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RESUMO 

Trabalhos demonstram que pacientes com Doença de Crohn apresentaram níveis 

séricos aumentados de hepcidina, bem como a presença de anemia. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar o padrão da expressão de hepcidina durante a inflamação intestinal 

no colón e no tecido adiposo mesentérico, utilizando um modelo de colite experimental. 

Ratos machos Wistar foram divididos em quatro grupos, sendo um controle negativo, 

dois grupos de colite aguda (avaliados após 24 h e 7 dias de uma única administração 

de ácido trinitrobenzeno sulfônico; TNBS) e um grupo de colite crônica (avaliado após 

três administrações de TNBS perfazendo um total de 35 dias). A colite foi avaliada 

através de escore macroscópico e  da quantificação da atividade de mieloperoxidase. A 

quantificação da hepcidina e IL-6 no colón e no tecido adiposo foi realizada através de 

Elisa. A mensuração dos níveis séricos de transferrina e de ferro foram realizados 

utilizando kits comerciais. A presença de ferro tecidual foi avaliada em cortes 

histológicos submetidos à Reação de Pearls. Os resultados encontrados demonstram 

um aumento gradativo da hepcidina no colón (no grupo agudo 7 dias e crônico) e a 

presença de altos níveis de IL-6 em todos os grupos com colite. A hipoferremia foi 

detectada somente no grupo agudo 24 hs correlacionando-se com níveis normais de 

hepcidina no cólon. A hepcidina aumentada no cólon esteve associada a presença de 

anemia nos animais, embora os níveis de ferro sérico estivessem normais. A presença 

de depósitos de ferro no cólon também foi verificada nos grupos agudo 7 dias e crônico, 

sugerindo que este seqüestro poderia desempenhar uma função local de redução do 

estresse oxidativo e controle da inflamação, mas que também poderia contribuir para a 

anemia associada a inflamação. 

 

Palavra Chave: Hepcidina, Ferro, Anemia, Doença de Crohn, Doença Inflamatória 

                          Intestinal, Colite Experimental 
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ABSTRACT 

Literature reports demonstrate that Crohn’s disease patients present high hepcidin 

serum levels associated to anemia. The aim of this work was to evaluate hepcidin 

expression in colon and mesenteric adipose tissue during na experimental colitis model. 

Male Wistar rats were distributed in four groups: a negative control, two acute colitis 

group (TNBS administration and evaluation after 24 h and 7 days) and a group of colitis 

with reactivation (three consecutive TNBS administration and evaluation after 35 days). 

Colitis was assessed by macroscopic score and myeloperoxidase activity. Hepcidin and 

IL-6 was measured by ELISA. Serum iron and transferrin levels were quantified. Tissue 

iron was evaluated using Pearls reaction in colon slices. The results demonstrate an 

increase of colon hepcidin levels during colitis (after 7 and 35 days) and high IL-6 levels 

in all experimental groups. Low levels of iron in serum were detected in 24 h colitis 

group correlating with no increase of colon hepcidin. Hepcidin increase was associated 

with anemia in 7 and 35 days colitis groups, however the iron levels in serum were 

normal. Iron tissue deposition was observed in the same groups suggesting that colon 

hepcidin expression could has a role to reducing oxidative stress and inflammation in 

colon, but also contribute to the anemia establishment during colitis.   

 

Key words: Hepcidin, Iron, Anemia, Crohn´s disease, Inflammatory bowel disease 

                   Experimental colitis 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Inflamação Intestinal e Anemia 

  

O termo “doenças inflamatórias intestinais” (DII), é utilizado na descrição de 

várias doenças  inflamatórias que acometem o intestino, como a retocolite ulcerativa 

intestinal (RCUI) e a Doença de Crohn (DC), (Coelho e Lavery, 1996, Latella e Papi, 

2012). 

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

com o passar do tempo ser um processo inflamatório crônico, com períodos de melhora 

e de recidiva, com característica transmural e que pode afetar qualquer parte do trato 

digestório, desde a boca até o ânus, sendo mais comum o íleo terminal e cólon 

(Dharmani e Chadee, 2008; Latella e Papi, 2012).  

A hipótese mais atual é que a DC seja decorrente de uma interação complexa 

entre susceptibilidade genética, ambiente e sistema imunológico. Alterações na mucosa 

ou na interação com antígenos luminais intestinais levam à ativação da resposta imune 

inata, possivelmente mediada por uma atividade aumentada de receptores do tipo "toll" 

(Toll-like receptors, TLR; Himmel et al., 2008). 

A DC é predominantemente uma sindrome mediada por Th1 e Th17 (Sakuraba 

et al., 2009). O Fator de Necrose Tumoral (TNF-α) desempenha um papel importante 

na  DC e a terapia anti-TNF é a principal alternativa terapêutica (D'Haens, 2010). 

