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RESUMO 

 

As doenças inflamatórias intestinais (DII) referem-se a uma condição inflamatória 

crônica que atinge o trato gastrointestinal, sendo divididas em colite ulcerativa e doença de 

Crohn, que são doenças crônicas sem etiologia determinada e atualmente ainda não se tem um 

tratamento eficaz. Como o composto LASSBio-294 vem demostrando efeitos anti-

inflamatórios, gerando vasodilatação, analgesia e inibição da dor, esse trabalho teve como 

objetivo estudar os efeitos desse composto em um modelo experimental de colite ulcerativa 

induzida por ácido acético em camundongos. Neste trabalho, foram utilizados 49 

camundongos swiss machos (25–30g), divididos em 7 grupos de 7 animais. Inicialmente foi 

realizada a indução da colite por ácido acético a 6% e os camundongos foram tratados por via 

intraperitoneal com LASSBio-294 (0,2; 0,5; 1 mg/kg, i.p); ou dexametasona (2 mg/kg, s.c.) 

17:30 h após a indução da colite. Após 18 h da indução da colite os animais foram 

eutanásiados e tiveram uma amostra de 5 cm do cólon retirada para avaliação dos escores 

macroscópicos, peso úmido, atividade da mieloperoxidase, níveis colônicos de 

malondialdeído, glutationa, citocinas pró-inflamatórias e dosagem da expressão da iNOS. 

Com os resultados, observou-se que com os tratamentos com LASSBio-294 houveram 

reduções dos escores macroscópicos e diminuição do peso úmido, sendo a dose do LASSBio-

294 de 1 mg/kg a que apresentou melhores resultados, sem diferença significativa em relação 

ao tratamento padrão com dexametasona a 2 mg/kg. Essa foi a dose de escolha para os demais 

ensaios, onde observamos que o tratamento com LASSBio-294 também foi capaz de diminuir 

as concentrações de mieloperoxidase, malondialdeído, restaurar os níveis colônicos de 

glutationa, juntamente com a diminuíção das citocina pró-inflamatória IL-1β e TNFα, além de 

reduzir a expressão da iNOS, quando comparado esse grupo ao que recebeu somente ácido 

acético por via retal. A partir desse resultado prévio, pode-se inferir que o LASSBio-294 

diminuiu a resposta inflamatória no modelo de colite induzida experimentalmente por ácido 

acético, podendo representar uma alternativa terapêutica promissora para pacientes com colite 

ulcerativa. 

 

Palavras-chave: Doenças inflamatórias intestinas. Derivados de N-acil-hidrazona.  Estresse 

oxidativo. Inflamação. 
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ABSTRACT 

 

Inflammatory bowel diseases (IBD) refers to a chronic gastrointestinal inflammatory 

condition that affects in the gastrointestinal tract, being divided into ulcerative colitis and 

Crohn's disease, which are chronic diseases with no determined etiology and currently do not 

have an effective treatment. Since the LASSbio-294 compound has shown anti-inflammatory 

effects, generating vasodilatation, analgesia and pain inhibition, this work had the aim to 

study the effects of this compound in an experimental model of ulcerative colitis induced by 

acetic acid in swiss mice. In this work, 49 male swiss mice (25-30g) were used, divided into 7 

groups of 7 animals. Initially, colitis was induced by 6% acetic acid and the mice were treated 

intraperitoneally using LASSBio-294 (0.2; 0.5; 1 mg / kg, i.p); or dexamethasone (2 mg / kg, 

i.p.), 17:30 hour after colitis induction. After 18 hour of colitis induction, the animals were 

euthanized and had a 5 cm colon sample taken for evaluation of macroscopic scores, wet 

weight, myeloperoxidase activity, colonic levels of malondialdehyde, glutathione, 

proinflammatory cytokines and dosage of iNOS expression. From the results, it was observed 

that with LASSBio-294 treatments there was a reduction of macroscopic scores and 

decreasing of the wet weight, and that the 1 mg/kg LASSBio-294 dose presented the best 

results, without significant difference from standard treatment with dexamethasone at 2 

mg/kg. This was the chosen dose for the remaining trials, in which we could see that the 

treatment with LASSBio-294 was also able to decrease the concentration of myeloperoxidase, 

malondialdehyde, restore colonic levels of glutathione, along with the reduction of pro-

inflammatory cytokine IL-1β e TNFα, in addition to the reduction of iNOS expression, 

comparing this group to the one that received only acetic acid rectally. From the previous 

results, it can be inferred that LASSBio-294 decreased the inflammatory response in the 

colitis model experimentally induced by acetic acid, and may represent a promising 

therapeutic alternative for patients with ulcerative colitis. 

 

Key words: Inflammatory bowel diseases. N-acylhydrazone derivatives. Oxidative 

stress. Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

A doença inflamatória intestinal (DII) é um termo usado principalmente para 

descrever duas condições clínicas que se caracterizam por desordens crônicas inflamatórias 

do trato gastrointestinal, que são a colite ulcerativa (CU) e a doença de Crohn (DC). Essas 

doenças elevam os níveis locais de células inflamatórias, levando a uma inflamação 

prolongada que resulta em danos no trato gastrointestinal. 

Aproximadamente 1,6 milhões de residentes dos Estados Unidos são afetados pelas 

DII, 785.000 com DC e 910.000 com CU (Aniwan et al. 2017). A prevalência dessas doenças 

são maiores em países ocidentais desenvolvidos, afetando até 2 milhões de pessoas com essas 

condições na Europa (Ng et al. 2018). Curiosamente na virada do século 21 estudos 

epidemiológicos mais recentes revelaram que a incidência de DII vem aumentando em países 

em desenvolvimento da América do Sul, Ásia, África e Europa Ocidental (Aniwan et al. 

2017; Shouval & Rufo, 2017). Apresentando mudaças nos padrões epidemiológicos 

populacionais nos indivíduos em que as DII não eram comuns, verificando a importancia dos 

fatores ambientais no desenvolvimento dessas desordens crônicas. 

Atualmente, não existe uma terapia eficaz para curar as DII, mas o tratamento 

convencional depende da redução anormal da inflamação na mucosa do cólon e assim aliviar 

os sintomas da doença. O tratamento é selecionado para cada indivíduo que irá depender da 

localização, gravidade da doença, das complicações e da resposta ao tratamento anteriormente 

utilizado. Em casos mais graves, poderá haver necessidade de se recorrer a cirurgia com o 

objetivo de melhorar a qualidade de vida do doente (Wright et al., 2015). A maioria dos 

indivíduos afetados pelas doenças inflamatórias intestinais de leve a moderada, são tratados 

com corticosteróides para reduzir a inflamação e aliviar os sintomas. Quase 25% dos 

pacientes com colite ulcerativa, são exigindos terapias com esteróides dependentes por um 

ano e praticamente todos desenvolvem eventos adversos relacionados a esteróides 

(Lichtenstei et al. 2006). 

