enfermidade. Todavia, até a presente data, a eficácia de substâncias com 

propriedades antioxidantes ainda não foi avaliada em modelos experimentais de CE. 

1.2 - Radicais Livres de Oxigênio 

A partir da década de noventa pesquisas vêm sendo realizadas para esclarecer 

a importância dos radicais livres em diversas enfermidades, tais como a aterosclerose, 

câncer e diferentes formas de doenças inflamatórias, entre as quais as DII, que 

acometem o homem (Halliwell e Gutteridge, 1990; Grishan et al., 1991; Ferreira e 

Matsubara, 1992; Halliwell e Gutteridge, 1997; Gutteridige e Halliwell, 2000). Por seu 
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caráter multidisciplinar, estes estudos atraem à atenção de pesquisadores de várias 

áreas da saúde. Todavia, esses artigos causam desinteresse no leitor não 

especializado porque envolvem aspectos bioquímicos de difícil compreensão. (Ferreira 

e Matsubara, 1992). Para o leitor pouco acostumado ao assunto é difícil até mesmo 

compreender a definição de um radical livre. 

De maneira simples, o termo radical livre refere-se a um átomo ou molécula com 

alta capacidade reativa, que contenha número ímpar de elétrons em sua última camada 

eletrônica (Halliwell e Gutteridge, 1990). Este desemparelhamento eletrônico pode 

ocorrer pela perda ou aquisição de um elétron. As reações de redução implicam no 

ganho de elétrons enquanto as reações de oxidação, em perda. Como exemplo, no 

metabolismo celular normal durante a fosforilação oxidativa no interior das mitocôndrias, 

quando ocorre redução do O2 molecular, existe ganho de um elétron, formando o 

radical superóxido (O2
-•), considerado um verdadeiro RLO por possuir número ímpar de 

elétrons na sua última camada atômica. 

Ao compreender-se a formação do radical O2
-•, constata-se que os RLO são 

formados durante as reações metabólicas que ocorrem nas células em um cenário de 

reações óxido-redução, ou seja, cedendo o elétron solitário e oxidando-se, ou 

recebendo outro e, conseqüentemente, reduzindo-se. O termo RLO é empregado pelo 

fato da maioria dos radicais livres serem derivados do metabolismo do O2, contudo, é 

possível a formação de outros radicais livres, pelos mesmos mecanismos acima 

descritos, a partir da molécula do óxido nítrico (Ferreira e Matsubara, 1992) 

Os RLO são encontrados em todos os sistemas biológicos. Em condições 

fisiológicas do metabolismo energético celular o O2 sofre redução gradual e 
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progressiva. Esta redução é tetravalente (aquisição seqüencial de quatro elétrons), 

resultando na formação de água (H2O) e energia (Ferreira e Matsubara, 1992). Durante 

esse processo são formados produtos intermediários reativos, tais como os radicais O2
-•  

hidroperoxila (HO2
•), hidroxila (OH-) e H2O2. Normalmente, a redução completa do O2 

ocorre na mitocôndria, e a alta reatividade dos produtos intermediários formados é 

neutralizada pela aquisição progressiva de quatro elétrons formando a H2O. 

Nos organismos aeróbios, o O2 é reduzido à H2O na fase final da respiração 

mitocondrial, conhecida como fosforilação oxidativa. A molécula de O2 mantém-se unida 

ao complexo citocromo-oxidase na cadeia respiratória até que ocorra sua redução total 

em H2O. Durante esse processo, por receber apenas um elétron de cada vez, ocorre 

redução parcial formando como produto intermediário inicial o ânion O2
-•. Com a adição 

de um átomo de hidrogênio ao ânion O2
-•, este se reduz ao segundo produto 

intermediário, representado pelo H2O2. Posteriormente, se um terceiro elétron for 

acrescido, ocorrerá à formação do terceiro RLO, representado pela OH-. Desse modo, a 

possibilidade de formação de RLO se deve ao fato do O2 se reduzir à água de forma 

tetravalente, permitindo a geração de moléculas ou íons reativos durante o seu 

processo de redução. (Tannickal e Fanburg, 2000). 

O ânion O2
-•, primeiro RLO formado no processo de transformação do O2 em 

H2O, para que não danifique a célula, é normalmente removido por dismutação, que 

consiste na reação entre dois ânions de O2
-• catalisada pela enzima superóxido 

dismutase (SOD). O produto formado pela dismutação do ânion O2
-•, pela enzima SOD, 

é o H2O2. Os sistemas enzimáticos intrínsecos das células, comumente encontrados 

nos peroxissomos, são capazes de formar e degradar o H2O2, substância muito tóxica 
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para a célula. Dentre os sistemas enzimáticos mais comuns que atuam como 

neutralizantes do H2O2 encontram-se a catalase (CAT), β-oxidase dos AGCC e 

glutationa peroxidase (GPX). O H2O2, apesar de não ser considerado um RLO 

propriamente dito, pode reagir com outro ânion O2
-• ou com o íon ferro pelas reações de 

Fenton e Haber-Weiss, formando o radical OH- (Halliwell e Gutteridge, 1997; Tannickal 

e Fanburg, 2000). Este radical é extremamente tóxico para a célula, sendo considerado 

o mais danoso de todos os RLO, podendo danificar membranas, organelas, DNA e 

demais constituintes naturais (Ribeiro et al., 2007; Bajka et al., 2008; Ribeiro et al., 

2008). 

Despreende-se do exposto que a formação de RLO ocorre, normalmente, 

durante os processos de oxidação de substratos alimentares, dentre os quais se 

destaca a respiração celular acoplada à fosforilação oxidativa. Alterações no 

suprimento de substrato energético, tal como ocorre na interrupção do fornecimento de 

AGCC provocada pela derivação do trânsito intestinal, podem interferir nos mecanismos 

de redução do O2 a H2O na cadeia respiratória mitocondrial, aumentando a produção de 

RLO.  

1.3 - Sistemas de defesa antioxidantes 

É essencial para a célula manter sua homeostase o perfeito equilíbrio entre 

produção de RLO e neutralização pelos sistemas de defesa antioxidante. Como já 

descrito as substâncias com potencial oxidante são constantemente geradas como 

conseqüência direta do metabolismo energético celular. Para proteger-se a célula 

possui sistemas de defesa antioxidante definidos como qualquer substância que, 
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quando presente em baixas concentrações, comparadas àquelas de um substrato 

oxidável, atrasa significativamente ou impede a oxidação daquele substrato (Fillmann, 

2007). A função destas substâncias é manter os níveis de RLO em baixas 

concentrações, e para isso podem atuar em duas linhas de defesa. Uma delas, 

preventiva, atua como detoxificadora do agente oxidante antes que ele cause lesão 

celular. Esta linha de defesa é constituída pelos sistemas enzimáticos da SOD, CAT, 

glutationa reduzida (GSH), GPX e vitamina E (α-tocoferol). A outra linha de defesa tem 

a função de combater os RLO depois de formados, sendo constituída pelo ácido 

ascórbico, pela glutationa-redutase (GSH-rd) e GPX. Com exceção da vitamina E, que é 

um antioxidante estrutural da membrana celular, a maior parte dos agentes 

antioxidantes encontra-se no meio intracelular (Ferreira e Matsubara, 1992). 

1.4 - Colite experimental e estresse oxidativo 

Com o objetivo de tentar reproduzir experimentalmente as diferentes etapas 

evolutivas da colite, foram criados vários modelos experimentais, todavia nenhum deles 

considerava as etapas iniciais da agressão ao epitélio cólico (Hoffmann et al., 2003). 

Nenhum modelo experimental atualmente utilizado é perfeito e as tentativas de se criar 

no animal um modelo humano de colite que utilize a infusão retal de agentes químicos 

tóxicos, tais como o ácido acético, ácido trinitrobenzeno sulfônico (TNBS) ou sulfato 

sódico de dextram (DSS), são limitados na sua capacidade de reproduzir fielmente as 

alterações celulares que precedem a infiltração inflamatória da mucosa cólica 

propriamente dita (Farrel e Peppercorn, 2002).  Nestes modelos, o dano à barreira 

mucosa é induzido, artificialmente, por agressão química ao epitélio cólico (Nonose et al., 

2009).  



 16

A colite surge no homem a partir de alterações intrínsecas do epitélio e não, como 

proposto, pela infusão retal de agentes lesivos. Assim sendo, os modelos experimentais 

de colite (quimicamente induzida), atualmente empregados, representam apenas em 

parte o que ocorre na colite. Contudo, nestes modelos fica clara a importância da 

integridade da barreira epitelial da mucosa na proteção das camadas internas da parede 

cólica, impedindo a penetração de antígenos bacterianos e a conseqüente resposta 

imune à invasão bacteriana tecidual. Os mecanismos celulares envolvidos na 

manutenção da integridade da barreira mucosa epitelial do cólon normalmente 

encontram-se precocemente comprometidos no desenvolvimento da colite (Pravda, 

2005). Portanto, a violação desta importante função deve ser considerada como uma 

etapa inicial e necessária que precede a série de eventos que determinam a penetração 

antigênica, bacteriana e toda a resposta inflamatória subseqüente.  

Há vários anos verificou-se que doentes com colite apresentam alterações 

significativas na lâmina própria (Schmehl et al., 2000). Encontraram-se áreas de lesão 

epitelial na mucosa cólica em locais, onde a membrana basal ainda apresentava-se 

intacta. Também se identificou segmentos cólicos, onde a membrana basal encontrava-

se totalmente destruída, sem que existisse, ao mesmo tempo, infiltração inflamatória 

(Schmehl et al., 2000). Estas evidências sugeriam que as próprias células epiteliais da 

mucosa cólica possam estar envolvidas no processo de agressão à membrana basal. 

Assim sendo, atualmente vem sendo proposto que o processo inicial para o 

desencadeamento da RCUI ocorre na interface entre as células epiteliais e a membrana 

basal por formação exagerada de RLO (Kruidenier e Verspaget, 2002; Pravda, 2005; 

Rezaie et al., 2007). Todavia, os modelos experimentais de colite quimicamente 
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induzida não possibilitam identificar a molécula responsável pelo início do processo 

inflamatório por que não levam em conta a possibilidade da produção dessas moléculas 

decorrerem de alterações do metabolismo energético da própria célula epitelial. 

Em 1960 foi possível reproduzir em ratos quadros agudos e crônicos de colite pela 

infusão intrarretal de soluções de H2O2 a 3% (Sheenan et al.,1960). Cabe destacar que 

esse foi o primeiro modelo experimental que reproduziu as alterações histológicas 

encontradas em doentes com colite. O exame microscópico post-morten dos animais 

demonstrou ulcerações da mucosa cólica e infiltração neutrofílica próxima a segmentos 

com mucosa normal. Nos ratos sobreviventes as ulcerações cicatrizaram em tempo 

médio de 10 semanas, com exceção de algumas úlceras localizadas nas porções mais 

caudais do reto. Estes três achados: áreas de inflamação mucosa convivendo com áreas 

normais, inflamação localizada principalmente no cólon esquerdo e caráter persistente, 

também são características encontradas em doentes com diferentes formas de colite 

Essas evidências mostram que mesmo pequenas concentrações de H2O2, quando em 

contato com a mucosa cólica, produzem quadro clínico e histológico praticamente 

indistinguível daquele que ocorre em doentes com CE. 

Estas mesmas alterações podem, também, ser encontradas em seres humanos. 

Uma série de casos relacionando a instilação de H2O2 intrarretal ao aparecimento de 

inflamações da mucosa do cólon e reto, semelhantes as que ocorrem na RCUI e na CE, 

tem sido descritos (Sheehan e Brynjolfsson, 1960; Bilotta e Waye, 1989).  Por muitas 

décadas, os enemas com H2O2 foram rotineiramente empregados para a eliminação 

das fezes impactadas no reto. Contudo, a partir de 1930, surgiram referências ao 

desenvolvimento de formas graves de colite, até mesmo fatais, subseqüentes ao uso do 
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H2O2 com esse objetivo. Mesmo pequenas quantidades da substância, como as 

utilizadas para a limpeza dos colonoscópios, podem causar colite no homem (Bilotta e 

Waye, 1989). 

Restava dúvida quanto à capacidade das células normais da mucosa cólica 

produzir RLO. Tais dúvidas foram dirimidas no início da década de 70, quando se 

demonstrou que os colonócitos produzem, constantemente, H2O2 como produto do 

metabolismo celular aeróbico (Chance et al., 1979). Verificou-se que em condições 

normais 90% do H2O2 é formado como radical tóxico pela cadeia respiratória mitocondrial 

de transporte de elétrons (Eaton e Qian, 2002). Ao se constatar que aplicação da H2O2 

ocasiona dano às células da mucosa cólica e sabendo-se que as células epiteliais da 

mucosa cólica são capazes de produzir H2O2 e que a mucosa cólica é relativamente 

deficiente nos sistemas antioxidantes, é razoável especular que o estresse oxidativo 

resultante possa causar agressão inflamatória provocando o aparecimento da colite 

(Pravda, 2005; Fillmann, 200).  

Quando se supõe que o H2O2 originário do metabolismo respiratório celular pode 

ser responsável pela quebra da barreira epitelial cólica, o estresse oxidativo poderia 

representar a manifestação mais precoce da agressão tecidual em portadores de CE. 