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

e as complicações presentes. Na evolução podem surgir complicações locais, 

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

gerando comprometimento do estado geral e piora da qualidade de vida do indivíduo 

(Peakman e Vergani, 1999). 
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Pacientes diagnosticados com a DC apresentam diarreia, dor abdominal, fadiga, 

perda de apetite e de peso, febre, estomatite, fístulas e fissuras perianais. A anemia é 

também um sintoma comum das DII e principalmente em pacientes com DC, mesmo 

em períodos de remissão, o que compromete severamente a qualidade de vida destes 

pacientes (Fatahzadehm, 2009).  

A DC é descrita em todo o mundo, mostrando uma tendência no crescimento da 

sua incidência, inclusive no Brasil. Na região centro-oeste do Estado de São Paulo as 

DII foram predominantes em mulheres jovens, da raça branca, residindo na zona 

urbana. Dados coletados e publicados em pesquisas indicam uma incidência de 4,48 

casos/ 100.000 habitantes para a RCUI e para a DC atingiu 3,50 casos/100.000 

habitantes. Nesta região a prevalência atingiu o valor de 14,81casos/100.000 habitantes 

para a RCUI, 5,65 casos/100.000 habitantes para a DC. Para todas as DII a prevalência 

atingiu o valor de 22,61/100.000 habitantes, dados obtidos entre os anos de 2001 a 

2005, (Victoria et al., 2009).  

 Porém, a maior incidência de DC é registrada nas populações da Europa e 

América do Norte. Na Ásia e na America do Sul a taxa de incidência para RCUI é de 

0,5/100.000 de habitantes e para a DC é de 0,08/100.000. Já nos Estados Unidos da 

America a incidência é de 11/100.000 para a RCUI e 7/100.000 para a DC. Em geral, 

distribui-se de forma semelhante entre ambos os sexos, com maior prevalência na raça 

branca do que em africanos ou orientais. A idade de início da doença está entre 15 e 30 

anos, tendo um segundo pico entre 60 e 80 anos  (Steidler L  et.al., 2000 apud Biondo 

M. et al, 2003 ). 

 A deficiência de ferro é a principal causa de anemia em pacientes com DII e 

ocorre como consequência de vários fatores, como as perdas sanguíneas intestinais, 

deficiências de absorção de nutrientes e/ou tratamento inadequado da anemia 

(Gomollón e Gisbert, 2009).  

  A anemia das doenças crônicas (ADC) também conhecida como anemia da 

inflamação é considerada a segunda causa de anemia em pacientes com DII e 

frequentemente cursa em paralelo com a deficiência de ferro (Sun et al., 2012). A ADC 

é normalmente associada a níveis baixos de ferro sérico e de saturação da transferrina, 
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mas neste caso, a hipoferremia ocorre como consequência do sequestro de ferro pelos 

macrófagos e o conteúdo total de ferro no organismo pode ser normal ou até 

aumentado (Ganz e Nemeth, 2009).  

A ADC é uma anemia imune mediada e acredita-se que citocinas e células do 

sistema reticulo-endotelial (SRE) contribuam para o estabelecimento das alterações que 

potencialmente interferem em diferentes vias da eritropoiese, levando à anemia (Weiss, 

2002, 2005; Theuri, 2009 apud. Figueiredo, 2010).  

Citocinas inflamatórias, principalmente a interleucina-6 (IL-6), parecem favorecer 

o aumento da produção hepática de hepcidina (Andrews, 2004; Leong e Lönnerdal, 

2004; Ganz e Nemeth, 2006; Fleming, 2008 e  Bagni, 2011).  

 

1.2.  Hepcidina e Homeostase do Ferro 

 

 A primeira descrição desse peptídeo no plasma foi feita por Krause et al. em 

2000, que o nomeou como "Liver Expressed Antimicrobial Peptide 1" (LEAP-1). Um ano 

depois, Park et al., 2001 divulgou a descoberta desse peptídeo na urina, que passou a 

ser denominado "hepcidin antimicrobial protein" (HAMP). O gene que codifica a 

hepcidina é altamente expresso no fígado, mas há relatos de sua expressão no 

coração, medula espinhal, estômago, intestino e pulmões (Park et al., 2001; Pigeon et 

al., 2001).  

Mais tarde foi demonstrado que a hepcidina seria um hormônio chave na 

homeostase do Ferro (Fe), interferindo na regulação da sua absorção intestinal e na 

sua reutilização pelo SRE (Ganz, 2006; Graf et al., 2008; Sela, 2008). Ao entrar na 

circulação, a hepcidina regula, negativamente, a saída de Fe das células, 

especialmente nos macrófagos envolvidos na reciclagem de ferro (Fleming et al., 2008). 

). A hepcidina é também considerada uma adipocina, pois sua expressão no tecido 

adiposo já foi descrita e associada a hipoferremia presente durante a obesidade (Bekri 

et al, 2006). 

 A hepcidina age ligando-se à ferroportina, que é a proteína transmembranal 

encarregada de exportar ferro das células. Essa ligação faz com que a ferroportina seja 
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internalizada nos lisossomos citoplasmáticos sendo degradada (Figura 1). 