O Laboratório de Avaliação de Substâncias Bioativas (LASSBio) da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), através da química medicinal, realizou diversos projetos 

tendo como ponto de partida os derivados do N-acil-hidrazona (NAH) em busca por novos 

candidatos a fármacos multialvos, bioativos, úteis no tratamento de doenças multifatoriais e 

com elevado impacto socioeconômico (Barbosa, 2015). Desenvolvendo moléculas com 

propriedades físico-químicas e farmacológicas que são hoje alvo de inúmeros estudos 

químicos, estruturais e farmacológicos. 
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Já há estudos que comprovam que compostos que contem a subunidade NAH, tem 

atividades biológicas importantes como atividade antitumoral (Do Amaral et al,2014), 

antiviral (Gong et al, 2011), antibacteriano (Narang et al, 2011), anti-inflamatório (Tributino 

et al, 2009), analgésico (Tributino et al, 2010), atividade vasodilatadora (Kummerle et al, 

2009) e antipsicótica (Gage et al, 2011). 

Com o desenvolvimento de  pesquisas com objetivos de achar novos candidatos de 

analgésicos e anti-inflamatórios de compostos que contem a subunidade NAH, soube-se que o 

composto LASSBio-294 tem sido descrito como um potente agente inotrópico positivo com 

modestas atividades vasodilatadoras (Silva et al, 2005), analgésicas e anti-inflamatórias 

(Barreiro, 2002).  

Então a descoberta de abordagens terapêuticas eficazes na redução do processo 

inflamatório através dos derivados do N-acil-hidrazona (LASSBio-294), pode representar 

uma alternativa promissora. De acordo com o tratamento tradicional e da investigação 

científica recente, esta substância é apontado como novo candidato a fármaco com 

propriedades vasodilatadoras e menos efeitos colaterais (Silva, 2005). Desta forma, é 

justificável a pesquisa devido à necessidade de novas abordagens e terapias eficazes para a 

gestão das doenças inflamatórias intestinais. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

2.1 Doenças inflamatórias intestinais 

Embora a etiologia das DIIs ainda seja desconhecida, este grupo de doenças é 

classificado de acordo com vários fatores: hereditários, ambientais, eficácia da resposta imune 

do hospedeiro e localização da inflamação no sistema gastrointestinal (Farrel & Lamont, 

2002).  Na DII, existe uma aumento do número de células inflamatórias que são encontrados 

em áreas do intestino com inflamação crônica, resultando um excesso de produção de uma 

variedade de citocinas pró-inflamatórias na mediação inflamatória. 

As doenças inflamatórias intestinais, são de caráter crônico. A colite ulcerativa é 

classificada como inflamação de organização não-transmural, redicivante e restrita ao cólon. 

Já a doença de Crohn é reincidente, com inflamação transmural, atinge a mucosa do trato 

gastrointestinal que pode afetar por todo o seu percuso da boca ao ânus (Figura 1). 

Atualmente, o diagnóstico de colite ulcerativa e doença de Crohn e a diferenciação entre 

ambas são baseados em padrões clínicos e histológicos inespecíficos que são muitas vezes 

alterados por intercorrência infecciosa, eventos iatrogênicos ou alterados por medicamentos 

ou cirurgia. (Hanauer & Stephen B, 1996). 

 

Figura 1. Doenças Inflamatórias Intestinais. 

 

 

 

 

A incidência e a prevalência tanto da colite ulcerativa quanto da doença de Crohn 

estão aumentando em todo o mundo (Lin, 2014), porém essa incidência pode variar entre 

Doença de 

Crohn 

Colite 

Ulcerativa 

Fonte: adaptado de Jum Kim (2017) 
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regiões diferentes. Tanto a DC como a CU tem uma maior prevalência na Europa, América do 

Norte e Reino Unido com faixa etária para início da doença variando entre 15 e 30 anos, com 

pico de prevalência entre 60 e 80 anos. Acometem preferencialmente em indivíduos 

residentes em áreas urbanas e pertencentes a classes socioeconômicas mais altas (Longo & 

Fauci, 2013). A incidência anual de Doença de Crohn na América do Norte é de 20,2 por 

100.000 pessoas e a incidência anual de colite ulcerativa na Europa é de 24,3 por 100.000 

pessoas (Yang, 2014). A incidência da colite ulcerativa aumentou em geral na Europa de 6,0 

por 100.000 pessoas/ano e a doença de Crohn de 1,0 por 100.000 pessoas/anos no ano de 

1962 para 9,8 por 100.000 pessoas/ano e 6,3 por 100.000 pessoas/ano em 2010 (Burisch, 

2015).  

No Brasil, pacientes com DC e CU não são necessariamente relatados, resultando na 

falta de dados epidemiológicos, visto que não é caracterizada como uma doença de cunho 

compulsório. Essa situação coloca os pacientes em um estado vulnerável, como estudos 

incipientes e escassos registros de publicações sobre este grupo de doenças, contribuindo 

assim para o diagnóstico tardio e aumento da morbidade (Barros, et al, 2014; Bechara et al, 

2015; Da Rosa, et al., 2014; Oliveira, et al, 2010; Souza, et al, 2008; Santos, et al, 2017). É 

difícil determinar os dados epidemiológicos das DII no Brasil e em todos os países em 

desenvolvimento devido a falta de registros no sistemas de dados dessas doenças e a 

incapacidade de acessar dados além dos disponíveis no sistema público de saúde. Dada esta 

realidade, farmácias especializadas e centros de referência para o tratamento do DII são locais 

favoráveis para a realização de estudos relacionados à DII (Da Rosa, et al., 2014; Oliveira, et 

al, 2010; Souza, et al, 2008).  

Inúmeros estudos, tais como os de Camelo et al. (2012), Puthoor e De Zoeten (2013), 

sugerem que as DIIs são resultado de uma resposta inflamatória inadequada à micróbiota 

intestinal, onde geralmente são inofensivos porém em um hospedeiro geneticamente 

susceptível associado a estímulos ambientais parecem ser capazes de desencadear uma reação 

imune anormal (Mayer, 2010). Alguns dos fatores ambientais que podem estar associados 

com o desencandeamento inflamatório intestinal são: aumento no consumo de açúcar, dieta 

pobre em fibras, conservantes alimentares e agentes infecciosos (Sonnenberg, 1986). 