Para que esta possibilidade pudesse ser confirmada seria necessário demonstrar, 

experimentalmente, que células da mucosa cólica desprovidas de AGCC seriam capazes 

de produzir maiores níveis de RLO que, ocasionando estresse oxidativo tecidual, 

levariam ao desenvolvimento de CE. Esta possibilidade foi recentemente confirmada por 

estudo experimental que demonstrou importante estresse oxidativo em células da 
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mucosa cólica desprovida do suprimento de AGCC (Martinez et al., 2008; Martinez, 

2009).  

A importância do estresse oxidativo no desencadeamento das colites fica mais 

evidente com os resultados de estudos demonstrando que o emprego de substâncias 

antioxidantes, como a n-acetilcisteína, deferoxamina, quercitrina, rofecoxibe, curcumina 

são capazes de diminuir, em animais exprimentação, a agressão oxidativa na colite 

quimicamente induzida por DSS (Blau et al., 2000; Nosál'ová et al., 2000; Camuesco et 

al, 2004; Cetinkaya et al., 2005; Dryden et al., 2005; Martin et al., 2005; Jiang et al., 

2006; Damiani et al., 2007; Aoy et al., 2008). Da mesma forma, estudos vêm 

demonstrando que o emprego do ácido 5-aminosalicílico (5-ASA), freqüentemente 

utilizado no tratamento da RCUI, também se mostrou eficaz tanto no tratamento da 

colite quimicamente induzida, quanto no da CE (Triantafillidis et al., 1991; Tripodi et al., 

1992; Song et al., 2006; Moshkovska e Mayberry, 2007; Ancha et al., 2008; 

Szczepkowski et al., 2008; Ancha et al., 2009; Arafa et al., 2009; Hayashi et al., 2009).  

Entretanto, a avaliação da eficácia do ácido 5-ASA na proteção contra o estresse 

oxidativo em modelos experimentais de CE ainda não foi estudada. A utilização de uma 

substância com importante atividade antioxidante em um modelo experimental de CE 

permitiria confirmar o papel exercido pelos RLO como moléculas responsáveis pelo 

dano epitelial à mucosa cólica na CE (Pravda, 2005).   

1.5 - Ácido 5-aminosalicílico (5-ASA) 

A molécula da sulfasalazina foi desenvolvida em 1940 com objetivo de propor 

novas terapias para artrite infecciosa (Moshkovska e Mayberry, 2007). Naquela época 

acreditava-se que o componente sulfapirimidínico da molécula atuaria como agente 
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antiinfeccioso, enquanto o radical salicílico teria ação, predominantemente, 

antiinflamatória (Moshkovska e Mayberry, 2007). Contudo, seu modesto efeito 

terapêutico no combate a artrite infecciosa contrastava-se com os excelentes resultados 

quando utilizada em doentes, onde a artrite era de origem puramente inflamatória. 

Verificou-se que na artrite dos doentes com RCUI, a utilização da sulfasalazina 

encontrava-se não só associada à significante melhora dos sintomas clínicos 

articulares, mas, principalmente, a remissão do quadro infamatório intestinal 

(Moshkovska e Mayberry, 2007). Além de induzir à remissão da doença aguda o 

emprego da sulfasalazina em doentes com RCUI também mostrava benefícios na 

manutenção sustentada da resposta clínica e histológica.  

Apesar da sulfasalazina apresentar potenciais efeitos terapêuticos, seu uso 

contínuo apresentava duas importantes limitações. Quando utilizada nos enfermos com 

doença ativa, apenas 50% dos tratados por via oral apresentavam remissão dos 

sintomas e, em mais de 30% deles, as recaídas eram freqüentes (Riley, 1998). Em 

segundo lugar, devido aos efeitos adversos, que ocorriam em mais de um terço dos 

doentes, em muitos casos havia necessidade da interrupção da medicação (Riley, 

1998). Dentre os efeitos colaterais mais freqüentementes descritos destacavam-se as 

reações anafiláticas, com graus variados de gravidade, a anemia por interferência no 

metabolismo do ácido fólico e a intolerância gástrica. 

 Com o objetivo de diminuir os efeitos colaterais e aumentar a eficácia terapêutica 

antiinflamatória, pesquisas avaliaram separadamente à ação terapêutica dos dois 

componentes da molécula de sulfasalazina. Verificou-se que o radical sulfapiridina era a 

fração responsável pela maioria dos efeitos adversos (Azad Khan et al., 1977; Riley, 

1998). Constatou-se que o radical 5-ASA era a fração da molécula responsável pela 
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ação antiinflamatória da substância, que incluiam a inibição da síntese de 

prostaglandinas, redução do metabolismo do ácido araquidônico e efeito inibitório na 

quimiotaxia dos leucócitos (Riley, 1998). Nessa mesma época, já se chamava a atenção 

para um potencial efeito antioxidante do ácido 5-ASA. Essas suspeitas foram 

confirmadas posteriormente quando se demonstrou, em portadores de RCUI, que a 

aplicação de enemas que continham apenas o ácido 5-ASA na sua composição, 

apresentava resultados melhores quando comparados aos da aplicação da 

sulfasalazina, e como grande vantagem, sem os deletérios efeitos colaterais (Campieri 

et al., 1991).    

A ação antiinflamatória do 5-ASA ocorre, diretamente, sobre a mucosa 

inflamada, bloqueando as vias da cicloxigenase e lipoxigenase reduzindo, com isso, a 

formação de RLO (Dalledri et al., 1990; Kenji et al., 2003). O ácido 5-ASA é um potente 

redutor dos níveis teciduais de hipoclorito previnindo a oxidação da enzima 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase nas células do epitélio cólico (Kenji, 2003). 

Apesar de menor efeito, também atua na redução de cloraminas e do radical livre O2
-•. 

Todas essas propriedades sugerem que o ácido 5-ASA possua importante ação 

antioxidante para as células da mucosa cólica, constantemente expostas ao estresse 

oxidativo (McKenzie et al., 1999). 

Um dos fatores mais importantes e que deve ser levado em conta na potência 

antioxidante do ácido 5-ASA é a sua forma de administração. Trabalhos demonstraram 

que o uso tópico através da aplicação de enemas, espumas ou supositórios 

apresentava melhor eficácia terapêutica quando comparada a administração por via 

oral (Campieri et al., 1991). A aplicação de enemas com ácido 5-ASA diretamente sobre 

a região inflamada permite atingir concentrações teciduais adequadas, mesmo quando 
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se utilizam pequenos volumes, tornando assim, essa via de administração opção 

interessante. Quando administrada por via oral, a droga distribui-se por todo organismo, 

não atingindo a mesma concentração tecidual no cólon quando comparada a 

administração sob a forma de enemas (Campieri et al., 1991; Haagen-Nielsen e 

Bondesen, 1983; Batta et al., 1998). A maior eficácia da aplicação tópica apresenta 

vantagens tanto para os portadores de RCUI, quanto para os doentes com CE, onde o 

processo inflamatório acomete com maior freqüência o reto e cólon sigmóide distal.  

Estudo experimental avaliando os efeitos do tratamento da colite quimicamente 

induzida em ratos com enemas contendo ácido 5-ASA verificou que animais que 

receberam 5-ASA na dose de 100mg/kg apresentavam melhora macroscópica e 

microscópica do processo inflamatório. Os animais tratados com a droga diminuíam 

significativamente os níveis de atividade tecidual da enzima mieloperoxidase (MPO), 

marcador bioquímico da infiltração neutrofílica tecidual, e do fator nuclear kapa-beta 

(NF-κβ), importante marcador bioquímico de atividade inflamatória. (Song et al., 2006).  

Estudo realizado em modelo experimental de colite quimicamente induzida por 

DSS constatou que animais tratados pela administração oral do ácido 5-ASA 

melhoravam significativamente os níveis teciduais de MPO, número de leucócitos no 

sangue e a intensidade da agressão inflamatória tecidual quando comparados com os 

que não receberam a substância (Hayashi et al., 2009).  Mostrou ainda, que a 

administração oral da substância melhorava a expressão de proteínas de adesão 

celular, sugerindo que a recuperação da mucosa cólica, após o tratamento com o ácido 

5-ASA, também poderia estar associada à prevenção da quebra dos mecanismos de 

adesão celular (Hayashi et al., 2009). 
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Inúmeras substâncias apresentam propriedades antioxidantes, e a eficácia 

terapêutica de algumas delas já foi avaliada em modelos experimentais de colite 

quimicamente induzida (Fillmann et al., 2007; Ancha et al., 2008; Guijarro et al., 2008; 

Reis et al., 2008; Arafa et al., 2009). Porém, a ação antioxidante de cada uma delas em 

modelos experimentais de CE ainda não foi estudada. Apesar de já ter sido 

demonstrado, de forma empírica que a administração de enemas com ácido 5-ASA 

melhora os sintomas clínicos e endoscópicos de doentes com CE, em nenhuma 

oportunidade avaliou-se, experimentalmente, o potencial antioxidante da substância. O 

melhor conhecimento da ação antioxidante do ácido 5-ASA permitiria a proposição de 

novas estratégias terapêuticas para o tratamento e prevenção da CE (Martinez, 2009).  

Essa possibilidade assume grande importância ao se constatar que o trânsito 

intestinal somente é restabelecido em 57% dos portadores de colostomia temporária, 

condenando os demais a conviver pelo resto de suas vidas com a CE (Haas e Haas, 

1988; Habr-Gama et al., 1997). Nos doentes cujo trânsito intestinal é restabelecido, o 

período médio para que isso ocorra varia de seis a oito meses, podendo chegar até 60 

meses, tempo mais do que suficiente para instalação da doença (Habr-Gama et al., 

1997; Curi et al., 2002). Dessa forma a possibilidade de se avaliar a eficácia de uma 

nova proposta terapêutica é válida.  

A avaliação dos efeitos terapêuticos do ácido 5-ASA em modelos experimentais 

de CE poderia auxiliar na identificação do melhor momento para o início do tratamento. 

Possibilitaria avaliar a eficácia da via intrarretal de administração da substância nos 

doentes com CE, e o que é mais importante, avaliar se o ácido 5-ASA confere proteção 

ao dano oxidativo do DNA de células da mucosa cólica, fenômeno já demonstrado 
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como precursor do câncer colorretal nos portadores de RCUI. Entretanto, até o 

momento não existem estudos que respondam com segurança todos estes 

questionamentos, fazendo com que a ação do ácido 5-ASA na CE seja avaliada apenas 

pela resposta clínica. A possibilidade de se encontrar novas substâncias, naturais ou 

sintéticas, que apresentem como vantagens boa eficácia, grande disponibilidade e 

baixo custo, poderia contribuir para minimizar o sofrimento daqueles que já vivem as 

dificuldades do convívio diário com um estoma.  
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2. OBJETIVOS  

Verificar se a aplicação intrarretal diária de enemas contendo ácido 5-

aminosalicílico reduz os níveis de dano oxidativo ao DNA de células da mucosa cólica 

provida e desprovida de trânsito fecal. 

 Verificar se a aplicação intrarretal diária de enemas contendo ácido 5-

aminosalicílico reduz os níveis de dano oxidativo ao DNA de células da mucosa cólica 

provida e desprovida de trânsito fecal submetidas ao desafio ex vivo com peróxido de 

hidrogênio.  
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3. MÉTODO  

A realização deste estudo obedeceu à Lei Federal 11.794 de 08/10/2008 (Lei 

Sérgio Arouca) e às orientações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA). Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Universidade São Francisco, Bragança Paulista (apêndice).  

3.1 - Animal de experimentação: 

Foram utilizados 26 ratos Wistar SPF machos, com peso variando entre 250 e 

350 g, com média de idade de quatro meses, provenientes do Centro Multidisciplinar 

para Investigação Biológica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP). 

3.2 - Grupos experimentais:  

Constituímos, aleatoriamente, dois grupos experimentais de 13 animais, divididos 

segundo o sacrifício a ser realizado em duas ou quatro semanas. Submetemos todos 

os animais à derivação do trânsito intestinal por meio da confecção de colostomia 

proximal terminal no cólon descendente e fístula mucosa no segmento distal. Dividimos 

cada grupo experimental em dois subgrupos denominados experimento e controle. 

Realizamos nos quatro animais pertencentes ao subgrupo controle a irrigação do 

segmento distal do reto através da instilação de enemas com solução fisiológica 0,9% e 

nos nove animais do subgrupo experimento com enemas contendo ácido 5-ASA. A 

irrigação das substâncias de intervenção foi sempre realizada pelo ânus dos animais 

(Figura 1). 
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3.2.1 - Subgrupo controle (duas semanas)  

Composto de quatro animais submetidos à derivação do cólon distal e irrigados, 

diariamente, pelo ânus, com 10 mL de soro fisiológico a 0,9% e sacrificados duas 

semanas após o procedimento cirúrgico. 

3.2.2 - Subgrupo controle (quatro semanas)  

 Formado por quatro animais submetidos à derivação do cólon distal e irrigados, 

diariamente, pelo ânus, com 10 mL de soro fisiológico a 0,9% e sacrificados quatro 

semanas após o procedimento cirúrgico.  

 

 

Figura 1 – Técnica de irrigação do segmento cólico excluso de trânsito 
fecal com a solução de intervenção. 
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3.2.3 - Subgrupo experimento (duas semanas)  

Composto de nove animais submetidos à derivação do cólon distal e irrigados, 

diariamente, pelo ânus com 1,2 mL de enema de ácido 5-aminosalicílico1 na 

concentração de 100mg/kg e sacrificados após duas semanas do procedimento 

cirúrgico.  