Consequentemente, com a perda dessa proteína na superfície da membrana celular, o 

Fe acumula-se nessas células, enquanto a concentração de Fe circulante se reduz 

(Ganz e Nemeth, 2006; Fleming  et al., 2008). 

 Além disso, a hepcidina atua também causando a retenção do Fe nos 

enterócitos, o que leva à redução no aproveitamento do Fe da dieta, potencializando 

ainda mais o efeito sobre a concentração de Fe circulante (Fleming, 2008; Mena et al., 

2008). No intestino, a hepcidina também causa a internalização da molécula de 

ferroportina situada na membrana basolateral dos enterócitos, bloqueando a 

transferência do ferro que está no citoplasma dessas células para a transferrina no 

plasma (Ganz e Nemeth, 2006; Grotto, 2008). 

Inúmeras células expressam hepcidina, mas os níveis séricos deste peptídeo 

parecem ficar sobre controle da produção hepática e a possível função dessa produção 

em locais extra-hepáticos de hepcidina precisa ser melhor compreendido.  

 

 

 

Figura 1. Ação da hepcidina no metabolismo do ferro. No enterócito, a hepcidina forma um complexo com 

a ferroportina e induz a sua degradação. O ferro não é transportado para o exterior da célula e a 

absorção intestinal é inibida. No macrófago, o ferro fica acumulado no seu interior, diminuindo o ferro 

disponível para a eritropoiese. (Grotto, 2008) 
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1.3. Inflamação Intestinal e Hepcidina 

 

 Conforme observamos, a hepcidina foi inicialmente identificada como um 

peptídeo antimicrobiano produzido pelo fígado, assumindo em seguida, o papel de 

regulador principal da homeostase de Fe no organismo (Nemeth et al., 2006). Também 

atua como uma proteína de fase aguda presente em reações imunológicas inatas, 

ocupando um papel central no estabelecimento da anemia associada à inflamação e às 

doenças crônicas por inibir o efluxo celular de Fe em macrófagos (Nemeth et al., 2004). 

Além de ser induzida por citocinas inflamatórias, a hepcidina também é sensível a 

alterações nos níveis de ferro sérico, fatores eritropoiéticos e hipóxia (Nemeth, 2008). 

Pacientes com DC ativa tem reduzida absorção de Fe  e níveis elevados de IL-6 

quando comparados com pacientes com doença inativa (Semrin et al., 2006).  O 

primeiro estudo dos níveis séricos de hepcidina em pacientes com DC relatou que estes 

apresentavam níveis séricos de ferro normais e de hepcidina menores, quando 

comparados a voluntários saudáveis (Arnold et al., 2009), levando os autores desta 

análise propor a hipótese de que a hepcidina possa ter uma ação dual durante a 

inflamação intestinal, atuando  como agente causador ou perpetuador da inflamação. 

Entretanto, outro trabalho relatou que pacientes com DC apresentavam níveis séricos 

aumentados de hepcidina quando comparados com voluntários saudáveis e que estes 

níveis se correlacionavam com a atividade da doença (Oustamanolakis et al., 2011).  

Em pacientes com DII a suplementação com ferro oral não apresenta resultado 

adequado (Semrim et al., 2006), e adicionalmente, a suplementação oral de ferro em 

animais com colite experimental por TNBS ou Dextran Sulfato de Sódio (DSS) resulta 

em piora dos parâmetros inflamatórios além de aumentar a predisposição ao  

estabelecimento do câncer de cólon (Seril et al., 2002; Uritski et al., 2004).  

A ideia de que níveis reduzidos de hepcidina possam atuar como um fator de 

perpetuação da inflamação também não encontram subsídios nos trabalhos in vitro. 

Tratamento de macrófagos com hepcidina leva a regulação para baixo da ferroportina e 

elevação dos níveis intracelulares de Fe, como consequência, um aumento significativo 
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da capacidade de produção de TNF-α e IL-6 em resposta a estimulo com 

lipopolissacarídeos(LPS) (Wang et al., 2009). 

A capacidade de produção de citocinas por macrófagos também é aumentada 

quando estes são suplementados com Fe (Wang et al., 2008). A própria produção de 

hepcidina por macrófagos em cultura é estimulada via estimulação de  TLRs (Liu et al., 

2005; Koening et al., 2009). A redução ou o aumento da ação da hepcidina, se 

considerarmos estes resultados, levaria a uma menor ou maior produção de citocinas 

pró-inflamatórias.  

Portanto, faz-se necessário uma maior compreensão do papel da hepcidina na 

inflamação intestinal. 

  

1.4. Alterações no Tecido Adiposo Mesentérico Duran te a Inflamação Intestinal 

 

A hipertrofia do tecido adiposo mesentério é uma característica presente na DC e 

foi descrita inicialmente pelo próprio Dr. Burril B. Crohn em 1932. Embora as alterações 

no tecido adiposo associadas a DC sejam descritas há muito tempo, ainda é bastante 

controversa a função desempenhada pelas adipocinas secretadas. Adipocinas é um 

termo coletivo que descreve substâncias produzidas e secretadas pelo tecido adiposo e 

que atuam de forma semelhante à citocinas. 