Muitos especialistas afirmam que as DIIs surgem da interação de quatro fatores 

fundamentais: ambiental (tabagismo, dieta, hábitos higiênicos), genético (existe uma 

ocorrência familiar e alguns genes como CARD15 já que são relacionados com as  DIIs), 

microbiano (uma resposta anormal do sistema imunológico contra a microbiota intestinal); e 

por fim, o imunológico (a resposta imunológica é a principal responsável pelo 
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desenvolvimento da inflamação) (Maranhão, 2015; Arantes, et al, 2017; Hansen & Sartor, 

2015). Segundo Ferrari et al (2014) nenhum destes fatores de forma isolada podem provocar a 

gênese da DII, no entanto a interação entre eles podem desencadear a doença bem como, de 

acordo como a natureza de cada fator, pode determinar a gravidade da condição inflamatória. 

Problemas associados à colite ulcerativa incluem diarreia sanguinolenta, úlceras de 

cólon, perda de peso, e a longo prazo, aumento do risco de câncer de cólon e patologias 

desconhecidas. CU afeta principalmente a mucosa de revestimento do cólon e do reto (Xavier 

& Podolsky, 2007). A infiltração de polimorfonucleados é considerada como a lesão primária 

e central da colite, a qual é geralmente seguida pela perda do epitélio, perda de células 

caliciformes e dano da cripta (Pile et al., 2012).  

2.2 Vias de Proteção intestinal  

Visto que as doenças inflamatórias intestinais são sugestivas de resposta inadequada 

para microrganismos. O epitélio intestinal desempenha um papel ímpar na formação da 

resposta imune da mucosa intestinal. Células epiteliais são uma barreira naturalmente física 

contra a entrada em massa de bactérias e outros antigênicos a partir do lúmen intestinal para a 

circulação. Uma barreira mucosa intacta depende de junções intercelulares, que “veda” o 

espaço entre as células epiteliais vizinhas (espaço paracelular). Nas doenças inflamatórias 

intestinais, o espaço paracelular aumentou a permeabilidade e a regulação das junções 

defeituosas (Turner, 2006). Estas anomalias podem ser devido a um defeito primário na 

função de barreira ou pode ser um resultado da inflamação como relata alguns estudos de 

Wang em 2006, Musch em 2002, Bruewer em 2003 e Dahan em 2008. 

Existem também defesas adicionais contra a invasão bacteriana, são as células 

epiteliais especializadas, tais como as células caliciformes e células de Paneth. As células 

caliciformes estão ligadas a regular a produção de muco e fatores que contribuem, para 

reparação do epitélio e regulação da inflamação (Taupin, 2003; McVay, 2006). Já as Células 

Paneth secretam peptídeos antimicrobianos, tais como α-defensinas. Muco intestinal recobre o 

epitélio, limitando assim o contato entre as células epiteliais e bactérias. A Regeneração 

epitelial e reparação servem para controlar e, finalmente, resolver a resposta inflamatória a 

uma lesão. Porém na doença inflamatória do intestino, a resposta inflamatória resulta 

frequentemente uma lesão epitelial contínuo, o que leva a erosões, ulcerações e uma 

diminuição na produção de defensinas. (Wehkamp, 2005; Simms, 2008). Consequentemente 

ocorrendo um aumento da exposição a microbiota intestinal e amplificação da resposta 

inflamatória. 
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2.3 Anatomia e Fisiopatologia da Colite Ulcerativa  

A colite ulcerativa é uma doença inflamatória do cólon intestinal, que se caracteriza 

por inflamação e ulceração da camada mais superficial do cólon, que é a mucosa, 

anatômicamente ela pode afetar apenas a parte inferior do cólon, o reto e é então chamada de 

proctite ulcerativa; quando a região inflamada atinge a região distal do reto até a junção 

sigmóida é chamada de proctossigmoidite; se a doença afetar apenas o lado esquerdo do 

cólon, ela é chamada de colite distal ou limitada; se ela envolver todo o cólon, é pancolite, ou 

colite universal, como demonstrado na Figura 2. (Baumgart & Sandborn, 2007; Sobczak, et 

al., 2014; Lagan, 2007) 

 

Figura 2. Classificação da colite ulcerative de acordo com a área anatômica acometida. 

 

 

Na CU, o espaço paracelular perde a continuidade e com isso ocorre o aumento da 

permeabilidade decorrente das junções agora defeituosas (Turner, 2006). Ocorre uma 

infiltração acentuada de células imunitárias inatas (neutrófilos, macrófagos, células 

dendríticas e células Natural Killer) e células imunes adaptativas (células B e células T). O 

aumento do número e ativação das mesmas na mucosa intestinal eleva os níveis locais de 

fator necrose tumoral α (TNF-α), interleucina-1β, interferon-γ, e citocinas da via interleucina-

23 e células Th17, tornando uma inflamação mais acentuada (XU et al., 2014). 

No cólon saudável, macrófagos intestinais podem ser encontrados na mucosa, próximo 

à membrana basal da camada epitelial. Na CU, os números dos mesmos estão aumentados, 

indicando recrutamento para o intestino inflamado, gerando uma contribuição para os danos 

intestinais, ao liberar citocinas, radicais livres, e outros mediadores inflamatórios, tanto por 

fagocitar antígenos ou agindo como células apresentadoras de antígenos (Stevceva, 2001). A 

resposta inflamatória resulta frequentemente em uma lesão epitelial contínua, o que leva a 

Fonte: adaptado de Katvusta (2017). 
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erosões, ulcerações e uma diminuição na produção das estruturas de defesa. (Wehkamp et al., 

2005; Simms et al., 2008). 

Devido a constante exposição da mucosa intestinal a microrganismos e xenobióticos, 

no intestino normal, a IL-10 é a citocina anti-inflamatória responsável por manter o ambiente 

em equilíbrio por sua atividade supressora sobre as citocinas pró-inflamatórias (Glocker et al., 

2009). Além de inibir citocinas do tipo Th1, como IL-2 e interferon-γ (Paul, Khare e Gasche, 

2012). Quando esse equilíbrio é quebrado, os linfócitos e macrófagos ativados liberam 

mediadores pró-inflamatórios como TNF-α, IL- 1β e quimiocina ligante 1 (CXCL1). CXCL1 

é um quimiotático de neutrófilos e indutor de inflamação, e sua expressão gênica está 

aumentada em pacientes com DII (Szalai et al., 2014). 

As citocinas pró-inflamatórias promovem reações do tipo hospedeiro em resposta a 

vários agentes nocivos, incluindo agentes microbianos (Szkaradkiewicz et al., 2009). Os altos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α), são fatores preponderantes 

na colite ulcerativa, por promover a degradação da matriz de colágeno pelos fibroblastos 

intestinais, com consequente perda da integridade mucosa e ulceração. A concentração dessas 

citocinas e a expressão dos RNAm correspondentes estão aumentados na mucosa colônica, 

fluidos intestinais, baço e em soro de pacientes com CU. Há uma correlação significante entre 

a atividade dessas citocinas e a intensidade da colite (Macdonald, Monteleone e Pender, 

2000). O TNF-α ativa leucócitos, inibe a apoptose de células inflamatórias e inibe a 

proliferação de células T ativas. Ele aumenta a permeabilidade vascular. Pode causar 

inflamação diretamente e indiretamente ao promover a síntese de outras citocinas pró-

inflamatórias, pois regulam genes que controlam a expressão de citocinas, moléculas de 

adesão celular, moléculas imunorreguladoras e mediadores pró-inflamatórios. O TNF- α e a 

IL-1β tem efeitos sinérgicos e parecem induzir um ao outro (Bingham, 2002). O TNF-α 

também participa da produção de óxido nítrico (NO) e óxido-nítrico sintase induzida (iNOS), 

que por sua vez promovem mais inflamação que a IL-1β (Tian et al., 2003). Esse 

conhecimento permitiu o uso de medicações anti-TNF-α para controle e remissão de formas 

moderadas e graves de DII (Engel e Neurath, 2010). 