3.2.4 - Subgrupo experimento (quatro semanas)  

Formado com nove animais submetidos à derivação do cólon distal e irrigados, 

diariamente, pelo ânus com 1,2 mL de enema de ácido 5-aminosalicílico1 na 

concentração de 100mg/kg e sacrificados após quatro semanas do procedimento 

cirúrgico.  

3.3 - Período pré-operatório  

Durante o período de vigilância epidemiológica (sete dias) mantivemos os 

animais em gaiolas individuais, em ambiente climatizado, com controle de temperatura, 

luminosidade, umidade e ruídos. Todos permaneceram em jejum durante 12h, exceto 

para água, antes da intervenção cirúrgica. Identificamos cada gaiola com o número do 

animal, o grupo e o subgrupo experimental a que pertencia. Esses mesmos dados 

foram tatuados com tinta da China (tinta nanquim) na cauda de cada animal.  

 

 

                                                 
1  5-ASA®, Pentasa, Ferring Pharmaceuticals Ltd., Berkshir, UK 
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3.4 – Técnica anestésica 

No dia da intervenção, após serem convenientemente identificados, os ratos 

foram pesados e anestesiados com o emprego de cloridrato de xilazina 2%2 + cloridrato 

de quetamina3 na dose de 0,1mL/100g, administradas por via intramuscular na pata 

traseira esquerda.  

3.5 - Técnica cirúrgica  

Depois de anestesiados e fixos à mesa cirúrgica, em decúbito dorsal horizontal, 

realizamos tricotomia da região abdominal, da pelve até as rebordas costais, com 

aparelho elétrico de depilação. Utilizamos a polivinilpirolidona-iodo para anti-sepsia da 

área depilada, posteriormente, recoberta por campo cirúrgico fenestrado estéril. 

Abrimos a cavidade abdominal por meio de incisão longitudinal mediana com três 

centímetros de extensão. Terminada essa etapa, identificamos a placa de Peyer, 

estrutura linfóide situada na face anterior do cólon na transição entre o reto e o 

sigmóide (Figura 2). Com o auxílio de paquímetro, medimos a distância entre a placa de 

Peyer e o local escolhido para a secção do cólon esquerdo, situado a quatro 

centímetros acima da extremidade superior da placa. Após ligadura da arcada cólica 

marginal (Figura 3), seccionamos o cólon no ponto escolhido e exteriorizamos o 

segmento proximal como colostomia terminal, através de incisão circular com três 

milímetros de diâmetro, realizada na região do hipocôndrio esquerdo. Fixamos a 

                                                 
2  Dopaser™ Agribrands do Brasil Ltda. Brasil 
3  Dopalen™ Agribrands do Brasil Ltda. Brasil 
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colostomia à pele com pontos separados de fio absorvível monofilamentar 4-0 

(Monocryl®)4 nos quatro pontos cardinais, e depois entre eles, amarrando com três nós.                 

Terminada a confecção da colostomia proximal, cateterizamos o segmento 

caudal do intestino grosso com sonda de polivinil medindo 12F de diâmetro interno, e o 

irrigamos com 40 ml de solução fisiológica 0,9% aquecida a 37ºC (Figura 4), até que o 

efluente drenado pelo ânus não apresentasse material fecal. Concluída a irrigação, 

removemos o cateter e exteriorizamos o cólon distal como colostomia (fístula mucosa 

distal) na face lateral inferior esquerda da parede abdominal (Figura 5). Fixamos a 

colostomia distal com a mesma técnica utilizada na colostomia proximal. Realizamos a 

síntese da parede abdominal em dois planos de sutura: peritônio e aponeurose com 

pontos contínuos de fio de ácido poliglicólico 4-0 (Vicryl®)5 e a pele com pontos 

separados de nylon 4-0 (Mononylon®)5 

A partir do primeiro pós-operatório os animais do subgrupo controle foram 

irrigados diariamente com 3 ml de soro fisiológico à 0,9% por duas ou quatro semanas. 

Já os animais do subgrupo experimento foram irrigados, também diariamente, com o 

ácido 5-ASA pelo mesmo período. 

                                                 
4  Ethicon, Inc. Somerville, NJ, USA. 
5  Ethicon, Inc. Somerville, NJ, USA 
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Figura 3 – Ligadura da artéria marginal na altura da secção do cólon. 
 

Figura 2 – Identificação da placa de Peyer (seta) como reparo 
anatômico. 
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Figura 4 – Limpeza mecânica anterógrada do cólon excluso de trânsito 
fecal. 

Figura 5 – Aspecto final da parede abdominal após confecção dos 
estomas. 
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3.6 - Pós-operatório  

         3.6.1 - Imediato:  

Após o término da operação os animais foram mantidos por 10 min sob lâmpada 

aquecida, e após recuperação anestésica alojados em gaiolas individuais, sendo 

liberados para ingestão de água e ração padronizada6 (Nuvilab CR1™ Nuvital 

Nutrientes AS, Brasil) após acordarem completamente.  

3.6.2 - Tardio  

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais até a data do sacrifício. 

Permaneceram no biotério da Universidade São Francisco em ambiente climatizado e 

com controle de luminosidade. Foram avaliados e irrigados diariamente pelo ânus com 

soro fisiológico ou 5-ASA, dependendo do grupo experimental a que pertenciam, e 

pesados, semanalmente, por um único bioterista em uma mesma balança. Não houve 

necessidade de sedar os animais para realização da irrigação cólica. Registramos o 

peso semanal, assim como as características macroscópicas das fezes eliminadas 

pelos estomas em planilhas apropriadas. Durante o pós-operatório os animais 

receberam água e ração padronizada à vontade. 

3.7 - Sacrifício dos animais  

Na véspera do dia programado para a coleta do material, os animais foram 

novamente pesados e mantidos em jejum por 12h, exceto para água. Para a remoção 

dos fragmentos cólicos a serem estudados, anestesiamos os animais com a mesma 

                                                 
6 Nuvilab CR1™ Nuvital Nutrientes AS, Brasil 
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técnica anteriormente descrita e realizamos incisão xifopúbica. Após liberação das 

aderências removemos o cólon provido, incluindo a colostomia, e todo o segmento 

caudal do cólon desprovido de trânsito fecal, incluindo o ânus. Os animais anestesiados 

foram sacrificados com dose inalatória letal de éter etílico.  

Depois de removidos, abrimos longitudinalmente os segmentos do cólon pela 

borda anti-mesocólica, e os lavamos com soro fisiológico a 0,9% aquecido a 37ºC para 

remoção dos resíduos fecais ou muco. Retiramos fragmentos, medindo cada um deles 

10 mm de extensão, interessando toda a parede intestinal. Eram quatro do cólon 

provido e quatro do desprovido de trânsito intestinal. Os fragmentos do segmento 

provido de trânsito foram colhidos a um centímetro da fixação do estoma no peritônio 

parietal, desprezando a região da colostomia. Colhemos, nos grupos experiemento, os 

fragmentos dos segmentos sem trânsito, 10 mm a partir da fixação do estoma ao 

peritônio parietal e 5 mm acima do ânus, desprezando o canal anal. Isolamos nos 

fragmentos destinados à mensuração dos níveis de estresse oxidativo a mucosa das 

demais camadas da parede, por micro-dissecação, realizada com o auxílio de lupa 

entomológica e os acondicionamos em frasco com solução tampão de congelamento, 

própria para o ensaio do cometa e, após identificação, refrigeramos a -80ºC .  

3.8 - Técnica histológica 

Todos os fragmentos cólicos retirados durante o sacrifício foram seccionados no 

sentido longitudinal pelas bordas anti-mesocólica e mesocólica. Os fragmentos 

seccionados longitudinalmente foram lavados com solução fisiológica a 0,9% e 

dispostos e presos sob superfície plana de cortiça com a superfície mucosa voltada 
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para cima e submersos em solução de formaldeído a 10%, tamponado, para estudo 

histopatológico. 

3.9 - Confecção dos blocos de parafina e lâminas 

Dispusemos para a realização do estudo histopatológico e fixamos com alfinetes 

fragmentos com 20 mm de extensão, retirados dos cólons com e sem trânsito, em 

superfície plana de cortiça com a face mucosa voltada para cima. Após identificação o 

material foi acondicionado em frascos contendo solução de 20 ml de solução de 

formaldeído tamponado a 10%. Colocamos os espécimes nos frascos com os 

fragmentos de cólon totalmente imersos na solução onde permaneciam por 72 h. 

Depois deste período foram retirados e lavados em água corrente e água destilada 

para, em seguida, serem desidratados em sucessivas concentrações crescentes de 

álcool e clarificados em xilol. Após essa etapa o material foi incluído em parafina. Cada 

bloco foi submetido a dois cortes longitudinais, com 5μ de espessura, para confecção 

das lâminas destinadas ao estudo histológico. As lâminas foram coradas com 

hematoxilina-eosina (HE) e montadas em lamínulas com resina. Todas as lâminas 

foram confeccionadas por um mesmo técnico e analisadas em microscópio óptico 

comum (Nikon Eclipse DS-50) com magnificação final de imagem de 200 vezes.   

Para o diagnóstico da doença considerou-se a presença de atrofia das criptas 

cólicas, ulcerações epiteliais, infiltrado inflamatório, edema da camada mucosa e 

submucosa, congestão vascular e hiperplasia linfóide nodular quando presente. O 

diagnóstico de colite foi firmado por patologista experiente em afecções colorretais, que 

desconhecia os objetivos do estudo, bem com a origem do material. . 
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As Figuras 6 e 7 mostram a parede cólica em segmentos providos e desprovidos 

de trânsito fecal em animais submetidos a derivação intestinal por duas e quatro  

semanas. 

   
 

 
 

  
 

 

 

Figura 6 – Fotomicrografia da parede cólica no segmento provido de 
trânsito fecal de animal submetido à derivação intestinal por 4 
semanas (HE – 100x). c=criptas; MM= muscular da mucosa; sm = 
submucosa; mp= muscular própria. 

Figura 7 – Fotomicrografia da parede cólica no segmento desprovido 
de trânsito fecal de animal submetido à derivação intestinal por 4 
semanas (HE – 100x). mc = muco; c=criptas; MM= muscular da 
mucosa; sm = submucosa; mp= muscular própria. 
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3.10 - Eletroforese em gel de célula isolada (ensaio cometa) 

O ensaio do cometa foi realizado na Unidade de Farmacologia e 

Gastroenterologia da Universidade São Francisco, Bragança Paulista (UNIFAG).  

Realizamos a quantificação dos níveis de estresse oxidativo pela eletroforese 

em gel de células isoladas (ensaio do cometa) segundo padronização técnica proposta 

por Pool-Zobel et al. (1994).  Resumidamente, utilizamos para a detecção dos níveis de 

estresse oxidativo amostras provenientes dos animais do grupo controle e experimento 

da região cólica provida e desprovida de trânsito intestinal. Todas as amostras foram 

colhidas e analisadas em triplicata. Os espécimes foram incubados em 3 mL de solução 

tampão de Hank’s7 contendo 5,5 mg de proteinase K8  e 3 mg de colagenase10 por 45 

min a 37ºC para a o isolamento das células da mucosa cólica. Alíquotas foram retiradas 

e a viabilidade celular avaliada.  

Realizamos o ensaio do cometa apenas nas amostras que apresentassem 

viabilidade celular maior que 75%. Avaliamos a viabilidade celular usando o método do 

diacetato de fluoresceína (FDA) / brometo de etídio (EtBr)9. Resumidamente, a solução 

de coloração celular foi preparada imediatamente antes da sua utilização e continha 30 

ml de FDA em acetona (5mg/mL), 200 ml de EtBr em tampão fosfato (PBS; 200 

mg/mlLe 4,8 mL de PBS 10.  A suspensão contendo células isoladas foi então misturada 

com 25 mL da solução corante, colocada sobre lâmina e recoberta com lamínula. As 

lâminas foram lidas no microscópio de imunofluorescência. O núcleo das células viáveis 

                                                 
7  Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
8  Sigma Chemical, CO, St. Louis, MO, USA 
9  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
10  Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
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corava-se em verde, e em vermelho o das células inviáveis.  Após análise das lâminas, 

selecionamos amostras dos tecidos que apresentassem mais de 75% das células 

viáveis.  