Uma hipótese é de que a hipertrofia do tecido adiposo representaria uma função 

defensiva contra a inflamação intestinal primária e neste caso, a secreção de 

adipocinas com função anti-inflamatória estaria aumentada. Ao contrário, se a 

expansão do tecido adiposo tivesse uma função causal, a secreção de adipocinas pró-

inflamatórias estaria aumentada (Paul et al., 2006). 

Dados obtidos de pacientes com DC mostram que o tecido adiposo hipertrofiado 

pela patologia, secreta ao mesmo tempo adipocinas pró e anti-inflamatórias (Schaffler 

et al., 2006), o que também é observado em modelo experimental de inflamação 

intestinal por ácido trinitrobenzeno sulfônico (TNBS; Gambero et al., 2007) e, que estas 

adipocinas devem interagir com células intestinais imunes e não imunes durante a 

inflamação intestinal crônica. 
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Como já dito anteriormente, a hepcidina é também considerada uma adipocina, 

pois sua expressão já foi descrita no tecido adiposo e parece estar associada à anemia 

presente durante a obesidade. Deste modo, torna-se também importante avaliar se o 

tecido adiposo mesentérico modifica sua produção durante a inflamação intestinal  

(Bekri et al, 2006). 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

- Avaliar a participação da hepcidina na inflamação intestinal utilizando um modelo  

  de colite experimental. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

- Mensurar o conteúdo proteico de hepcidina no cólon durante a inflamação em  

   animais com colite induzida por TNBS; 

- Mensurar o conteúdo proteico de hepcidina no tecido adiposo mesentérico de 

   animais com colite induzida por TNBS; 

- Estudar as variáveis relacionadas à homeostase do ferro, quantificando os níveis 

   de ferro e transferrina sérica, bem como a presença de anemia em animais com 

   colite induzida por TNBS; 

- Avaliar a presença de marcadores inflamatórios como a IL-6 no cólon de animais 

  com colite induzida por TNBS; 

- Avaliar a deposição de ferro no cólon de animais com colite induzida por TNBS. 
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3.   MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1.  Animais 

 

 Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando 250-440 g. Os animais foram 

acondicionados em gaiolas plásticas coletivas e mantidos no Biotério da UNIFAG, com 

períodos de 12 horas de claros e escuros e temperatura controlada a 22° C 

artificialmente. Água e ração foram servidas ad libitum. A realização deste estudo 

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

sido o trabalho aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da Universidade São 

Francisco (anexo).. 

 

3.2.  Grupos Experimentais  

 

 Os animais foram aleatoriamente distribuídos em quatro grupos experimentais 

contendo cinco animais cada, conforme (figura2) sendo: 

a) um grupo de controle, formado por animais que receberam solução salina via 

intracolônica denominado CONTROLE NEGATIVO/CN; 

b) um grupo de animais com colite aguda, que recebeu 10mg de TNBS via 

intracolônica no trigésimo quarto dia e foi sacrificado após vinte e quatro horas 

denominado COLITE 24HS; 

c) um grupo de animais com colite aguda, que recebeu 10mg de TNBS via 

intracolônica no vigésimo oitavo dia e foi sacrificado após sete dias denominado 

COLITE 7 DIAS; 

d) um grupo de animais com colite crônica, que recebeu  3mg de TNBS via  

intracolônica no primeiro, décimo quarto e no vigésimo oitavo dia e foi sacrificado no 

trigésimo quinto dia denominado COLITE 35 DIAS.  
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Grupo A 

 

 

 

Grupo B 

 

 

 

Grupo C 

 

 

 

Grupo D 

 

 

 

Figura 2. Grupos experimentais. 

 

3.3.  Modelo Experimental de Colite Induzida por TN BS 

 

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

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

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

100mg/ml e xilasina a 2%, sendo administrado 0,1ml para cada 100g de peso corpóreo. 

Após serem anestesiados, os animais do grupo de colite crônica receberam por via 

intracolônica 3mg de TNBS, dissolvido em 300µL etanol  50%. A solução foi injetada no 

colón dos animais com o auxílio de uma sonda e estes permaneceram em posição 

vertical até a recuperação da anestesia. 

 Esse procedimento foi realizado no 1º, 14º, 28º e no 34º dia. Os animais do 

grupos de colite aguda receberam pela mesma via 10mg de TNBS em 300µL etanol  

Ratos Machos Wistar  

(n=5) 

Controle 
Negativo 
(n=5) 

Administração 
Solução Salina 
1º,14º  e 28º dia 

Sacrifício 35º dia 

Ratos Machos Wistar  

(n=5) 

Colite 24 Horas          
(n=5) 

Administração 
Solução TNBS    
34º dia 

Sacrifício 35º dia 

Ratos Machos Wistar  

(n=5) 

Colite 07 Dias 
(n=5) 

Administração 
Solução TNBS  
28º dia 

Sacrifício 35º dia 

Ratos Machos Wistar  

(n=5) 

Colite Crônica 
35 dias(n=5) 

Administração 
Solução TNBS 
1º,14º e 28º dia 

Sacrifício 35º dia 



25 

 

50% em uma única administração. Um grupo experimental recebeu somente solução 

salina e foi considerado controle para a colite experimental. 