As óxido-nítrico sintases neuronal e endotelial (nNOS e eNOS) são enzimas, presentes 

na mucosa gastrintestinal, que regulam a microvasculatura, a permeabilidade e manutenção da 

perfusão tecidual. Citocinas podem inibir a expressão de nNOS, aumentar a de iNOS, que 

exerce atividade inflamatória pelo aumento da liberação de NO. O NO pode ser benéfico ou 

deletério a depender da sua concentração, duração e sítio de síntese. Na mucosa intestinal, em 
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concentração aumentada, promove maior lesão tecidual, hipomotilidade e a proliferação 

bacteriana (Porras et al., 2006; Szalai et al., 2014). 

A lesão ativa é representada por congestão e edema de mucosa, focos de necrose do 

epitélio, abscessos crípticos e úlceras (Rodrigues, 1991). O infiltrado de neutrófilos e 

linfoplasmocitário é proeminente. Com a resposta terapêutica favorável o processo 

inflamatório se reduz com desaparecimento das úlceras, reepitilização, com hiperplasia de 

criptas levando à formação de pseudopólipos. Quando ocorrer remissão clínica, essas criptas 

podem sofrer atrofia, com adelgaçamento da mucosa, encurtamento e distorção das criptas, 

cujos fundos ficam distantes da camada muscular da mucosa (Barbieri,  2000). 

2.4 Manejo terapêutico das doenças inflamatórias intestinais 

O tratamento farmacológico vem sendo extensivamente pesquisado e visa diminuir os 

sintomas e o processo inflamatório. A escolha da terapia é realizada com base em alguns 

aspectos da doença, como gravidade, extensão da inflamação, frequência de recidivas e 

manifestações extra intestinais (Lee, 2012). Na busca da redução da peristalse para promover 

o descanso do intestino inflamado, são usados antiperistálticos, antidiarréicos e sedativos que 

são mantidos até o momento em que as fezes do paciente tenham aspectos e frequência 

normais (Smeltzer, 2002). 

Normalmente, o tratamento abrange o uso de imunossupressores que resolvem os 

episódios agudos, como: corticosteroides, antibióticos, tiopurinas, antagonistas do ácido 

fólico e aminossalicilatos (Meier & Sturm, 2011). O grau em que se encontra a doença 

influencia no tratamento escolhido, dessa forma, normalmente para a CU leve ou moderada 

indica-se o uso de derivados salicílicos oralmente. A sulfasalazina (SSZ) está inclusa neste 

grupo de aminossalicilatos, foi primeiramente produzida para tratamento de artrite e é hoje 

um dos medicamentos tradicionais utilizados no tratamento de CU, sendo administradas doses 

de 2,0 a 4,0 g/dia (Ford et al., 2011). Sabe-se que a SSZ possui sérios efeitos colaterais, os 

quais dificultam a continuidade no tratamento da CU (Ransford & Lamgmam, 2002; Helieh, 

Chen, Villiers, 2013; Rang et al., 2013). 

Os aminosalicilatos possuem boa atividade dos pacientes portadores de DII, 

principalmente o 5-aminosalicílico (5-ASA), uma vez que são mais tolerados pelos pacientes 

em função da redução dos efeitos colaterais
 
(Pearson, 2004), sua ação consiste no bloqueio da 

produção de prostaglandinas e leucotrienos inibindo a liberação de peptídeos bacterianos que 

são capazes de induzir a migração de neutrófilos (Podolsky, 2002).  Os corticosteróides, 

especialmente prednisona, hidrocortisona e budenisonide, têm se mostrado eficazes no 

tratamento das DII, oferecendo rápida e efetiva redução dos sintomas através da inibição da 
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inflamação. Entretanto, cuidados especiais devem ser tomados no uso prolongado de 

corticosteróides devido ao aumento da possibilidade de desenvolvimento de hipertensão 

arterial, diabetes e osteoporose (Pearson, 2004). Quando as terapias citadas anteriormente são 

ineficazes, existe a possibilidade do uso de terapia imunossupressora. Geralmente, esta é 

necessária em 20% dos pacientes portadores de DII. Os mais indicados incluem a azatioprina, 

methotrexate e ciclosporina (Pearson, 2004; Lopes, 2009). 

A baixa adesão ao tratamento é um dos principais entraves para a regressão da CU. 

Em torno de 40% a 60% dos pacientes acometidos apresentam boa aderência ao tratamento, o 

que é um número baixo (KE et al., 2012). Sales-Campos et al., (2015) realizaram um estudo 

de revisão e constataram que mesmo com a eficácia de alguns tratamentos, nenhum é capaz 

de resolver por completo a problemática da CU. É necessário o estudo de terapias alternativas, 

com menores efeitos colaterais e maior potência, algo que possa talvez curar a doença ou 

simplesmente permitir uma melhor qualidade de vida por mais tempo. A elucidação de 

tratamentos alternativos com a utilização de nutrientes, imunomoduladores, produtos 

microbianos e fitoterápicos é de fundamental importância (Triantafillidis et al., 2011; Kannan 

& Guruvayoorappan, 2013). Devido a isto é válido a busca por novas terapêuticas de origem 

natural, que possam melhorar este quadro clínico, causando o mínimo de efeito adverso ao 

paciente com DII. 

2.5 Modelo experimental de Colite Ulcerativa induzida por ácido acético 

Modelo experimental consiste na indução da inflamação intestinal por um processo 

químico. Há diversos mecanismos na causa da CU, mas ainda não se tem um consenso de sua 

patogênese e a melhor forma de tratamento. Nesse contexto, surgiram os modelos 

experimentais em animais que contribuem para a elucidação dos possíveis mecanismos de 

instalação da doença e para a avaliação da ação de novos fármacos. Os modelos em animais 

frequentemente utilizados são induzidos por enemas de ácidos ou substâncias corrosivas que 

causam as alterações histológicas similares à colite ulcerativa em humanos (Guazelli et al., 

2013).  