A versão alcalina do ensaio do cometa foi realizada de acordo com protocolo 

publicado por Miranda et al. (2008). Em resumo, 15 μL da suspensão celular 

previamente obtida foram misturados à agarose low melting point 0.5%9, postos sobre 

uma lâmina e cobertos com lamínula. Essas foram imersas em solução de lise gelada 

(2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM Tris, 1% SDS, pH 10 com 1% Triton X-100 e 10% 

DMSO) e permaneceram a 4ºC por 12 horas. Subseqüentemente, foram expostas a um 

tampão alcalino (1 mM EDTA e 300 mM NaOH, pH=13,4) por 40 min. a 4ºC. A 

eletroforese foi realizada nesse tampão, no interior da geladeira a 4ºC, por 30 min a 

25V e 300 mA. Adicionalmente, o dano oxidativo também foi induzido “ex vivo”  pelo 

desafio das células isoladas a 100 µM de H2O2, em gelo, por 30 minutos antes da 

incorporação em agarose. Depois dissso, as lâminas foram colocadas em tubos com 

PBS (pH 7,4) antes da lise alcalina, e incubadas por 1 hora à 37ºC. Após a incubação 

foram lavadas em PBS frio, submetidas à lise alcalina, realizando a desnaturação e 

eletroforese com a mesma técnica acima descrita. Após a corrida da eletroforese, as 

lâminas foram neutralizadas (0,4 M Tris, pH 7,5), coradas com Sybr Safe10, e 

analisadas ao microscópio de fluorescência. Todo material foi processado e analisado 

simultaneamente por um mesmo profissional, para evitar variações da técnica 

empregada. Duzentas células foram aleatoriamente selecionadas (100 de cada 

segmento intestinal, provido e desprovido de trânsito) e analisadas usando o programa 
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Komet 5.511. Com o auxílio do programa, foi obtido o valor da extensão da cauda do 

cometa (Tail moment) sendo seus valores médios determinados. Segundo o manual do 

fabricante, o Tail moment (TM) é definido como o produto entre os fragmentos de DNA 

da cauda e a distância média da migração da cauda do cometa, e reflete a extensão 

das rupturas das hélices de DNA (estresse oxidativo), podendo ser quantificado por 

métodos de intensificação de imagem e análise computacional (Ribeiro et al., 2008) 

(Figura 8). Para cada animal, utilizou-se a média dos valores obtidos com a leitura de 

100 células de cada segmento cólico realizada pelo mesmo biomédico, que 

desconhecia a origem do material e os objetivos do estudo.  

 

 

 

3.11 - Método estatístico 

Os resultados obtidos fooam descritos adotando-se sempre os valores médios 

encontrados com o respectivo desvio padrão. Utilizamos os testes t de Student pareado 

para comparar os resultados encontrados nos cólons com e sem trânsito fecal para 
                                                 
11  Kinetic Imaging, NY,USA 

A B C

Figura 8 – Avaliação dos níveis de estresse oxidativo (Tail Moment), pelo ensaio do cometa. 
A – Célula normal; B – Célula com dano oxidativo moderado; C – Célula com dano oxidativo 
intenso. 
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cada solução de intervenção utilizada, independente do período de irrigação adotado 

(duas ou quatro semanas) no mesmo animal. Adotamos o teste de ANOVA e Newman 

Keuls para avaliar a variação nos níveis de dano oxidativo ao DNA comparando, em um 

mesmo segmento cólico (com ou sem trânsito fecal) as diferentes soluções de irrigação, 

em cada grupo experimental constituído (duas ou quatro semanas). Empregamos o 

teste de Friedman para verificar a variação dos níveis de dano oxidativo ao DNA após 

duas e quatro semanas analisando de maneira pareada as soluções de intervenção e 

os segmentos cólicos analisados.  

Para todos os testes adotou-se nível de significância de 5% (p<0,05) com os 

respectivos intevalos de confiança a 95%. Todos os dados obtidos foram analisados 

pelo programa estatístico SPSS12 for Windows (versão 13.0).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                                 
12 SPSS Inc., Chicago, USA 
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4. RESULTADOS 

 4.1 - Diagnóstico de colite 

As figuras 9,10,11,12,13 e 14 mostram as alterações histopatológicas 

encontradas nos segmentos providos e desprovidos de trânsito, que permitiram o 

diagnóstico de CE, em todos os animais, independente do grupo ou subgrupo 

experimental a que pertenciam. Verificou-se que os segmentos exclusos de trânsito 

fecal dos animais submetidos à intervenção com ácido 5-ASA apresentavam menor 

inflamação tecidual quando comparado aos animais irrigados com solução fisológica, 

independente do tempo de irrigação considerado. 

 

 
 

 

 

 

Figura 9 – Fotomicrografia do segmento provido de trânsito após duas 
semanas de derivação fecal e irrigação com solução fisiológica 0,9%. (HE-
200x) 
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Figura 10 – Fotomicrografia das alterações histológicas encontradas no 
segmento provido de trânsito após quatro semanas de derivação fecal e 
irrigação com solução fisiológica a 0,9%. (HE-200x) 

Figura 11 – Fotomicrografia das alterações histológicas encontradas no 
segmento desprovido de trânsito após duas semanas de derivação fecal e 
irrigação com solução fisiológica 0,9%. (HE-200x) 
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Figura 13 – Fotomicrografia do segmento desprovido de trânsito após duas 
semanas de derivação fecal e irrigação com ácido 5-ASA (HE-200x) 

Figura 12 – A – Fotomicrografia do segmento provido de trânsito após duas 
semanas de derivação fecal e irrigação com ácido 5-ASA. B – 
Fotomicrografia do segmento provido de trânsito após quatro semanas de 
derivação fecal e irrigação com ácido 5-ASA. (HE-200x) 
 

A B 
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4.2 – Níveis de dano oxidativo após duas semanas de irrigação 
 

A figura 15 mostra os níveis de dano oxidativo de DNA nos cólons providos e 

desprovidos de transito fecal nos animais sacrificados após duas semanas. Nos animais 

irrigados com solução fisiológica a 0,9% encontramos níveis de dano oxidativo ao DNA 

no cólon com trânsito fecal, em média, com o respectivo desvio padrão, de 2,590±0,54 

enquanto, nos irrigados com 5-ASA de 1,807±0,05 (Anexo). No cólon sem trânsito fecal 

os níveis de dano nos animais irrigados com solução fisiológica foram de 3,280±0,62 

enquanto nos irrigados com ácido 5-ASA de 2,074±0,15 (Anexo). Verificamos que nos 

animais irrigados com solução fisiológica os níveis de dano oxidativo ao DNA nos 

segmentos sem trânsito fecal foram significativamente maiores quando comparados aos 

Figura 14 – Fotomicrografia do segmento desprovido de trânsito após quatro 
semanas de derivação fecal e irrigação com ácido 5-ASA. (HE-200x) 
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dos segmentos com trânsito preservado (p = 0,02; I.C.: 95%: -1.831 a -0,1969; teste t 

pareado). Nos animais irrigados com ácido 5-ASA os níveis de dano oxidativo ao DNA 

nos segmentos exclusos de trânsito, também foram maiores quando comparados aos 

dos segmentos com trânsito preservado (p=0,0001; I.C.: 95%: -0,3517 a -0,1839; teste t 

pareado). 

 

 

 

 

4.3 – Níveis de dano oxidativo após quatro semanas de irrigação 
A figura 16 mostra os níveis de dano oxidativo de DNA nos cólons providos e 

desprovidos de transito fecal nos animais sacrificados após quatro semanas. Nos 

animais irrigados com solução fisiológica a 0,9%, encontramos níveis de dano oxidativo 

Figura 15 - Valor médio, com o respectivo desvio padrão, dos níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear 

nos cólons irrigados com solução fisiológica ou ácido 5-ASA por duas semanas comparando segmentos 

com e sem trânsito fecal. Teste t pareado; * = significante. 
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ao DNA no cólon com trânsito fecal, em média, com o respectivo desvio padrão, de 

2.590±0,54 enquanto, nos irrigados com 5-ASA de 2,066±0,13 (Anexo). No cólon sem 

trânsito fecal os níveis de dano nos animais irrigados com solução fisiológica foram de 

3,20±0,27 enquanto nos irrigados com ácido 5-ASA de 2,453±0,17 (Anexo). Verificamos 

que nos animais irrigados com solução fisiológica os níveis de dano oxidativo ao DNA 

nos segmentos com trânsito fecal foram semelhantes aos dos segmentos sem trânsito 

(p=0,14; teste t pareado). De modo diferente, nos animais irrigados com ácido 5-ASA os 

níveis de dano oxidativo ao DNA nos segmentos exclusos de trânsito foram maiores 

quando comparados aos dos segmentos com trânsito preservado (p=0,001; teste t 

pareado). 

 

 

 

 

Figura 16 - Valor médio, com o respectivo desvio padrão, dos níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear 

nos cólons irrigados com solução fisiológica ou ácido 5-ASA, por quatro semanas comparando 

segmentos com e sem trânsito fecal. Teste t pareado; * = significante. 
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A figura 17 mostra a variação dos níveis de dano ao DNA nos cólons providos e 

desprovidos de trânsito, após uso das soluções de intervenção por duas ou quatro 

semanas. Ao analisarmos a variação dos níveis de dano ao DNA, nos segmentos com e 

sem trânsito fecal, verificamos que nos animais irrigados com 5-ASA, os níveis de dano 

foram menores sempre, independente do tempo de irrigação, quando comparados aos 

animais irrigados com solução fisiológica (p<0,01; ANOVA, pós-teste de Newman-

Keuls).  

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Variação dos níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos cólons providos e 

desprovidos de trânsito fecal nos animais submetidos à intervenção por duas ou quatro semanas 

com solução fisiológica a 0,9% e ácido 5-ASA. Teste de ANOVA com pós-teste de Newman-Keuls; 

* = significante. 
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A figura 18 mostra a variação dos níveis de dano ao DNA nos segmentos 

providos e desprovidos de trânsito fecal comparando os diferentes tempos de irrigação 

(duas e quatro semanas) irrigados com solução fisiológica ou ácido 5-ASA. Verificamos 

que os níveis de danos nos segmentos com e sem trânsito fecal nos animais irrigados 

com solução fisológica não apresentavam variação, mantendo-se elevados durante o 

experimento. Os níveis de dano ao DNA nos segmentos providos e desprovidos de 

trânsito fecal dos animais irrigados com ácido 5-ASA apesar de aumentarem com o 

progredir do experimento mantinham-se menores que os níveis dos animais irrigados 

com solução fisiológica.  

 

 

 

 

Figura 18 - Variação dos níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos cólons providos e desprovidos de 

trânsito fecal comparando animais submetidos à intervenção por duas quatro semanas, irrigados com 

solução fisiológica a 0,9% ou ácido 5-ASA. Teste de ANOVA, pós-teste de Newman-Keuls; * = 

significante. 
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4.4 - Níveis de dano oxidativo após desafio com H2O2 (duas semanas) 

A figura 19 mostra os níveis de dano oxidativo de DNA em células da mucosa 

cólica após o desafio com H2O2 nos animais submetidos à irrigação por duas semanas. 

Verificamos que nos animais submetidos à intervenção com solução fisiológica a 0,9% 

os níveis de dano oxidativo ao DNA no cólon com trânsito preservado foram, em média, 

com o respectivo desvio padrão, de 2.910±0,36, enquanto nos submetidos à 

intervenção com ácido 5-ASA de 1,896±0,07. Ao mensurarmos os níveis de dano 

oxidativo no cólon sem trânsito fecal verificamos que os níveis nos animais irrigados 

com solução fisiológica foram de 3,555±0,43 enquanto nos animais irrigados com ácido 

5-ASA de 2,441±0,35.  

Constatamos que nos animais irrigados com solução fisiológica os níveis de 

dano oxidativo ao DNA nos segmentos sem trânsito fecal, após desafio com H2O2 foram 

significativamente mais elevados quando comparados aos dos segmentos onde o 

trânsito fecal encontrava-se preservado (p=0,005; I.C.: 95%: -1,0028 a -0,2872; teste t 

pareado). De modo semelhante verificamos que nos animais irrigados com ácido 5-ASA 

os níveis de dano oxidativo ao DNA nos segmentos exclusos de trânsito, também foram 

maiores quando comparados aos segmentos com trânsito preservado (p=0,0007; I.C.: 

95%: -0,7802 a -0,3109; teste t pareado). 
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4.5 -  Níveis de dano oxidativo após desafio com H2O2 (quatro semanas) 

A figura 20 mostra os níveis de dano oxidativo de DNA em células da mucosa 

cólica após o desafio dom H2O2 nos animais submetidos à irrigação por quatro 

semanas. Constatamos que os níveis de dano ao DNA nos segmentos com trânsito 

fecal dos animais irrigados com solução fisiológica a 0,9%, foram de 4,158±0,12, 

enquanto nos submetidos a intervenção com ácido 5-ASA de 2,581±0,34. Verificamos 

que os níveis de dano ao DNA no cólon sem trânsito fecal dos animais irrigados colm 

solução fisiológica foram de 4,520±0,34, enquanto nos irrigados com ácido 5-ASA de 

3,254±0,41.  

Figura 19 - Valores médios, com o respectivo desvio padrão, dos níveis de dano oxidativo ao DNA nos 

cólons providos e desprovidos de trânsito fecal, após desafio com H2O2, comparando animais 

submetidos à intervenção com solução fisiológica e ácido 5-ASA por duas semanas. Teste t pareado; * 

= significante 
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Constatamos que nos animais irrigados com solução fisiológica os níveis de 

dano oxidativo ao DNA nos segmentos com trânsito, após o desafio, foram semelhantes 

quando comparados aos dos segmentos sem trânsito fecal (p = 0,14; I.C.: 95%: - 

0,9551 a 0,2201; teste t pareado). De modo diferente, verificamos que nos animais 

irrigados com ácido 5-ASA os níveis de dano oxidativo ao DNA nos segmentos exclusos 

de trânsito, após o desafio foram mais elevados quando comparados aos dos 

segmentos com trânsito preservado (p=0,001; I.C.: 95%: -0,9935 a -0,3532; teste t 

pareado) (Anexo). 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Valores médios, com o respectivo desvio padrão, dos níveis de dano oxidativo ao DNA nos 

cólons providos e desprovidos de trânsito fecal, após desafio com H2O2, comparando animais 

submetidos à intervenção com solução fisiológica e ácido 5-ASA por quatro semanas. Teste t pareado; * 

= significante 
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A figura 21 mostra a variação dos níveis de dano ao DNA nos cólons providos e 

desprovidos de trânsito após uso das soluções de intervenção por duas ou quatro 

semanas, nos animais submetidos ao desafio com H2O2. Ao analisarmos a variação dos 

níveis de dano ao DNA, nos segmentos com e sem trânsito fecal, verificamos que nos 

animais irrigados com 5-ASA, os níveis de dano foram menores independente do tempo 

de irrigação (p<0,01; ANOVA, pós-teste de Newman-Keuls). (Anexo).  