 

3.4.  Coleta de Amostras 

 

 No dia do sacrifício, os animais foram anestesiados com uma mistura de 

cetamina e xilazina 1:1 (v/v), sendo administrado 0,3ml para cada 100g de peso 

corpóreo. A cavidade abdominal foi aberta e o sangue coletado da veia  abdominal.  O 

tecido adiposo mesentérico foi dissecado e transferido para tubo seco. O cólon foi 

retirado e aberto para análise macroscópica armazenados para posterior análises. 

  

3.5. Análise Macroscópica de Lesões 

 

  A análise macroscópica foi realizada segundo critérios descritos por Rodriguez 

Cabezaz et al. (2002) e estão descritos na Tabela1. 

 

Tabela 1. Análise Macroscópica do Cólon. 

Escore      Critérios 

0             Ausência de lesões. 

1             Hiperemia, sem ulcerações. 

2             Ulceração linear sem inflamação. 

3             Ulceração linear com inflamação. 

4             Duas ou mais ulcerações e inflamação. 

5             Duas ou mais ulcerações e inflamação ou uma ulceração com  

               extensão superior a 1 cm longitudinalmente no cólon. 

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

               será atribuído 1 ponto para cada centímetro adicional. 
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3.6. Análise da Atividade da Mieloperoxidase Colôni ca (MPO) 
 

 Uma amostra do cólon foi imediatamente armazenada a -20ºC, para posterior 

determinação dos níveis teciduais de mieloperoxidase (MPO). As amostras foram 

homogeneizadas com tampão HTAB (5g de hexadeciltrimetil brometo de amônia - 

Sigma - diluído em 1 litro de Tampão Fosfato de Potássio) e centrifugadas (10 minutos, 

1400 rpm a 4ºC). Ao sobrenadante foi adicionado 0-dianisidine (16,7mg de 0-dianisidine 

- Sigma; 90mL de água deionizada; 10mL de Tampão Fosfato de Potássio; 50µl de 

água oxigenada 1%) é foram realizadas leituras cinéticas de absorbância em 460nm 

(Bradley et al., 1982). 

 

3.7. Quantificação de IL-6 e Hepcidina por ELISA 

 

 Amostras de cólon e de tecido adiposo foram homogeneizadas em tampão de 

extração contendo Tris 100mM (pH 7.6), Triton X-100 1%, NaCl 150mM, aprotinina 

0.1mg, 35mg PMSF/ml, Na3VO4 10mM, NaF 100mM, Na4P2O7 10mM e EDTA 4mM. O 

homogenato de cólon foi utilizado para quantificação de IL-6 (R&D Systems, 

Minneapolis, USA)  e para a  determinação de hepcidina foi utilizado homogenato de 

colón e tecido adiposo mesentérico (USCN, Wuhan, China) seguindo as instruções do 

fabricante.  

 

3.8. Análise de Parâmetros Hematológicos e Séricos 

 

Sangue periférico coletado em tubo contendo anticoagulante EDTA foi utilizado 

na realização do hemograma. A dosagem foi realizada pelo LUAC (Laboratório 

Universitário de Análises Clínicas) do Hospital Universitário São Francisco, utilizando o 

método por citometria de fluxo - Impedância - Citoquímica. O soro foi obtido de uma 

amostra de sangue coletada sem anticoagulante após centrifugação e armazenado a -

80ºC. Níveis séricos de transferrina e de ferro foram mensurados utilizando kit 

comercial da Genway (San Diego, CA, USA) e da Laborlab (Brazil), respectivamente. 
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3.9. Análises Histológicas  
 

Fragmentos de cólon foram imediatamente acondicionados em formalina 

tamponada a 10%. Após 48 horas foram processados e emblocados em parafina. 

Cortes histológicos de 5µM foram feitos  para reação de Pearls.  

A Reação de Pearls foi utilizada para a análise dos estoques teciduais de ferro. As 

lâminas foram tratadas com ferrocianeto de potássio 5% em água destilada, depois 

foram tratadas com uma mistura de partes iguais de ferrocianeto de potássio 5% e 

solução aquosa de HCl 10%. Por fim foram contra-coradas com uma solução de 

vermelho neutro por 5 minutos.  

 

3.10. Análise Estatística 

 

Os resultados foram expressos como média mais ou menos (+/-) Erro Padrão da 

Média (EPM) de 5 experimentos. Diferenças estatisticamente significantes foram 

determinadas utilizando-se Análise de Variância (ANOVA), seguido de teste Dunmett. 