A injúria colônica induzida por enema de ácido acético em animais de pequeno porte é 

um método simples e reproduzível, inclusive apresenta similaridades com a CU em humanos 

por apresentar inflamação aguda e difusa da mucosa, ulcerações superficiais e redução das 

células caliciformes (Rani et al., 2011). Caracteriza-se pela migração e liberação de citocinas 

pró-inflamatórias, como a IL-1β e TNF-α (Luo et al., 2010) e elevada produção de EROs 

(Tahan et al., 2011).  
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A administração de solução de ácido acético por via retal causa um edema da 

submucosa, infiltrado inflamatório, úlceras no cólon, destruição das criptas e depleção das 

células caliciformes (Tüzün et al., 2002; Varshosaz et al., 2010).  Por ser um modelo de 

características agudas pode se investigar os componentes envolvidos na inflamação e assim, 

contribuir para a proposição de alternativas terapêuticas promissoras na CU, em especial no 

que remete ao componente inflamatório desta doença.  

2.6 Desenvolvimento de novos fármacos pertencentes à classe de derivados de N-acil-

hidrazona (NAH). 

A Química Medicinal está sendo um aliado da saúde para desenvolvimento de 

fármacos, após a identificação do padrão estrutural do protótipo possuidor dos atributos 

farmacofóricos desejáveis, constrói-se uma série congênita racionalmente planejada munida 

de estratégias comuns como por exemplo: bioisosterismo, simplificação molecular e 

hibridação molecular; com objetivos que envolvem otimização do composto protótipo, 

eliminação  de efeitos deletérios, atribuição de novos efeitos, validação de grupamentos 

farmacofóricos, melhora do perfil farmacocinético, entre outros (Barreiro & Fraga, 2008).  

No que envolve a função N-acil-hidrazona (NAH) a denominação de estrutura 

privilegiada se deve ao extenso trabalho desenvolvido pelo Laboratório de Avaliação de 

Substâncias Bioativas (LASSBio) da UFRJ. através da exploração de abordagens da Química 

Medicinal no desenvolvimento de candidatos a fármacos, onde o estes derivados do NAH 

foram extensamente estudados e reunidos em algumas publicações quanto a suas diversas 

atividades biológicas importantes como: atividade antitumoral (Do Amaral et al., 2014), 

antiviral (Gong et al., 2011; Tian et al., 2011 ), antibacteriano (Narang et al., 2011; GU et al., 

2012), anti-inflamatório (Tributino et al., 2009; Bispo Júnior et al., 2011; Duarte, 2006; 

Bezerra, 2004), analgésico (Tributino et al., 2010), atividade vasodilatadora (Kummerle et al., 

2009), antiagregação plaquetária (Barreiro et al., 2002), Leishmanicida (Charret, 2011), 

antifúngica (Cachiba et al., 2012) e antimalárica (Melnyk et al., 2006) e antipsicótica (Gage et 

al., 2011). 

As moléculas que contém o composto NAH em sua fórmula caracterizam-se por 

possuir uma diversidade estrutural que é importante na construção de distintas famílias de 

compostos protótipos e possíveis candidatos a fármacos. Baseando-se nas estratégias de 

bioisosterismo, algumas séries de NAH foram sintetizadas e avaliadas farmacologicamente, 

de forma a permitir o estudo das relações entre a estrutura química e suas respectivas 

atividades biológicas. Hoje já é conhecido que hidrazonas tem propriedades analgésicas e 

anti-inflamatórias (Silva et al., 2010; Pavan, 2010). 
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2.7 LASSBio-294: protótipo de molécula derivada do NAH como alvo contra fenômenos 

inflamatórios 

O composto LASSBio-294 tem como estrutura molecular: 3,4-metilenodioxibenzoil-

2-tienilidrazona, (Figura 3).  

Figura 3. Estrutura química do LASSBio-294 

 

 

 

LASSBio-294 é um fármaco desenvolvido pelo grupo LASSBio da UFRJ. Este 

fármaco inovador é fruto de uma técnica que tem tido aplicação crescente na pesquisa 

científica: a modelagem molecular. Ela consiste em elaborar, com auxílio de programas de 

computador, novas moléculas, com características estruturais pré-definidas, que lhe garantam 

a ação farmacológica desejada. Essa técnica de modelagem molecular permite também 

determinar, com grande precisão, a distância entre átomos e substituir trechos da estrutura 

molecular. Onde nesse laboratório se cria moléculas com arquiteturas de moléculas capazes 

de serem reconhecidas por seus alvos terapêuticos.  

A arquitetura molecular do composto LASSBio-294, embora seja fruto da modelagem 

molecular e é um produto sintético, foi baseada em um produto natural que é o substrato de 

safrol, um composto extraído do óleo de sassafrás, encontrado em plantas como a canela-

branca (Ocotea pretiosa) (Sudo et al., 2010). 

A gênese da molécula do LASSBio-294 fudamentou-se na inclusão de subunidade 

benzodioxola presente no safrol, principal componente químico do óleo de sassafrás, na 

subunidade acila da função NAH. O reconhecimento do caráter ambidente do sistema 

benzodioxol presente, decorre da propriedade em interagir com possíveis sítios de 

reconhecimento molecular de receptores biológicos, atuando como aceptor de ligações -H e 

por interações hidrofóbicas, simultaneamente, o que o credencia como um atraente bióforo. 

(Barreiro, 2002).  

Fonte: adaptado por Silva (2012). 
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A substituição na subunidade imina da função NAH foi baseada no dantroleno, 

fármaco descrito em 1986 (Parness & Palnitkar, 1995) indicado no tratamento da hipertermia 

maligna e esclerose múltipla (Hoffman & Dressman, 2001), cujo mecanismo de ação envolve 

os canais de Ca+
2
 modulados pelos receptores de rianodina (Zhao et al., 2001). A análise da 

estrutura deste fármaco evidenciou a presença da função NAH e influenciou a escolha da 

natureza heterocíclica do padrão estrutural da subunidade imínica da NAH (Barreiro, 2002). 

A nova série de compostos foi obtida em ótimos rendimentos e foram submetidos aos ensaios 

farmacológicos relacionados aos efeitos cardiotônicos. O composto tiofênico, LASSBio-294 

obteve bons resultados na modulação do Ca+
2
 do retículo endoplasmático (Barreiro, 2002).  