 

 

 

 

 

A figura 22 mostra a variação dos níveis de dano ao DNA nos segmentos providos 

e desprovidos de trânsito fecal comparando os diferentes tempos de irrigação (duas e 

quatro semanas) em animais com solução fisiológica ou ácido 5-ASA, após desafio com 

Figura 21 - Variação dos níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos cólons providos e desprovidos 

de trânsito fecal nos animais submetidos à intervenção por quatro semanas com solução fisiológica a 

0,9% e ácido 5-ASA, desafiados com H2O2. Teste de ANOVA, pós teste de Newman-Keuls; * = 

significante. 
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H2O2. Encontramos aumento nos níveis de dano oxidativo do DNA após intervenção 

com solução fisiológica ou ácido 5-ASA, independente do período de irrigação 

considerado. Todavia, os níveis de dano ao DNA nos segmentos providos de trânsito 

fecal e irrigados com ácido 5-ASA no segmento excluso variavam menos quando 

comparados aos dos animais irrigados com solução fisiológica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 22 - Variação dos níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos cólons providos e desprovidos de 

trânsito fecal comparando animais submetidos à intervenção por duas quatro semanas, irrigados com 

solução fisiológica a 0,9% ou ácido 5-ASA, após desafio com H2O2. Teste de ANOVA, pós-teste de 

Newman-Keuls; * = significante. 
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5. DISCUSSÃO 

5.1 - Quanto ao método 

  5.1.1 - Aspectos éticos da pesquisa 

A utilização de animais de experimentação têm sido de grande importância para 

a ciência. Isso é percebido não apenas pelos avanços no conhecimento dos processos 

vitais, mas também para a evolução nos métodos de prevenção, diagnóstico e 

tratamento de doenças (Sousa et al., 2008). Entretanto, é de responsabilidade do 

pesquisador o manuseio destes animais, garantindo-lhes não apenas um tratamento 

livre de dor, mas também bem estar durante o experimento. Da mesma forma, o 

número de animais empregados deve ser o menor possível evitando-se o emprego de 

grandes grupos experimentais. Ao final da pesquisa o sacrifício destes animais deve 

respeitar a metodologia recomendada para cada espécie pela legislação atual.  

Respeitando estes princípios obedecemos às orientações da Lei Federal 11.794 

de 08/102008, tendo cuidado de elaborar grupos experimentais com o menor número 

de animais possível e com especial atenção para que os mesmos fossem manuseados 

e sacrificados segundo as recomendações do COBEA.  

5.1.2 – Animal de experimentação 

Os ratos são os animais mais freqüentemente utilizados em modelos 

experimentais de colite (Filmann, 2007; Martinez et al., 2008; Reis, 2008; Sousa et al., 

2008; Hayashi et al., 2009; Martinez, 2009; Nonose et al., 2009). Os poucos estudos 

que avaliaram a CE em modelos experimentais também adotaram o rato como animal 
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de experimentação (Keli et al., 1997; Biondo-Simões et al., 2000; Lopes-Paulo, 2002; 

Margarido et al., 2003; Pinto Júnior et al., 2007; Sousa et al., 2008; Nasrri et al., 2008; 

Martinez et al., 2008; Nonose et al., 2008; Martinez, 2009). Embora a maioria dos 

autores proponha que o desenvolvimento da CE no animal apresente paralelismo com 

o que ocorre no homem, outros acreditam que os ratos não representam um bom 

animal de experimentação para o estudo da CE, pois a freqüência com que 

desenvolvem as lesões histológicas nos segmentos sem trânsito é discreta e não 

relacionada ao tempo de exclusão (Biondo-Simões et al., 2000). É possível que esse 

conflito de opiniões esteja diretamente relacionado a diferentes aspectos técnicos nos 

modelos experimentais empregados. 

Utilizamos ratos albinos (Rattus Norvegicus Berkenhout), SPF (Specific 

Pathogen Free), da linhagem Wistar, fornecidos por um único biotério que é centro de 

referência nacional para criação de animais de experimentação. Tais cuidados foram 

tomados para assegurarmos melhor qualidade e uniformidade na amostra estudada. 

Utilizamos apenas animais SPF com o objetivo de evitar que parasitoses intestinais 

pudessem determinar o aparecimento de colite infecciosa. Essa mesma precaução já 

havia sido adotada anteriormente em modelos experimentais de CE (Sousa et al., 2008; 

Martinez et al., 2008; Nonose et al., 2008; Martinez, 2009) 

Assim como outros selecionamos apenas animais pertencentes ao gênero 

masculino com o objetivo minimizar os efeitos das mudanças fisiológicas que ocorrem 

durante o ciclo hormonal das fêmeas que poderiam interferir nos resultados (Sousa et 

al., 2008; Martinez, 2009; Nonose et al., 2009). O emprego de um único gênero também 

possibilitou eliminar quaisquer variações significantes com relação ao reparo anatômico 

adotado na padronização do local no cólon esquerdo aonde seria confeccionada a 
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colostomia. Estudos vêm demonstrando que existem variações na localização da placa 

de Peyer em relação à reflexão peritonial ao compararem-se animais pertencentes a 

diferentes gêneros (Priolli et al., 2009).  

Pesquisas recentes mostraram que o modelo experimental de CE no rato 

determina modificações histológicas comparáveis com as encontradas nos seres 

humanos (Lopes-Paulo, 2002; Margarido et al., 2003; Oliveira-Neto e Aguilar-

Nascimento, 2004; Sousa et al., 2008; Nasrri et al., 2008; Martinez, 2009). Os 

resultados encontrados no presente estudo confirmaram que o rato é animal de 

experimentação adequado, pois desenvolveu alterações no segmento excluso de 

trânsito que permitiram o diagnóstico histopatológico de CE em todos os animais do 

grupo experimento, independente do tempo de exclusão proposto.  

5.1.3 – Fase pré-operatória 

Durante todo o período do experimento mantivemos os animais em gaiolas 

individuais até a data do sacrifício, mantendo-os em ambiente com temperatura 

variando entre 20ºC e 30ºC, umidade relativa do ar entre 40% e 60% e exposição à 

luminosidade por 12 horas/dia.  A manutenção em ambientes climatizados e o 

manuseio cuidadoso são medidas importantes uma vez que estudos já demonstraram 

que o estresse físico pode provocar dano oxidativo ao DNA celular, o que poderia 

interferir nos resultados do presente estudo (König et al., 2001; Mayr et al., 2002). 

Optamos por iniciar o jejum 12 horas antes do procedimento, exceto a oferta de 

água, com intuito de reduzir o conteúdo fecal no interior do cólon. Com este cuidado 

tínhamos com objetivo facilitar a manipulação intestinal e diminuir o volume de solução 
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fisiológica quando realizamos a limpeza mecânica intra-operatória para eliminação de 

eventuais resíduos fecais ainda presentes no cólon a ser excluso de trânsito.  

O acondicionamento em gaiolas individuais permitiu acompanhamento pré e pós-

operatório, com identificação do número do animal e o grupo experimental a que 

pertenciam, assim como as anotações em ficha individualizada tornaram possível o 

controle adequado das características das evacuações, consumo de ração, aspectos 

relacionados à ferida cirúrgica, estoma e evolução ponderal. O isolamento também 

evitou que um animal agredisse o estoma do outro, fato que observamos durante a 

elaboração de grupo piloto para padronização das etapas experimentais desenvolvidas 

no presente estudo.  

Revisando a literatura recente a maioria dos autores não faz menção aos 

cuidados dispensados no preparo pré-operatório (Keli et al., 1997; Biondo-Simões et al., 

2000; Lopes-Paulo, 2002; Pinto Júnior et al., 2007). Um estudo relata que os animais 

foram isolados uma semana antes do procedimento cirúrgico em gaiolas individuais, 

porém não adotou o regime de jejum pré-operatório empregado em nossa pesquisa 

(Keli et al., 1997). De modo semelhante ao anteriormente proposto isolamos os animais 

nos dias que antecederam a intervenção cirúrgica em um período de vigilância 

epidemiológica (Keli et al., 1997; Sousa et al., 2008; Nonose et al., 2009). Acreditamos 

que o jejum, iniciado 12 horas antes do procedimento cirúrgico, evita a privação 

prolongada de substrato fecal no cólon provido de trânsito, que poderia interferir nos 

resultados histológicos e bioquímicos caso adotássemos período mais prolongado. 

Cabe lembrar que um dia de vida nos ratos Wistar corresponde à maior período 

aproximado de 360 dias no homem (de Araújo, 2007). 
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De modo semelhante ao anteriormente proposto optamos pelo fornecimento de 

ração padronizada nos dias que antecederam a intervenção cirúrgica (Keli et al.,1997). 

Desta forma foi possível o controle das fezes de cada roedor, diminuindo as chances de 

se selecionar para o experimento animal com qualquer tipo de doença intestinal prévia. 

Durante o período pré-operatório não observamos diarréia, presença de parasitas ou 

outro sinal que sugerisse a presença de colite em qualquer dos animais selecionados. A 

padronização da dieta também assegurou que todos recebessem o mesmo conteúdo 

de fibras dietéticas, mantendo uniforme o fornecimento de AGCC para o cólon provido 

de trânsito.  

5.1.4 – Anestesia 

Optamos por utilizar como agente anestésico solução de xilazina a 2% associada 

ao cloridrato de quetamina na dose de 0,1ml/100g, administradas por via intramuscular. 

Em estudo semelhante foi utilizado o éter inalatório como agente anestésico, porém, os 

autores descrevem complicações pulmonares que levaram à morte de um animal 

durante o procedimento cirúrgico (Keli et al., 1997).  

Outros autores, apesar de utilizarem anestesia inalatória com éter etílico, não 

encontraram complicações, mas também não expressam quaisquer benefícios 

relacionados ao veículo anestésico empregado (Biondo-Simões et al., 2000). Um autor 

empregou a anestesia geral intraperitoneal com tiobarbiturato de sódio na dose de 50 

mg/kg de peso, sem relato de complicação relacionada à droga (Lopes-Paulo, 2002). A 

via de administração adotada e as drogas empregadas no presente estudo foram bem 

toleradas por todos os animais, sendo a recuperação anestésica pós-operatória rápida 

e sem óbitos. Evitamos a administração intraperitoneal pelo receio de que as drogas 
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anestésicas pudessem ocasionar inflamação da parede cólica interferindo na síntese de 

proteínas. Este tipo de padronização anestésica já tinha sido utilizado em modelos de 

colite de exclusão que avaliaram, experimentalmente os níveis de dano oxidativo 

tecidual e que não referiram interferência do método anestésico nos resultados 

(Martinez et al., 2008; Martinez, 2009) 

5.1.5 – Técnica operatória 

Realizamos a abertura da cavidade através de incisão mediana infra-umbilical 

longitudinal de três centímetros de extensão para a identificação do cólon distal e reto. 

A extensão e a localização mediana da incisão na parede abdominal permitiram, com 

facilidade, a localização do cólon esquerdo, a identificação da placa de Peyer - o reparo 

anatômico adotado para a secção do cólon - bem como a confecção dos estomas 

proximal e distal distante da incisão cirúrgica.  A extensão da incisão também foi 

suficiente para permitir a colocação do paquímetro para a medida do ponto exato onde 

foi realizada a secção do cólon esquerdo. A padronização do local da colostomia 

possibilitou que o estoma fosse sempre realizado no mesmo local em todos os animais. 

Dessa forma tivemos segurança de que os espécimes removidos para o estudo cometa 

foram sempre retirados do mesmo local. Confeccionamos a colostomia proximal e a 

fístula mucosa distal no hipocôndrio esquerdo e fossa ilíaca esquerda, respectivamente, 

para evitar que o animal pudesse alcançar o estoma com a boca o que poderia gerar 

complicações pós-operatórias. Quando padronizávamos a técnica operatória nos 

animais do grupo piloto verificamos que um deles roeu o estoma proximal realizado, a 

princípio, no abdômen inferior.  
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Optamos pela confecção de dois estomas terminais separados com o objetivo de 

evitar a migração de material fecal da colostomia proximal para fistula mucosa distal, o 

que poderia manter o fornecimento de nutrição ao cólon desfuncionalizado. Modelos 

experimentais que realizaram a colostomia em alça não podem assegurar a completa 

exclusão fecal (Keli et al., 1997). Acreditamos que a opção técnica que adotamos no 

presente estudo mostrou-se válida, à medida que não encontramos em nenhum animal 

resíduos fecais no segmento excluso de trânsito quando da coleta dos espécimes para 

análise histológica. Outros autores preferem utilizar a exclusão do cólon distal com a 

operação de Hartmann, todavia, esta técnica dificulta a localização e remoção do cólon 

excluso, aumentando a possibilidade de que o cólon não seja retirado em um único 

segmento dificultando a obtenção de material suficiente para o estudo histológico 

(Biondo-Simões et al., 2000). 