Valores de p<0,05 foram considerados significantes. 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1.  Caracterização da Colite Experimental  

 

 Notamos na tabela 2 que os animais na fase aguda (24 h) em comparação com o 

grupo controle (CN), tiveram um aumento na  extensão de dano no colón,  aumento na 

atividade de MPO, e uma diminuição no peso corporal. O mesmo pode ser observado 

nos animais do grupo 07 dias e 35 dias, em comparação com o grupo controle (CN), ou 

seja, apresentam maior área de lesões e aumento significativo da atividade de MPO. 

No peso corporal, notamos um redução significativa somente nos grupos de 7 e 35 dias 

quando comparado ao grupo controle. 
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Tabela 2. Avaliação Macroscópica, Atividade de MPO e Peso Corporal 

 Escore 

(0-10) 

 Atividade MPO 

(U/g Tecido) 

Peso Corporal (g) 

CN 0.2±0.1 2.2±0.6 405±9 

Colite 24 h 10.0±0.0** 36.5±7.9** 379±10 

Colite  7 d 8.8±0.9** 22.3±4.2** 353±15* 

Colite 35 d 5.8±0.8** 18.2±4.8** 368±4* 

* p < 0,05 e ** p < 0,01 quando comparado ao grupo Controle Negativo (CN). 

 

4.2.  Níveis de Hepcidina no Colón e no Tecido Adip oso 

 

 Os animais com colite 24 horas, apresentam um aumento não significativo em 

relação ao grupo CN. O grupo de 7 dias e 35 dias, em comparação com o grupo CN, 

apresentaram um aumento significativo na quantidade de hepcidina no colón, 

proporcionalmente ao tempo da indução da colite (Figura 3). Quando a análise foi 

realizada no tecido adiposo mesentérico, não foram observadas alterações na 

quantificação proteica de hepcidina durante a inflamação intestinal experimental 

induzida (Figura 4).  

 
Figura 3. Quantificação  proteica de hepcidina no colón de animais CN e colíticos após 24 hs, 7 dias e 35 

dias. *p < 0,05 e **p < 0,01 quando comparado aos animais do grupo CN.  
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Figura 4. Quantificação proteica de hepcidina no tecido adiposo mesentérico de animais CN e colíticos 

após 24 hs, 7 dias e 35 dias.  

 

4.3.  Níveis de Ferro Sérico, Transferrina e Parâme tros Hematológicos 

 

 Observa-se que existe uma queda acentuada nos níveis de ferro sérico no grupo 

de 24 h em relação ao grupo  CN. No grupo 7 dias, os níveis de ferro sérico não diferem 

do grupo CN  e temos uma  pequena  elevação  no grupo 35 dias (Figura 5). 

Os níveis de transferrina no grupo de 24 h apresentam uma queda em relação ao 

CN. Sendo no grupo 7 e 35 dias observado a normalização dos nível de transferrina, 

tornando-se igual ao do grupo CN (Figura 6).  

Notamos ao observar os valores apresentados na Tabela 3 que embora não haja 

alterações nos valores de hemoglobina, o que indicaria claramente a presença de 

anemia no grupo 24 horas, o valor de hematócrito encontra-se aumentado sugerindo a 

ocorrência de hemoconcentração neste grupo.  A anemia é detectada no grupo de 7 e 

35 dias, claramente caracterizada pela queda de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito. 

Os resultados da contagem de leucócitos demonstram aumento em todos os grupos 

experimentais.  
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Figura 5. Níveis de ferro sérico nos animais  CN e colíticos após 24 hs, 7 dias e 35 dias (colite com 

reativações). **p < 0,01 quando comparado aos animais do grupo CN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Níveis séricos de transferrina nos animais CN e colíticos após 24 hs, 7 dias e 35 dias (colite 

com reativações). *p < 0,05 quando comparado aos animais do grupo CN. 
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Tabela 3. Parâmetros hematológicos nos animais CN e colíticos após 24 hs e 7 dias. 

 CN Colite 24 hs Colite 7 dias Colite 35 dias 

Eritrócitos 

(milhões/mm3) 

8,90±0,17 8,16±0,14 7,14±0,14** 8,11±0,02 

Hemoglobina (g/dl) 16,15±0,16 16,75±0,17 14,32±0,36** 14,75±0,10* 

Hematócrito (%) 47,17±1,29 50,05±0,40* 42,02±1,07** 43,67±0,31* 

Leucócitos Totais 

(células/mm3) 

5,25±0,66 10,09±1,04** 9,10±1,00* 8,85±0,53** 

* p < 0,05 e ** p < 0,01 quando comparado ao grupo CN. 

 

4.4.  Níveis de IL-6 no Colón 

 

 Os níveis de IL-6 no grupo 24h apresentam um  aumento bastante significativo 

em relação ao grupo CN. No grupo de 7 e 35 dias estes níveis também encontram-se 

aumentados mais de maneira mais discreta em relação ao grupo CN  (Figura 7).  
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Figura 7. Quantificação proteica de IL-6 no colón de animais CN e colíticos após 24 hs, 7 dias e 35 dias. 