Considerando-se o envolvimento do Ca+
2
  sob o efeito cardioprotetor promovido pela 

modulação do Ca+
2
 citossólico (Ruegg UT & Gillis JM, 1999), direta ou indiretamente 

mediada por enzimas fosfodiesterase  (PDE’s), o novo protótipo identificado, LASSBio-294 

(Burnouf  et al., 1998), foi então bioensaiado quanto às suas propriedades inotrópicas. Os 

resultados farmacológicos obtidos (Sudo, 2001; Silva, 2002) indicaram que LASSBio-294 

(Burnouf  et al., 1998) foi capaz de induzir intenso relaxamento, concentração-dependente, 

em anéis isolados e intactos de aorta de ratos com uma concentração inibitória média da 

vasodilatação de 74 µM ( Silva, 2002). Ademais, este efeito foi abolido pela remoção do 

endotélio, sendo um composto cardioativo com atividade vasodilatadora totalmente 

dependente do endotélio vascular e não se alterou pela pré-inibição da N-óxido sintase (NOS), 

induzida por L-NAME, nem pela pré-inibição da cascata do ácido araquidônico, promovida 

pelo tratamento com concentração adequada de indometacina, conhecido inibidor da 

prostaglandina endoperóxido sintase (PGHS) (Silva, 2002). Sendo assim, o efeito de 

relaxamento observado com LASSBio-294, permaneceu inalterado quando os anéis de aorta 

isolados de ratos, foram pré-tratados com K+ extracelular (Burnouf et al., 1998; Silva, 2002). 

Estes resultados sugerem, fortemente, que o mecanismo de ação do composto LASSBio-294, 

quanto aos seus efeitos inotrópicos, não é modulado pelo óxido nítrico (NO), nem pela 

cascata do ácido araquidônico ou por canais de K+ podendo, efetivamente, estar relacionado 

com a inibição de PDE’s. 

O LASSBio-294 é descrito como um potente agente inotrópico positivo (Sudo et al., 

2001, cuja atividade está relacionada ao aumento da acumulação de Ca+
2
 no retículo 

endoplasmático, além de também promover vasodilatação na aorta, mediada pela via 

guanilato ciclase (GMP)/guanilato monofosfato cíclico (cGMP), visto que pode ser abolidos 

ou revertidos, na presença de inibidor seletivo de cGMP. Estes resultados reforçam seu 

envolvimento com o Ca+
2
 celular e com isoformas de PDE-c-GMP dependentes, presentes no 
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músculo cardíaco (Silva, 2002). Cabe ressaltar que, embora a principal isoforma de PDE-c-

GMP seletiva, presente no músculo cardíaco seja a PDE5, uma ação sobre a PDE3 não pode 

ser descartada, visto que essa isoforma reconhece como substrato ambos os nucleotídeos, 

cAMP e cGMP. De fato, a hipótese de inibição de PDE5 e 3 no mecanismo de ação de 

LASSBio-294 foi corroborada com a evidência experimental que identificou um perfil de 

atividade similar entre LASSBio-294 e o zaprinast, conhecido inibidor de PDE5 e PDE3 

(Silva, 2002).  

Considerando que a subunidade N-acil-hidrazona presente no LASSBio-294 tem uma 

relação bio-isotérica com o anel de piridazinona partilhado por inibidores de fosfodiesterase, 

vários análogos sintéticos do composto de chumbo foram investigados e o LASSBio-294 foi 

apontado como novo candidato a fármaco com propriedades vasodilatadoras e menos efeitos 

colaterais (Silva, 2005). 

Devido a atraente atividade farmacológica, foram ampliados os estudos deste 

composto onde foram indentificados que o LASSBio-294 também foi capaz de promover 

aumento da contratilidade da musculatura esquelética tando de rã (Gonzalez-Serratos et al., 

2001) quanto de rato (Zapata-Sudo et al., 2003), aumentou a contratilidade cardíaca 

promovido pelo maior acúmulo de Ca
2
+ no retículo endoplasmático, em função da maior 

captação de Ca por esta organela. 

 Investigou-se também a atividade antiagregante plaquetária do composto LASSBio-

294, os efeitos sobre a agregação plaquetária foram observados através de estudos em 

coelhos, onde o LASSBio-294 foi capaz de inibir a ação plaquetária, que foi induzida por 

ácido araquidônico com CI50, com inibição da tromboxana B2, evidenciando suas 

propriedades farmacológicas e apontado a sua potente atividade antiagregante e o potencial 

antitrombótico de sua molécula (Barreiro, 2002; Miranda 2002).  

Os bioensaios realizados com LASSBio-294, indicaram ainda que o protótipo 

apresenta propriedades analgésicas e anti-inflamatórias (Pereira et al., 1998; Leite et al., 

1999; Figueiredo et al., 2000; Fraga et al., 2010), pois em concentrações de 300 µM/kg 

administrado via oral, foi capaz de inibir o edema da pata de rato induzido por carragenina em 

29,7% (Duarte, 2006),  além de apresentar redução na dor em um modelo de nocicepção de 

contorção abdominal induzida por ácido em camundongos, sem efeitos centrais deletérios 

(Barreiro, 2002).  

Devido aos promissores resultados obtidos para LASSBio-294, fez-se necessário o 

estudo da estabilidade plasmática e química deste candidato a fármaco. A principal suspeita 

era de que a função NAH teria um sítio de instabilidade, fundamentada pela labilidade da 
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função imina presente na estrutura (Costa, 2003). Estes conceitos fomentaram amplos estudos 

in silico e também in vivo. Os estudos indicaram uma adequada estabilidade química de 

LASSBio-294 em pH acima ou igual a 3, ocorrendo produtos de hidrólise em valores de pH 

menores (Fraga, 2010). Em virtude do promissor perfil farmacológico, realizou-se uma 

investigação do seu perfil toxicológico, o que não evidenciou nenhuma reação de toxicidade 

aguda. (Barreiro, 2002). 

Todos os resultados apresentados credenciam LASSBio-294 como excelente protótipo 

para otimização de suas atividades através de metodologias racionais comuns da Química 

Medicinal. Isto também devido a seu mecanismo de ação de inibibição da fosfodiesterase 

(PDE) e ativação dos receptores de A2A de adenosina, que em suma, a ativação dos receptores 

A2A irão aumenta o nível de AMPc e apresentam uma ação anti-inflamatória devido a inibição 

de liberação de TNF-α e IL-1β para o tecido injuriado (Morovic-Vergles et al., 2008). 

Tornando os compostos com essas características, alvos das grandes indústrias farmacêuticas 

para desenvolvimento de fármacos, uma vez que existe grande expectativa em moduladores 

desta família para o tratamento de diversas doenças, como: câncer, dor neuropática, doenças 

inflamatórias intestinais, cepilepsia, glaucoma, diabetes, Parkinson, entre outras (Jacobson & 

Gao, 2006). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

3.1.1. Estudar o efeito anti-inflamatório e anti-oxidante do LASSBio-294 durante a colite 

induzida por ácido acético em camundongos. 