A técnica empregada para fixação cutânea da colostomia e da fistula mucosa 

assegurou boa cicatrização das bordas do estoma à pele e não observamos, em 

nenhum animal, necrose ou deiscência da fixação da colostomia.  

5.1.6 – Preparo mecânico do cólon excluso 

Acreditamos que a limpeza mecânica do cólon excluso, em modelos 

experimentais propostos para CE, é etapa fundamental e imprescindível para assegurar 

a completa eliminação de todo conteúdo fecal residual no segmento cólico a ser 

excluso.  

A limpeza mecânica do segmento excluso de trânsito em modelos experimentais 

de CE já havia sido recomendada anteriormente (Margarido et al., 2003) e vem sendo 

utilizada rotineiramente nos estudos mais recentes (Nasrri et al., 2008; Sousa et al., 
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2008; Martinez et al., 2008; Nonose et al., 2008; Martinez, 2009). Todavia, poucas 

pesquisas realizadas com modelos experimentais de CE mencionam que tal cuidado 

tenha sido tomado (Pinto Júnior et al., 2007; Nassri et al., 2008; Sousa et al., 2008; 

Martinez, 2009; Nonose et al., 2009). No presente estudo, assim que a colostomia 

proximal foi terminada, o segmento distal foi irrigado com soro fisiológico 0,9%, até que 

o efluente drenado pelo ânus do animal não mais apresentasse saída de material fecal. 

Com o preparo mecânico intra-operatório asseguramos a inexistência de resíduos 

fecais no cólon desprovido de trânsito. Cabe destacar que, em todos os animais de 

ambos os grupos, quando realizamos a limpeza mecânica do cólon distal houve saída 

de fezes pelo ânus.  

A maior parte dos modelos experimentais para o estudo de CE adotados não faz 

menção à limpeza mecânica do cólon distal antes da confecção da colostomia em alça, 

fístula mucosa distal ou fechamento do coto retal (Biondo-Simões et al., 2000, Keli et 

al., 1997, Lopes-Paulo, 2002). É importante ressaltar que a presença de fezes no 

segmento intestinal excluso altera os resultados encontrados, pois mantém o substrato 

rico em AGCC que continua servindo de combustível energético para a porção exclusa 

do cólon, minimizando as alterações histológicas. Sendo assim, os estudos que não 

realizaram a limpeza mecânica prévia no segmento excluso de trânsito, e que não 

encontraram as alterações histológicas compatíveis com desenvolvimento da CE, 

provavelmente não levaram em conta essa possibilidade.  

5.1.7 – O reparo anatômico para a secção do cólon 

Para determinar o ponto de secção cólica para confecção dos estomas, 

adotamos a placa de Peyer como reparo anatômico. Outros estudos utilizaram a 
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reflexão peritonial como reparo anatômico ou confeccionaram a colostomia em local 

determinado pela introdução de cateter graduado por via anal marcando a distância 

para confeccionar a colostomia (Biondo-Simões et al., 2000; Lopes-Paulo, 2002; 

Kissmeyer-Nielsen et al., 1994). A adoção da reflexão peritonial com reparo anatômico 

faz com que no momento da remoção do segmento excluso de trânsito a placa de 

Peyer possa estar incluída no espécime.  

A placa de Peyer é estrutura linfóide singular, localizada na transição 

retossigmoideana no rato. Foi descrita entre nós, pela primeira vez em 1947, como 

estrutura linfóide na porção terminal do cólon de ratos (Junqueira, 1947). Encontra-se 

anteriormente ao epidídimo, em machos, ou ao útero, em fêmeas. Pela facilidade de 

sua localização, já que aparece sempre como área de conformação ovalada, 

esbranquiçada, ligeiramente espessada, facilmente identificada na parede anterior do 

cólon, contralateral à linha de inserção do mesentério e mais cranial à reflexão 

peritoneal, permite que a medida das distâncias intracavitárias seja mais facilmente 

obtida quando comparada à mesma medida aferida adotando outro reparo anatômico 

(Nonose et al., 2009; Priolli et al., 2009). Acreditamos que a adoção da placa de Peyer 

como reparo anatômico, em detrimento à reflexão peritoneal, reduziu a extensão da 

incisão cirúrgica e o tempo necessário para as medidas intracavitárias. Sua 

identificação foi feita em todos os animais com facilidade e o auxilio do paquímetro foi 

útil para uniformizar o ponto exato para secção do cólon esquerdo. . 

A introdução de cateter via anal, para determinar o ponto de secção do cólon 

apresenta como desvantagem o fato de que pode provocar traumatismos à mucosa 

reto-cólica levando ao aparecimento de soluções de continuidade na mucosa com 
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conseqüente processo infamatório mucoso que pode interferir, posteriormente, na 

interpretação das alterações histológicas.  

Entretanto, é importante salientar que a placa de Peyer é estrutura linfóide que 

substitui parte do epitélio mucoso cólico. Para o estudo dos níveis de estresse oxidativo 

sempre tivemos o cuidado de coletar os fragmentos fora da região cólica que continha a 

placa. Com isso acreditamos que os níveis dano oxidativo ao DNA nuclear foram 

mensurados sempre em células epiteliais obtidas da mucosa cólica, e não sobre uma 

estrutura linfóide capaz de alterar os resultados encontrados. 

5.1.8 – Grupos experimentais 

Revisando os poucos estudos experimentais em modelos de CE verificamos 

variação entre os autores com relação ao tempo ideal para promover a exclusão 

intestinal (Biondo-Simões et al., 2000; Keli et al., 1997; Lopes-Paulo, 2002; Pinto Júnior 

et al., 2007, Sousa et al., 2008). Esta falta de uniformidade dificulta a comparação dos 

resultados histológicos encontrados nos diferentes estudos. Entretanto, estudos 

experimentais já demonstraram que as alterações histológicas que caracterizam a CE 

podem ser encontradas após duas semanas da derivação fecal. Optamos por excluir o 

trânsito fecal por duas e quatro semanas para reduzir o tempo do experimento, evitando 

dessa forma a realização de procedimento invasivo por longos períodos. Da mesma 

forma, reduzimos o inconveniente de manter os animais colostomizados por maior 

tempo. Mesmo assim, com esta padronização encontramos alterações histológicas nos 

segmentos desprovidos de trânsito compatíveis com a CE em todos os animais, 

independente do tempo de exclusão.  
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Optamos por constituir dois grupos experimentais com duas e quatro semanas 

de exclusão fecal com o objetivo de verificar a eficácia antioxidante das soluções de 

intervenção utilizadas com o progredir do tempo de exclusão. Estudos anteriores 

demonstraram que os níveis de dano oxidativo ao DNA de células obtidas da mucosa 

cólica exclusa de trânsito aumentam com o decorrer do tempo de exclusão (Martinez et 

al., 2008; Martinez, 2009). Optamos por constituir subgrupo experimental irrigado com 

apenas com solução fisiológica a 0,9%, com o objetivo de estabelecer um parâmetro de 

comparação com o grupo submetido à intervenção com o ácido 5-ASA. Este cuidado se 

deve ao fato de que a solução fisiológica, habitualmente, é o veículo onde o princípio 

ativo é dissolvido nas preparações comerciais. Dessa forma poderíamos avaliar a 

influência da solução fisiológica a 0,9% nos níveis de dano oxidativo. Não idealizamos 

um grupo experimental de animais não submetidos à intervenção, por termos verificado 

no grupo piloto para padronização técnica de nosso estudo, que os níveis de dano 

oxidativo em ambos os segmentos cólicos eram semelhantes aos dos animais irrigados 

com solução fisiológica. Além do mais, acreditamos que a cateterização retal diária, 

sem a infusão de qualquer substância não representa uma situação clínica observada. 

A padronização do local de coleta dos espécimes para o estudo histológico e 

bioquímico é determinante para comparação entre diferentes grupos e animais de 

experimentação. Quando não se define o local da coleta, retirando-se material de 

diferentes regiões do cólon pelas variações existentes, não é possível estabelecer 

comparação adequada. Para minimizar esse viés de coleta, padronizamos não só o 

local onde o cólon seria seccionado como também de onde seria retirado o fragmento 

destinado às avaliações histológicas e níveis de dano de DNA. Dessa forma, 

encaminhamos para as duas avaliações os fragmentos obtidos sempre da mesma 
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região, independente do animal ou do grupo experimental estudado. Poucos estudos 

experimentais descrevem tal cuidado (Kissmeyer-Nielsen et al., 1994; Sousa et al., 

2008; Martinez, 2009; Nonose et al., 2009).  

5.1.9 - Técnicas histológicas 

As técnicas histológicas e de coloração utilizadas no presente estudo foram 

realizadas pelo mesmo técnico e em bateria única. Acreditamos que a realização das 

colorações por uma mesma pessoa e em uma mesma série permitiu maior 

uniformidade entre os grupos e evitando interferências relacionadas ao meio ambiente 

(luz, temepratura, umidade). 

Para o diagnóstico histopatológico de CE, todos os espécimes foram corados 

pela HE. Optamos pela coloração pela HE pelo seu uso rotineiro, uma vez que é a 

técnica de coloração habitualmente usada para o diagnóstico de colite em modelos 

experimentais, bem como em seres humanos.  A técnica da HE permitiu a confecção 

de lâminas com boa qualidade de coloração que possibilitou o diagnóstico de CE em 

todos os segmentos exclusos de trânsito independente do tempo considerado. Em 

nenhum momento o patologista que analisou as lâminas foi informado sobre a origem 

do material, bem como demais aspectos relacionados ao estudo. Assim, acreditamos 

ter tornado a interpretação mais fidedigna.  

As alterações histológicas encontradas (redução da espessura das criptas 

cólicas, presença de ulcerações epiteliais, infiltrado inflamatório, congestão vascular da 

camada submucosa e áreas com hiperplasia nodular focal) foram encontradas em 

todos os segmentos exclusos de trânsito, permitindo confirmar os resultados de 

estudos anteriores demonstrando que o modelo experimental adotado foi capaz de 
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desencadear o aparecimento de colite (Sousa et al., 2008; Martinez, 2009; Nonose et 

al., 2009).  Não nos preocupamos em avaliar a resposta histológica comparando 

animais irrigados com solução fisológica ou ácido 5-ASA, pois não era objetivo do 

presente estudo. Porém, em estudo recentemente concluído utilizando o mesmo grupo 

de animais, que avaliou a resposta terapêutica utilizando escala histológica de 

graduação inflamatória, e análise de imagem, assistida por computador, encontramos 

melhora significativa do grau de inflamação na mucosa dos segmentos desprovidos de 

trânsito fecal, irrigados com ácido 5-ASA (Máximo et al., 2010). 

  5.1.10 - Ensaio em cometa 

Um dos principais mecanismos de destruição tecidual nas colites é decorrente da 

excessiva síntese e liberação dos RLO pelos neutrófilos e pelas células da mucosa 

cólica com alterações metabólicas (McCord, 2000; Liu et al., 2001; Nieto et al., 2002; 

Damiani et al., 2007; Fillmann, 2007; Fillmann et al., 2007). Embora a formação desses 

radicais seja essencial para a defesa do hospedeiro no combate a infecção bacteriana, 

sua contínua superprodução, durante o processo inflamatório, pode causar extensa 

destruição tecidual pelo estresse oxidativo (Liu et al., 2001; Pravda, 2005; Møller, 2006; 

Damiani et al., 2007; Roessner et al., 2008; Martinez, 2009).  

A mensuração dos níveis de estresse oxidativo até poucos anos envolvia 

técnicas bioquímicas sofisticadas que necessitavam considerável quantidade de tecido 

para a sua correta quantificação. Dessa forma, em virtude dos limites relacionados com 

a obtenção de material suficiente para análise, não era possível aplicar essas técnicas 

em pequenas quantidades de tecidos, como aqueles obtidos durante procedimentos 

endoscópicos (Ribeiro et al., 2007; Ribeiro et al., 2008). Por esta razão, poucos estudos 
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que quantificaram os níveis de dano oxidativo DNA em portadores de colite, 

comparando os tecidos normais e inflamados (Longatti et al., 2010). O desenvolvimento 

de uma técnica que possibilitasse a avaliação dos níveis de estresse oxidativo em 

pequenas quantidades de tecido foi conquistado quando em 1984 demonstrou-se pela 

primeira vez a possibilidade de se determinar os níveis de dano oxidativo ao DNA de 

uma única célula por meio da técnica de microeletroforese em gel de célula isolada 

(Ostling e Johanson, 1984). Com o advento da técnica da microeletroforese em gel de 

célula única, também conhecida como ensaio em cometa, tornou-se possível quantificar 

os níveis de danos oxidativos ao DNA em pequenos fragmentos de tecido, 

possibilitando o estudo comparativo entre células normais, em diversos estágios do 

processo inflamatório e, até mesmo, no tecido neoplásico (Ribeiro et al., 2007; Ribeiro 

et al., 2008). A técnica permite a identificação de quebras simples e duplas nas fitas do 

DNA oxidadas por RLO, e vem sendo utilizada na quantificação dos níveis de estresse 

oxidativo em diferentes enfermidades (Pool-Zobel, 1994; Ladeira et al., 2005; Ribeiro et 

al., 2007; Ribeiro et al., 2008; Martinez, 2009). 