*p < 0,05 e **p < 0,01 quando comparado aos animais do grupo CN. 
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4.5.  Deposição de Ferro no Cólon 

 

A avaliação dos cortes histológicos que foram submetidos à Reação de 

Pearls.Sugerem um acúmulo de ferro no grupo com colite aguda (7dias), mas 

principalmente no grupo com colite com reativações (35 dias). Nenhuma reação foi 

observada no grupo CN, sugerindo que não ha um acúmulo de ferro neste. O grupo de 

colite aguda 24 horas apresentou uma coloração amarelada o que nos parece ser 

decorrente de resíduos de TBNS o que dificulta tecnicamente a observação da Reação 

de Pearls.  

 

 

Figura 8. Reação de Pearls (Azul da Prussia) no cólon de animais CN (A), com colite aguda avaliados 

após 24h (B) e 7 dias (C) e com colite com reativações 35 dias(D). 200x. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 A DC é um processo inflamatório crônico, com períodos de melhora e de 

recidiva, com característica transmural e que pode afetar qualquer parte do trato 

digestório, sendo mais comum o íleo terminal e colón (Latella e Papi,2012). O modelo 

experimental de colite induzida por TNBS e etanol,  tem sido apontado como adequado 

a estudos relacionados à DC (Gambero et al.,2007). Na maioria dos estudos, uma única 

dose de TNBS e etanol é administrada por via intracolonica no início do experimento. 

Esta administração resulta em uma resposta inflamatória local com produção de 

citocinas inflamatórias Th1 como IFN-γ, TNF-α e IL-12, sendo a IL-12 essencial para o 

desenvolvimento da resposta inflamatória neste modelo (Tozawa et al.,2003). Esta 

produção costuma atingir seu ápice por volta de 48 a 72 hs após a administração de 

TNBS e etanol (Hollenbach et al.,2005). Por volta do sétimo dia, os níveis de algumas 

citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α e IFN-γ retornam ao basal, enquanto a IL-12, 

IL-1β e IL-6, por exemplo se mantém ainda elevada (Hollenbach et al.,2005, Reis et 

al.,2009, Park et al.,2012). A inflamação regride e a arquitetura colônica é normalizada 

por volta do décimo dia (Gambero et al.,2007). A administração de doses sucessivas de 

TNBS e etanol resulta nos modelos com reativações, onde a cada nova administração 

um quadro inflamatório é estabelecido, intercalando-se períodos de recidiva, onde a 

inflamação se resolve. O modelo de colite com reativações tem sido extensivamente 

realizado em nosso laboratório e apresenta como características uma inflamação 

moderada e alterações no perfil de citocinas no cólon (aumento de TNF-α e redução de 

IL-10),  associada a alterações no tecido adiposo mesentérico, mimetizando o que se 

observa no tecido adiposo mesentérico de pacientes com Doença de Crohn (Gambero 

et al.,2007; Oliveira et al.,2009;Thomaz et al.,2009). A colite com reativações é 

realizada com administrações sucessivas de baixas doses de TNBS e etanol, o que 

permite a repetição sem mortalidade excessiva. Já a colite decorrente de uma única 

administração de TNBS e etanol, denominada neste trabalho como colite aguda, utiliza 

uma dose maior de TNBS e etanol e apresenta um quadro inflamatório bastante 
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intenso, mas sem ocasionar modificações no padrão de adipocinas do tecido adiposo 

mesentérico.  

 Deste modo, a administração combinada do etanol e do hapteno TNBS resulta 

no estabelecimento de inflamação, com ulceração da mucosa colônica, forte infiltrado 

de células inflamatórias (neutrófilos, linfócitos, monócitos), maior produção de citocinas 

pró-inflamatórias com características de uma resposta Th1, além da presença marcante 

da expressão aumentada de marcadores inflamatórios como a iNOS (Szczepanik, 

2000;Yamada, et al.,1992; Hogaboam et al.,1995).  

 De fato, observamos neste estudo durante a análise macroscópica do colón e a 

quantificação da atividade de MPO, utilizada como um marcador do infiltrado de 

neutrófilos, que ambos protocolos resultam na indução da colite. No modelo  agudo 

(24h), já podemos observar extenso dano macroscópico no colón, sustentado até o 

modelo crônico (35d), onde também se observa a perda de peso nos animais.  