 

 3.2 Específicos:  

 

3.2.1. Avaliar a atividade do LASSBio-294 sobre os critérios macroscópicos e sobre o peso 

úmido do cólon de camundongos durante a colite por ácido acético;  

 

3.2.2. Verificar o efeito do LASSBio-294 sobre a concentração de MPO no cólon de 

camundongos durante a colite por ácido acético;  

 

3.2.3. Analisar a ação do LASSBio-294 sobre os níveis colônicos de MDA e GSH durante a 

colite por ácido acético;  

 

3.2.4. Avaliar o efeito do LASSBio-294 sobre a concentração colônicas de citocinas e de 

nitrato/nitrito na colite por ácido acético. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Animais  

Para este estudo foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), variedade 

Swiss, machos (25–30 g) provenientes da Universidade Federal do Piauí (UFPI). Para cada 

experimento foi utilizado um número de 7 animais por grupo (n=7). Os animais foram 

mantidos em ambiente com temperatura (22 ± 2°C) e ciclo claro/escuro (12/12h) controlado. 

Além disso, até o momento da realização dos experimentos os animais permaneceram com 

ração apropriada e água ad libitum. Antes dos experimentos os animais foram submetidos ao 

jejum de 16 horas, mas com livre acesso ao consumo de água.  

4.2 Considerações éticas 

Os procedimentos e protocolos experimentais desse estudo foram previamente 

submetidos à avaliação da Comissão de ética em pesquisa animal da Universidade Federal do 

Piauí (CEUA/UFPI), no protocolo 315/17 (Anexo 1). 

 Todos os procedimentos e cuidados foram conduzidos de acordo com as normas 

internacionalmente aceitas para utilização de animais em projetos de pesquisa e do CONCEA 

(Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal).  

4.3 Modelo experimental de colite ulcerativa induzida por ácido acético 

A colite foi induzida por ácido acético de acordo com método descrito por Guazelli et 

al., (2013) com modificações, seguindo o protocolo descrito por Magalhães, (2017). Os 

animais foram mantidos em jejum durante 16 horas para a indução da colite e anestesiados 

com uma associação de xilazina (8 mg/kg) e quetamina (60 mg/kg) via intraperitoneal. Após 

foi realizado a lavagem do cólon com 100 μL de solução salina e administrado uma única 

dose intracolônica de solução aquosa de ácido acético a 6% com pH a 2,5 no volume de 200 

μL. Os animais foram posicionados em decúbito lateral esquerdo para ser introduzido por via 

retal uma sonda de polietileno com 3 centímetros de comprimento para a administração das 

soluções de ácido acético ou salina. Cada animal permaneceu suspenso pela cauda por 30 

segundos para evitar o retorno das soluções.  

4.4 Delineamento experimental 
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A colite foi induzida por ácido acético (200 μL a 6%), utilizando 49 camundongos, 

divididos em 7 grupos, todos os grupos contendo 7 animais, descritos a seguir: no grupo I  os 

animais receberam via retal uma solução salina (200 μL) e foi realizado processo de eutanásia 

após 18 horas, o grupo II recebeu somente ácido acético a 6% via retal e foi realizado 

processo de eutanásia após 18 horas da indução da colite, o grupo III  recebeu ácido acético a 

6% e 17:30 horas após a indução da colite, recebeu via intraperitoneal (i.p) DMSO 4%, 

substância padrão para solubilizar o composto LASSBio-294 e foi realizado processo de 

eutanásia às 18 horas após o processo de indução da colite; o grupo IV (grupo tratado com 

corticoide) é o controle da atividade anti-inflamatória e recebeu ácido acético a 6%, foi 

tratado com  dexametasona via subcutânea (s.c) (2 mg/kg via s.c) 17:30 horas após a indução 

da colite e sofreram processo de eutanásia às 18 horas após o processo de indução da colite; 

os grupos V, VI e VII receberam ácido acético a 6% e três doses do LASSBio-294 com 

concentrações distintas, os grupos foram tratados 17:30 horas após a indução da colite, o 

grupo V foi tratado com LASSBio-294 na concentração de 0,2 mg/kg, o grupo VI foi tratado 

com LASSBio-294 na concentração de 0,5 mg/kg e o grupo VII foi tratado com LASSBio-

294 na concentração de 1 mg/kg, todas as doses de tratamento foram administradas via 

intraperitoneal (i.p) e foram solubilizado em DMSO à 4%, foi realizado o processo de 

eutanásia 18 horas após indução da colite. (Tabela 1) (Figura 4). Todos os Os animais foram 

eutanasiados pela utilização de uma dose letal de Quetamina (240 mg/kg) combinado com 

Xilazina (30 mg/kg) de acordo com a dose anestésica utilizada por Guazelli et al., (2013). 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

Figura 4. Desenho do delineamento experimental utilizado para modelo de colite ulcerativa e tratamento. 
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Tabela 1. Divisão dos animais para cada grupo experimental. 

Grupos Nomenclatura Amostras Descrição 

I Grupo Salina (SAL) 7 Sem indução da colite e sem 

tratamento 

II Grupo Ácido 

Acético (AA) 

7 Submetido a Colite por ácido acético 

(200 μL a 6% via retal)  

III DMSO 7 Submetido a Colite e administrado 

17:30, horas após a colite DMSO 4% 

por via i.p  

IV Dexametasona 

(DEXA) 

7 Submetido a Colite e tratado 17:30, 

horas após a colite com dexametasona 

2 mg/kg via s.c 

V LASSBio-294 

0,2mg/kg 

7 Submetido a Colite e tratado com 

LASSBio-294, 17:30 horas após a 

colite com dose de 0,2 mg/kg, via i.p; 

solubilizado com DMSO à 4% 

VI LASSBio-294 

0,5mg/kg 

7 Submetido a Colite e tratado com 

LASSBio-294, 17:30 horas após a 

colite com dose de 0,5 mg/kg, via i.p; 

solubilizado com DMSO à 4% 

VII LASSBio-294 

1mg/kg 

7 Submetido a Colite e tratado com 

LASSBio-294, 17:30 horas após a 

colite com dose de 1 mg/kg, via i.p; 

solubilizado com DMSO à 4% 
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4.5 Analise de parâmetros morfológicos. 

Para a analise dos parâmetros morfológicos foram retirados segmento intestinal de 

aproximadamente 5 cm dos 49 animais com e sem colite e foram coletados para avaliação do 

peso úmido, parâmetros macroscópicos e análise bioquímica (MPO, MDA, GSH, dosagem de 

óxido nítrico e citocinas).  

4.5.1 Mensuração do peso úmido do cólon dos animais 

Os segmentos distais do cólon foram seccionados, medindo 5 centímetros, a fim de 

determinar o peso úmido do cólon. Posteriormente, foi realizado a pesagem desses fragmentos 

e os resultados foram expressos como peso úmido de 5 cm de cólon. 