 O princípio técnico baseia-se na constatação de que os RLO determinam 

quebras nas fitas do DNA nuclear (Ribeiro et al., 2008). Para a realização do ensaio os 

fragmentos de tecidos a serem estudados são, inicialmente, submetidos a ação de 

colagenase específica para tecido cólico que tem a função de isolar as células epiteliais 

em uma suspensão líquida. A suspensão é então cuidadosamente centrifugada e as 

células isoladas são submetidas à lise alcalina, que tem como objetivo destruir a 

membrana citoplasmática, citosol, organelas citoplasmáticas e a primeira camada da 

carioteca, preservando a segunda camada da carioteca íntegra mantendo, em seu 
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interior, o DNA nuclear. Estes núcleos, contendo apenas a segunda camada da 

carioteca e o DNA, são submetidos à eletroforese em gel a -4ºC, com o objetivo de 

inativar as proteínas de reparo existente no interior do núcleo celular impedindo que 

corrijam as fitas do DNA fragmentadas pelo estresse oxidativo. A seguir os núcleos são 

neutralizados, corados com corante fluorescente e analisados, individualmente, em 

microscópio de imunofluorescência. Os fragmentos de DNA oxidados por apresentarem 

menor peso molecular migram, durante a eletroforese, de modo diferente do restante do 

DNA íntegro existente no interior da membrana intacta. A migração dos fragmentos de 

DNA oxidados e corados forma imagens semelhantes à cauda de um cometa, daí o 

nome da técnica. Quanto maior for à intensidade de estresse oxidativo, maior será a 

migração de fragmentos do DNA e, conseqüentemente, maior a cauda do cometa. 

 No presente estudo, para o cálculo dos níveis de estresse oxidativo, utilizamos o 

programa de análise de imagem Komet 5.0. Mensuramos, em 100 células obtidas da 

mucosa cólica provida e desprovidas de trânsito fecal, a distância média da migração 

da cauda do cometa em relação ao seu corpo, o que refletia a extensão das rupturas 

das hélices de DNA, traduzindo os níveis de dano (estresse oxidativo). O programa 

estabelece unidades arbitrárias, denominadas de Tail Moment (momento de cauda), a 

essa medida que representa os níveis de dano oxidativo em cada célula. Adotou-se 

como valor final para cada tecido analisado a média dos valores encontrados na leitura 

de 100 células.  

O ensaio do cometa já havia sido anteriormente utilizado para a quantificação dos 

níveis de estresse oxidativo em modelos experimentais de colite quimicamente induzida e 

CE (Abrahanse et al., 1999; Reis et al., 2008; Martinez et al., 2008; Martinez, 2009). A 



 72

técnica também vem sendo utilizada para estudar os efeitos genotóxicos dos RLO nos 

mecanismos envolvidos na carcinogênese colorretal (Rosignoli et al., 2001; Ribeiro et al., 

2007; Ribeiro et al., 2008). Contudo, o ensaio cometa só tinha sido empregado duas 

vezes pelo nosso grupo para quantificar os níveis de estresse oxidativo em modelos 

experimentais de CE (Martinez, et al., 2008; Martinez, 2009). 

Com o objetivo de avaliar os efeitos do ácido 5-ASA na proteção contra o dano 

oxidativo ao DNA induzido in vitro por RLO, realizamos pelo desafio das células com 

H2O2. Esta etapa tinha como objetivo verificar se o ácido 5-ASA apresenta efeitos 

residuais preventivos contra o dano provocado pela maior exposição aos RLO. Outros 

estudos também avaliaram os efeitos protetores ex vivo contra o estresse oxidativo 

utilizando a mesma metodologia descrita (Miranda et al., 2008).  

Os resultados encontrados mostraram que o ensaio do cometa revelou-se 

metodologia útil, fidedigna, e de baixo custo para avaliação dos níveis de dano ao DNA 

de células isoladas da mucosa cólica.  Atualmente estamos utilizando o ensaio do 

cometa para avaliação comparativa dos efeitos de diferentes agentes antioxidantes nos 

modelos experimentais de CE proposto no presente estudo. 

  5.2 - Quanto aos resultados 

Já se encontra bem determinado que os RLO O2
-•, OH-, H2O2 e o ácido 

hipocloroso são produzidos em excesso pela mucosa cólica inflamada em enfermos 

com DII (Ferreira e Matsubara, 1997). A produção exagerada de RLO, associada à 

menor capacidade antioxidante das células epiteliais, torna a mucosa cólica, 

particularmente, vulnerável ao estresse oxidativo (Babbs, 1992; Simmonds et al., 1993; 

Sedghi et al., 1993; Grisham, 1994; Fillmann, 2007). As principais fontes produtoras de 
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RLO na mucosa cólica cronicamente inflamada são: os neutrófilos e macrófagos 

ativados, os episódios de isquemia de reperfusão que acompanham as crises de 

exacerbação da doença e as modificações no metabolismo energético das células 

epiteliais. (Repine et al., 1979, Pravda, 2005).  

A teoria de indução da RCUI por RLO já aventava a possibilidade de que 

deficiências no fornecimento de AGCC à mucosa cólica poderiam aumentar a produção 

de RLO pelas próprias células epiteliais desprovidas do seu substrato energético 

(Pravda, 2005). Essa possibilidade ficou ainda mais evidente quando estudos 

demonstraram que o emprego de substâncias que inibiam a β-oxidação dos AGCC era 

capaz de provocar inflamação na mucosa cólica (Agarwal e Schimmel, 1989; Roediger, 

1990). Contudo, a maioria dos modelos experimentais de colite não permitia verificar se 

modificações do metabolismo energético das células epiteliais da mucosa cólica eram 

capazes, isoladamente, de aumentar a produção de RLO desencadeando o surgimento 

da colite (Sousa et al., 2008; Nonose et al., 2009). Nos modelos de colite utilizados a 

quebra da barreira epitelial da mucosa cólica, que possibilita a infiltração neutrofílica, é 

provocada pela instilação de substâncias químicas tóxicas na luz do cólon ou 

administradas por via oral. Assim sendo, não permitiam confirmar se a deficiência 

isolada do suprimento de AGCC poderia aumentar a produção de RLO pela mucosa 

cólica desprovida de trânsito fecal (Sheehan e Brynjolfsson, 1960; Pravda, 2005). 

Com o objetivo de verificar se as células epiteliais do cólon, submetidas à 

privação do fornecimento regular de AGCC, eram capazes de aumentar a produção de 

RLO, recente estudo avaliou a importância do estresse oxidativo na etiopatogênia da 

CE (Martinez, 2009). Os resultados encontrados mostraram que células da mucosa 

cólica, desprovidas do suprimento normal de AGCC, sofrem modificações no seu 
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metabolismo energético aumentando, significativamente, a produção de RLO e que o 

dano oxidativo tecidual resultante encontrava-se relacionado às alterações histológicas 

e bioquímicas encontradas na CE (Martinez, 2009). O estudo mostrou ainda, que a 

maior capacidade de produção de RLO pelas células da mucosa desprovida de AGCC 

aumentava com o decorrer do tempo de exclusão fecal. Dessa forma, pela primeira vez, 

confirmou-se experimentalmente, que o estresse oxidativo tecidual, ocasionado pela 

maior produção de RLO, pode ser um dos mecanismos relacionados ao 

desenvolvimento da CE (Martinez, 2009). 

Essa possibilidade já havia sido anteriormente suspeitada, quando resultados de 

ensaios clínicos demonstraram que substâncias com atividade antioxidante, tais como a 

sulfassalazina e o ácido 5-ASA eram capazes de reduzir a produção dos RLO O2
-• e 

OH- pelos neutrófilos ativados (Hiller e Wilson, 1983; Myiachi et al.,1987; Naito et al., 

2007). Era de se esperar então que as substâncias apresentassem efeito terapêutico na 

CE devolvendo o equilíbrio a mucosa cólica alterada no seu metabolismo oxidativo. 

Estudos experimentais também demonstraram que a associação do ácido 5-ASA a 

outras substâncias com atividade antioxidante apresentava melhores respostas clínicas 

e histológicas quando comparada a seu uso isolado, sugerindo que a redução dos 

níveis de RLO é proporcional à intensidade do efeito antioxidante oferecido (Simmonds 

et al., 1992; Millar et al., 1996; Simmonds et al., 1999; Ancha et al., 2008; Guijarro et al., 

2008; Ancha et al., 2009). 

Há várias décadas os derivados aminosalicilatos são os fármacos mais 

utilizados para o tratamento da colite ulcerativa leve e moderada, em especial a 

sulfassalazina. Inicialmente acreditava-se que a melhora do quadro era devido ao 
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efeito antimicrobiano da mesma, mas hoje se sabe que existe uma atividade 

farmacológica múltipla (inibição da síntese de prostaglandinas, inibição de enzimas 

proteolíticas e imunossupressão); é utilizada na dose de 2 a 4 g por dia. Possui como 

efeitos colaterais: “rash” cutâneo, depressão da medula óssea, náuseas, cefaléia, 

hemólise em pacientes com deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase, anorexia, 

deficiência de ácido fólico, hepatite, pancreatite, pneumonite, eosinofilia, alveolite 

fibrosante, colite e anormalidades nos espermatozóides, podendo levar à infertilidade 

masculina. Esses efeitos podem ser dose-dependentes ou devido à reação 

idiossincrásica. A clivagem da sulfassalazina por ação das bactérias da flora intestinal 

forma os radicais sulfapiridina e mesalazina. A fração ativa mais importante da 

sulfassalazina é o ácido 5-aminosalicílico (5-ASA). 

Dos derivados aminosalicílicos, a princípio, a sulfassalazina foi à droga mais 

empregada para o tratamento das diferentes formas de colite sendo utilizada na RCUI, 

colite de crohn, colite actínica, colite bacteriana e CE. Todavia, devido as inumeras 

reações adversas causadas, sobretudo, pelo radical sulfapiridímico, a droga foi 

progressivamente substituída pelo ácido 5-ASA, também conhecido como mesalazina 

ou mesalamina, a fração da molécula com atividade antioxidante (Miyashi et al., 1987; 

Rilley et al., 1988; Riley, 1998). Os menores efeitos adversos e a maior eficácia 

terapêutica fizeram com que o ácido 5-ASA rapidamente substituísse a sulfassalazina 

no tratamento dos portadores de RCUI e outras enfermidades. Assim sendo, a 

administração oral do ácido 5-ASA tornou-se a opção medicamentosa mais utilizada 

nos doentes que apresentavam formas leves ou moderada da doença, principalmente 

localizadas nas porções proximais do cólon (Bresci et al., 2007).  Desde sua introdução 
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na prática clínica o ácido 5-ASA tem-se mostrado efetivo no tratamento das crises de 

agudização e na manutenção da remissão da doença, prevenindo recaídas e 

mostrando boa tolerância quando administrado por longos períodos (Bresci et al., 

2007). 

O mecanismo de ação do ácido 5-ASA ainda não está totalmente esclarecido.  A 

droga inibe a migração de leucócitos polimorfonucleares e a lipoxigenase das células 

com as concentrações alcançadas no intestino grosso durante o tratamento. A 

produção dos leucotrienos pró-inflamatórios pelos macrófagos da parede intestinal é 

também inibida. Além disso, o ácido 5-ASA inibe, em condições experimentais, a 

cicloxigenase, e desta forma a liberação da tromboxano B2 e da prostaglandina E2, 

mas o significado clínico deste efeito não é claro. A droga inibe a formação do fator de 

agregação plaquetário (PAF), tendo ainda atividade antioxidante, o que diminui a 

formação de produtos contendo oxigênio reativo, favorecendo a captação de radicais 

livres. O ácido 5-ASA reduz a produção de citocinas, diminui a atividade da forma 

induzível da óxido nítrico sintase (iNOS) e a via de ativação do NFκβ que são 

importantes mecanismos responsáveis pela iniciação e progressão do processo 

inflamatório e capazes de aumentar a produção de RLO (Bantel et al., 2000; Hollenbach 

et al., 2005).  Já se demonstrou que o ácido 5-ASA inibe a formação de RLO pelos 

polimorfonucleares, reduz a formação do peróxido nitrito, importante radical livre de 

nitrogênio, determinando decréscimo ou completa inibição do dano oxidativo ao DNA, 

fenômeno envolvido na etiopatogenia da RCUI, CE e até do câncer colorretal 

(McKenzie et al., 1999; Miyashi et al., 1997; Pravda, 2005; Ikeda et al., 2007; Ribeiro et 

al., 2008; Ancha et al., 2009; Martinez, 2009). 
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Estudos avaliando os benefícios terapêuticos do ácido 5-ASA, em modelos 

experimentais de colite quimicamente induzida, demonstraram que a substância, assim 

como no homem, apresentava bons resultados terapêuticos. (Pearson et al., 1996; 

Siddiqui et al., 2006; Aslan et al., 2007; Ancha et al., 2008;  Guijarro et al., 2008). 