 Ao analisarmos a presença de hepcidina no colón encontramos um aumento nos 

animais com colite em relação ao grupo CN, nos grupos de 7 dias e 35 dias, mas não 

se modifica no tecido adiposo mesentérico 

 Claramente, a hepcidina atua como um importante regulador da absorção 

intestinal de ferro. A ferroportina parece atuar como o ‘receptor’ de hepcidina, na 

superfície basolateral do enterócito. Após a ligação da hepcidina, a ferroportina é 

internalizada, e a capacidade de saída de ferro da célula reduzida, levando ao acúmulo 

de ferro intracelular (Wallace e Subramanian, 2007). Se a expressão de hepcidina no 

cólon sofre alguma influência dos níveis sistêmicos de ferro, sua expressão não difere 

estatisticamente nas primeiras 24 hs da colite experimental (valor de p=0,14) onde 

observamos a presença de hipoferremia e níveis reduzidos de transferrina. Após 7 e 35 

dias, os níveis de ferro e transferrina retornam aos valores normais e a expressão de 

hepcidina no cólon aumenta, embora haja a presença de anemia nestes grupos. 

 A expressão de hepcidina também pode estar sendo influenciada pelos níveis 

locais de IL-6 que se encontram elevados em todos os grupos experimentais. A IL-6 

tem sido apontada como necessária e suficiente para induzir a expressão de hepcidina 

durante a resposta inflamatória, sendo apontada como a citocina chave da anemia da 



35 

 

inflamação (Nemeth et al., 2004). Trabalhos experimentais mostraram que a infusão de 

IL-6 estimula rapidamente a excreção urinaria de hepcidina e induz à hipoferremia. Foi 

demonstrado que a IL-6 age diretamente nos hepatócitos estimulando a produção de 

hepcidina (Grotto, 2010) e não podemos descartar a hipótese de que esta esteja 

também induzindo a produção de hepcidina no cólon. A IL-6 presente na resposta 

inflamatória intestinal é a responsável pela expressão aumentada de hepcidina no 

cólon, e esta expressão é retardada pela presença de hipoferremia inicial (visto que a 

IL-6 se encontra muito aumentada no grupo de 24 hs).  

 Pacientes com DC ativa tem reduzida absorção de ferro e níveis elevados de IL-

6 quando comparados com pacientes com doença inativa (Semrin et al., 2006), 

demonstrando mais uma vez que o modelo de colite por TNBS reproduz várias 

características presentes nos pacientes com DC. 

 Não podemos deixar de sugerir que a hepcidina possa estar desempenhando um 

papel local durante a resposta inflamatória intestinal. Um único trabalho publicado em 

2004 por Uritski et al. utilizando o modelo de colite por TNBS avaliado após 24hs em 

diferentes grupos experimentais alimentados com dietas de baixo, normal e alto aporte 

de ferro, mostrou que os animais que receberam a dieta com baixo aporte de ferro 

apresentaram menor resposta inflamatória (Uritski et al., 2004). Em modelo de colite 

induzida por dextran sulfato de sódio (DSS), a suplementação com ferro exacerba a 

resposta inflamatória intestinal e promove o desenvolvimento de carcinoma colo retal 

(Seril et al., 2002 e Carrier et al., 2006). Deste modo, a expressão local de hepcidina 

poderia atuar como um agente de proteção, sequestrando ferro como forma de controle 

do estresse oxidativo. Outro mecanismo de proteção que o sequestro de ferro no 

ambiente colônico poderia desempenhar a redução da disponibilidade deste nutriente a 

bactérias. A depleção e reposição de ferro alteram também de maneira significativa a 

população de bactérias colônicas. A redução da disponibilidade de ferro resulta em 

redução dos níveis de butirato e das populações de Roseburia spp e Eubacterium 

rectale, aumentando a população de lactobacilos e de enterobacterias (Dostal et al., 

2012). Quando o ferro é reposto, as populações bacterianas retornam ao normal e se 

observa um aumento significativo no infiltrado de neutrófilos na mucosa colônica (Dostal 



36 

 

et al., 2012). Deste modo, o sequestro de ferro promovido pela expressão de hepcidina 

colônica poderia atuar como um mecanismo de proteção por reduzir a disponibilidade e 

modificar a população de bactérias e, por reduzir o estresse oxidativo, controlando a 

resposta inflamatória. Assim, quando analisamos as lâminas histológicas do colón dos 

animais onde se realizou a coloração de Pearls, notamos que existe uma deposição de 

ferro no meio das células epiteliais nos grupos de 7 dias e 35 dias, sugerindo que este 

ferro possa estar sendo retido neste local. Nas lâminas de 24 horas não foi possível 

fazer uma análise das células, pois temos uma  coloração amarelada causada pelo 

próprio TNBS, que dificulta a análise do material. 
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6.  CONCLUSÃO 

 

 A expressão de hepcidina encontra se aumentada no cólon, mas não no tecido 

adiposo de animais durante a colite induzida por TNBS. Esta expressão aumentada não 

é verificada durante a hipoferremia aguda, mas mesmo na presença de anemia os 

níveis colônicos de hepcidina estão modificados. A citocina IL-6 pode estar atuando na 

indução da expressão de hepcidina, pois sua expressão se encontra aumentada no 

tecido colônico. A hepcidina colônica possivelmente é a responsável pela deposição de 

ferro tecidual observada. 
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