Todavia, por ser um radical instável e rapidamente absorvido nas porções iniciais do 

intestino delgado, apenas uma pequena quantidade do ácido 5-ASA atinge as 

concentrações ideais nas porções terminais do íleo e, principalmente, no cólon. Esta 

menor biodisponibilidade reduz sua eficácia terapêutica, principalmente nos doentes 

com retite ou colite distal (Naganuma et al., 2001). Estudo comparando a concentração 

tecidual do 5-ASA, o princípio ativo da molécula da sulfassalazina, mostrou que a 

administração retal de sulfassalazina era associada à maior concentração tecidual do 

princípio ativo na mucosa cólica quando comparada à administração oral do próprio 

ácido 5-ASA (Naganuma et al., 2001). Esses achados sugerem que a molécula da 

sulfassalazina, por sofrer degradação nas porções mais caudais do intestino delgado 

faz com que o ácido 5-ASA seja liberado próximo ao íleo terminal. Essas suspeitas 

foram confirmadas quando estudos de metanálise demonstraram maior eficácia 

terapêutica do ácido 5-ASA quando utilizado por enemas quando comparado à 

administração oral (Lakatos e Lakatos, 2008). Este aspecto torna-se particularmente 

relevante ao considerarmos que a maioria dos enfermos com RCUI e CE apresenta 

maior comprometimento das porções finais do intestino grosso (Lakatos e Lakatos, 

2008). Cabe lembrar ainda que, embora 30% do ácido 5-ASA possam ser absorvidos 

pela mucosa intestinal, a administração da substância por via retal, quando comparada 

à administração oral, resultou em menor exposição sistêmica com redução da sua 

toxicidade.  
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Nos doentes submetidos à exclusão do trânsito fecal, como acontece nas 

operações de derivação intestinal, é provável que a biodisponibilidade da droga, 

quando administrada por via oral seja ainda menor. Este fato torna-se mais relevante ao 

considerar-se que o reto é o segmento intestinal mais freqüentemente excluído de 

trânsito, em virtude da maior prevalência de estomas confeccionados por doenças 

localizadas no cólon distal e reto. Acrescente-se ainda que a cirurgia de Hartmann para 

o tratamento em caráter de urgência, da diverticulite, do câncer obstrutivo do cólon 

sigmóide e dos traumatismos anorretocólicos e perineais é o procedimento mais 

utilizado nessas enfermidades. (Habr-Gama et al., 1997). 

Não obstante os crescentes esforços para se encontrar mecanismos capazes de 

fazer como que a liberação do ácido 5-ASA, administrado por via oral ocorra nas 

porções terminais do cólon, estudos sugerem que nas colites com grande 

comprometimento distal a substância apresenta melhor eficácia terapêutica quando 

administrada por via retal (Naganuma et al., 2001). Estudos comparando a aplicação 

diária intrarretal do ácido 5-ASA sob a forma de espuma ou enemas mostraram que as 

remissões clínicas e histológicas foram mais evidentes quando o ácido 5-ASA era 

administrado diluído em veiculo aquoso, sob a forma de enemas (Cortot et al., 2008). 

Essa foi à principal razão para termos escolhido a realização da intervenção através de 

enemas contendo o ácido 5-ASA dissolvido em veículo aquoso ou solução fisiológica. 

Acreditamos que com a administração por enemas estaríamos infundindo o principio 

ativo diretamente sobre o colo excluso, permitindo avaliar melhor seu efeito antioxidante 

na forma ideal de administração. Aplicamos os enemas com o ácido 5-ASA a partir do 

dia seguinte à derivação intestinal, com o objetivo de avaliar sua eficácia não só na 

redução, mas na prevenção dos danos oxidativos ao DNA tecidual. 
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Apesar do ácido 5-ASA vir sendo utilizado de forma empírica, poucos estudos 

clínicos avaliaram os efeitos terapêuticos da substância em doentes com CE (Lai et al., 

1997; Triantafillidis et al., 1991). Da mesma forma, até a presente data nenhum estudo, 

do melhor do nosso conhecimento, avaliou os efeitos antioxidantes do ácido 5-ASA em 

modelos experimentais de CE. Quando se considera que o estresse oxidativo encontra-

se relacionado aos mecanismos moleculares que levam ao aparecimento da CE, e que 

o ácido 5-ASA apresenta atividade antioxidante, torna-se relevante a avaliação da 

eficácia da substância no tratamento da doença. 

Os resultados encontrados no presente estudo parecem confirmar a importância 

do regular fornecimento de AGCC para a manutenção da homeostase do metabolismo 

oxidativo das células do epitélio cólico. Verificamos que apesar dos níveis de dano ao 

DNA reduzirem nos animais submetidos à intervenção com ácido 5-ASA, sempre foram 

mais elevados nos segmentos exclusos, demonstrando a importância da deficiência do 

suprimento de AGCC no desenvolvimento da CE. Encontramos redução significativa 

dos níveis de dano ao DNA nos segmentos providos de trânsito fecal após duas 

semanas de irrigação com o ácido 5-ASA em relação aos animais irrigados com 

solução fisiológica. Estes resultados confirmam que a aplicação de enemas com ácido 

5-ASA no segmento excluso de trânsito apresenta efeitos sistêmicos, provavelmente 

pela absorção da droga pela mucosa colorretal.  

Constatamos que após duas semanas de aplicação diária de enemas com ácido 

5-ASA no cólon excluso de trânsito, os níveis de dano ao DNA tanto nos segmentos 

providos quanto nos desprovidos de trânsito foram menores quando comparados aos 

irrigados com solução fisiológica (Figura15). Verificamos que o cólon sem trânsito não 

obstante apresentar maior nível de dano ao DNA quando comparado ao cólon com 



 80

trânsito, os níveis reduziam nos animais irrigados com o ácido 5-ASA. Estes resultados 

confirmam os efeitos antioxidantes tópicos do ácido 5-ASA.  

Nos animais irrigados por quatro semanas com solução fisiológica verificamos 

que os níveis de dano oxidativo ao DNA nos segmentos com trânsito foram 

semelhantes aos dos segmentos sem trânsito, mostrando que a irrigação com solução 

fisiológica não reduz os níveis de dano quer por efeito local quer por efeito sistêmico 

(Figura 16). De modo diferente, nos animais irrigados com ácido 5-ASA, apesar dos 

níveis de dano oxidativo ao DNA no cólon excluso serem maiores aos do cólon com 

trânsito preservado, em ambos os segmentos foram menores quando comparados aos 

irrigados com solução fisiológica. Esses resultados confirmam que o ácido 5-ASA 

mantém efeito antioxidante local e sistêmico após a aplicação por quatro semanas nos 

ratos, o que no homem, corresponderia a, aproximadamente, 28 anos. Entretanto, os 

efeitos sistêmicos parecem não serem tão evidentes quando comparados aos animais 

irrigados por duas semanas. É possível que esses resultados estejam relacionados à 

redução na capacidade de absorção da droga pela mucosa cólica exclusa em virtude 

da redução na superfície de absorção ocasionada pela atrofia das criptas intestinais 

(Keli et al., 1997; Pinto Jr et al., 1999; Biondo-Simões et al., 2000; Lopes Paulo, 2002; 

Sousa et al., 2008).  

Quando analisamos a variação dos níveis de dano ao DNA nos cólons com e 

sem trânsito fecal nos animais irrigados por duas ou quatro semanas, comparando as 

duas soluções de intervenção, verificamos que, a intervenção com ácido 5-ASA reduz, 

significativamente, a variação dos níveis de dano ao DNA, independente do tempo de 

irrigação (Figura 17). Encontramos redução nos cólons com e sem trânsito mostrando 

que o ácido 5-ASA apresenta atividade antioxidante tanto local quanto sistêmica. 
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Quando avaliamos os níveis de dano nos segmentos cólicos com e sem trânsito, 

irrigados com solução fisológica ou ácido 5-ASA, comparando os dois períodos de 

irrigação, verificamos que os níveis de dano, apesar de aumentarem com progredir do 

tempo, sempre foram menores após quatro semanas nos animais irrigados com ácido 

5-ASA (Figura18). Estes resultados mostram que os efeitos antioxidantes do ácido 5-

ASA são capazes de manter os níveis de dano ao DNA em níveis significativamente 

menores quando comparados à solução fisiológica com o decorrer do tempo.  

Com o objetivo de avaliarmos os efeitos protetores do ácido 5-ASA contra o dano 

oxidativo DNA induzido pela superexposição a RLO, realizamos o desafio das células 

da mucosa cólica com o H2O2 nos animais derivados por duas e quatro semanas 

(Figura 19 e Figura 20). Verificamos que nos segmentos cólicos com e sem trânsito, a 

intervenção com o ácido 5-ASA diminuia os níveis de dano mesmo após o desafio, 

demonstrando que os efeitos protetores residuais contra o dano do DNA, apesar de 

serem mais evidentes no local da aplicação, também ocorrem de modo sistêmico 

(Figura 19). Quando realizamos o desafio das células isoladas da mucosa cólica com o 

H2O2 nos animais derivados por quatro semanas, com o objetivo de avaliarmos os 

efeitos do ácido 5-ASA contra o dano induzido, encontramos resultados semelhantes, 

confirmando os efeitos protetores, mesmo com o desafio, após longos períodos de 

aplicação (Figura 20).  

Ao analisarmos a variação dos níveis de dano ao DNA nos segmentos com e 

sem trânsito fecal, após desafio com H2O2, verificamos que nos animais irrigados com 

ácido 5-ASA os níveis de dano variavam menos, em ambos os segmentos cólicos, 

quando comparados aos irrigados com solução fisiológica, independente do tempo de 

irrigação (Figura 21).  
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Quando avaliamos os níveis de dano nos segmentos cólicos com e sem trânsito, 

irrigados com solução fisológica ou ácido 5-ASA, comparando os dois períodos de 

irrigação após desafio com H2O2, encontramos aumento nos níveis de dano ao DNA 

após intervenção com solução fisiológica ou ácido 5-ASA, independente do período de 

irrigação considerado (Figura 22). Todavia, os níveis de dano ao DNA em ambos os 

segmentos irrigados com ácido 5-ASA aumentavam menos quando comparados aos 

irrigados com solução fisiológica. Estes resultados sugerem que o ácido 5-ASA 

apresente efeito antioxidante residual mantendo proteção às células epiteliais da 

mucosa cólica por quatro semanas, mesmo após desafio com H2O2. 

Os resultados encontrados no presente estudo confirmam achados anteriores 

demonstrando que o estresse oxidativo provocado por RLO, formados pelas células 

deficientes no suprimento de AGCC, encontram-se relacionados a etiopatogenia da CE 

(Martinez, 2009). Reforçam as propriedades antioxidantes e os benefícios tanto tópicos 

quanto sistêmicos da aplicação intrarretal de enemas com ácido 5-ASA no tratamento 

da CE. Finalmente, demonstram que o uso do ácido 5-ASA através de enemas é uma 

alternativa válida para o tratamento e prevenção da CE. Estudos em seres humanos e 

com maior número de doentes, ainda devem ser realizados como objetivo de verificar 

se os resultados encontrados no modelo experimental proposto podem ser 

extrapolados para o homem. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados encontrados, nas condições experimentais do modelo de colite de 

exclusão adotado no presente estudo, permitem concluir que: 

 

1. As células epiteliais da mucosa cólica desprovida de trânsito fecal mantêm 

maiores níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear, quando comparadas às 

obtidas da mucosa cólica com trânsito preservado, independente do uso de 

enemas com 5-ASA; 

2. A irrigação do cólon excluso de trânsito fecal com ácido 5-ASA por duas 

semanas reduz, significativamente, os níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear 

de células epiteliais isoladas da mucosa cólica provida e desprovida de trânsito 

fecal; 

3. A irrigação do cólon excluso de trânsito fecal com ácido 5-ASA por quatro 

semanas reduz, significativamente, os níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear 

de células epiteliais isoladas da mucosa cólica desprovida de trânsito fecal; 

4. Após a exposição ao H2O2 células obtidas de animais submetidos à irrigação 

diária com ácido 5-ASA apresentam menores níveis de dano oxidativo ao DNA 

independente de serem provenientes de segmentos com ou sem trânsito fecal. 
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ANEXO 
 

Níveis de dano oxidativo ao DNA  

(Tail moment - UA) 

Duas Semanas Quatro semanas 

 Com trânsito Sem trânsito Com trânsito Sem trânsito 

Rato S.F. 0,9% 5-ASA S.F. 0,9% 5-ASA S.F. 0,9% 5-ASA S.F. 0,9% 5-ASA 

1 2,60 1,78 3,74 1,93 3,21 1,87 3,59 2,56 

2 3,32 1,87 3,81 2,20 2,97 2,02 3,01 2,50 

3 2,43 1,85 3,08 2,17 3,02 2,30 3,20 2,66 

4 2,01 1,83 2,49 2,23 2,78 1,93 3,02 2,40 

5 - 1,73 - 1,87 - 2.09 - 2,23 

6 - 1,82 - 2,00 - 2,04 - 2,31 

7 - 1,86 - 2,30 - 1,98 - 2,22 

8 - 1,77 - 1,99 - 2,13 - 2,53 

9 - 1,75 - 1,98 - 2,23 - 2,67 

M 2,59 1,80 3,28 2,07 2,99 2,06 3,20 2,45 

DP 0,54 0,05 0,62 0,15 0,17 0,13 0,27 0,17 
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