4.5.2 Avaliação dos escores macroscópicos de lesão 

Após a eutanásia dos animais com a dose letal de Quetamina (240 mg/kg) combinado 

com Xilazina (30 mg/kg), foram realizadas incisões medianas com abertura da cavidade 

peritoneal dos animais e feita a identificação dos cólons, que foram isolados em uma extensão 

de 5 cm do intestino por animal. A peça foi aberta longitudinalmente, lavada com soro 

fisiológico e distendida sobre uma superfície plana para a avaliação do escore macroscópico 

seguindo a técnica descrita por Morris (1989), conforme mostra a Tabela 2.  

Tabela 2. Avaliação dos escores macroscópicos das lesões intestinais de animais 

com e sem colite induzida por ácido acético. 

Critério Escore 

Aparência normal 0 

Hiperemia local sem úlceras 1 

Ulceração sem hiperemia ou espassamento da parede colônica 2 

Ulceração com inflamação em um sítio 3 

Ulceração / inflamação em dois ou mais sítios 4 

Lesão principal estendendo-se por 1 cm ao longo do colon 5 

Área de lesão > 2 cm ao longo do comprimento do cólon. A 

quantificação é aumentanda em 1 para cada centímetro adicional. 

            6-10 

Fonte: Adaptado de Morris (1989).  
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4.6Análise Bioquímica 

4.6.1 Ensaio de Mieloperoxidase 

Este ensaio foi realizado para quantificar a infiltração de neutrófilos na mucosa dos 

cólons intestinais dos animais com ou sem colite induzida por ácido acético, esse ensaio foi 

realizado de acordo com protocolo estabelecido por Bradley e seus colaboradores (1982). 

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente, nos grânulos azurófilos dos neutrófilos e tem 

sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltração de neutrófilos nos processos 

inflamatórios. Para a análise da concentração dessa enzima, foram retiradas amostras do cólon 

dos animais, em seguida as amostras foram colocadas num tampão (NaCl0,1 M + EDTA 

0,015 M/L de NaPO40,02 M em pH 4,7). Posteriormente, foram homogeneizados num 

Polytron (13000 rpm) e centrifugado a 15 minutos (3000 rpm) em uma centrifuga refrigerada 

(4°C). Logo em seguida, o sobrenadante foi retirado e o precipitado, novamente foi 

centrifugado nas mesmas condições e no mesmo tampão. O sobrenadante foi, mais uma vez, 

retirado e, então, o precipitado foi homogeneizado novamente (Polytron - 13000 rpm) em um 

outro tampão (HTAB (0,05%)/200 ml de NaPO4 0,05M). A outra etapa foi colocado esse 

homogenato para congelar e descongelar em nitrogênio líquido (2 vezes). Posteriormente, o 

homegenato foi centrifugado a 10000-20000 rpm por 15 minutos. Finalmente, o sobrenadante 

será pipetado numa placa (5-10 l) e serão acrescentados nessa placa 45 l de NaPO4 0,08M 

junto com a solução de leitura (TMB 25  + H2O2 100 l). A reação foi terminada com o 

acréscimo de H2SO4 50 l (4M) e lida em um leitor de placa a 450 nm. O resultado foi 

expresso como UMPO/mg de tecido. 

4.6.2 Dosagem dos níveis de malondialdeído (MDA) na mucosa intestinal 

Os níveis de MDA da mucosa do cólon intestinal foram dosados pelo método de 

Mihara e Uchiyama (1978). Fragmentos da mucosa intestinal foram homogeneizados com 

KCl gelado 1.15% para o preparo de 10% de homogenato. Meio mililitro (0.25ml) desse 

homogenato foi pipetado dentro de um tubo de centrífuga de 10 ml, sendo acrescentado a esse 

homogenato 1,5 ml de H3PO4 (1%) e 0,5 ml de uma solução aquosa de ácido tiobarbitúrico 

aquoso (0.6%). Os tubos foram aquecidos por 45 minutos em um banho de água fervendo e a 

mistura reacional foi então resfriada em um banho de água gelada, seguida da adição de 2 ml 

de n-butanol. Os conteúdos foram misturados por 1 minuto, com um misturador "vortex", 

centrifugados a 1200 x g por 10 minutos e a absorbância da camada orgânica foi mensurada 

em 520 e 535nm. Os resultados foram expressos em mmol de MDA/g de tecido. 
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4.6.3 Dosagem dos níveis de Glutationa (GSH) na mucosa intestinal 

A glutationa reduzida é um tripeptídeo composto de glutamato, glicina e cisteina, 

existente em quase todas células de mamíferos. Ela exibe um grande número de funções 

essenciais para a célula, incluindo transporte de aminoácidos, catálise enzimática e proteção 

contra os efeitos deletérios de radicais livres endógenos e metabólitos tóxicos Meister (1991). 

Para avaliação dos níveis de GSH foi utilizado o método de Sedlak e Lindsay (1968). Em 

suma, os fragmentos de tecido do cólon foram centrifugados a 1500 rpm por 15 minutos a 

4ºC. Na sequência, alíquotas de 400 μL do homogeneizado foram misturadas a 320 μL de 

água destilada e a 80 μL de ácido tricloroacético (TCA) a 50% para precipitação de proteínas. 

Este material foi então novamente centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. A 400 μL 

do sobrenadante, adicionado em 800 μL de tampão Tris 0,4 M (pH 8.9) e 20 μL de DTNB 

(Reagente de Ellman) 0,01M. A mistura foi agitada por 3 minutos e a absorbância foi lida a 

412 nm em espectrofotômetro. Os resultados expressos em μg de NP-GSH/mL de tecido. 

4.6.4 Medição do óxido nítrico (NO3 / NO2) 

Para determinação do óxido nítrico (NO3 / NO2), após a indução da colite por ácido 

acético os animais foram eutanasiados após 18 horas desta indução. O homogenato do tecido 

do cólon dos animais form incubado em uma microplaca com nitrato redutase durante 12 

horas para converter nitrato (NO3) em nitrito (NO2). A produção de óxido nítrico foi 

determinada por medição das concentrações de nitrito no leitor de placas de ELISA a 540 nm, 

utilizando o método de Green (1982). Os resultados foram expressos como micromol de 

nitrito utilizando a curva interna padrão. Para a determinação das concentrações colônicas de 

nitrato e nitrito traves do método de Griess foi, inicialmente, preparada uma solução contendo 

0,5 unidades por ml de nitrato redutase (Sigma) em um tampão KH2PO4 contendo NADPH. 

Para o preparo da reação de Griess foi armazenada separadamente a 4ºC em frascos de vidro e 

protegidos da luz, uma solução contendo Sulfanilamida a 1% em H3PO4 a 2,5% e outra 

solução de NEED a 0,1% em H3PO4 a 2,5%. Depois de preparadas as soluções, amostras 

processadas de tecido colonico dos animais, foram incubadas numa microplaca com nitrato 

redutase (0,016 L por poço) durante 12 h para a conversão de NO3 (nitrato) em NO2 (nitrito). 

A produção de óxido nítrico foi determinada medindo as concentrações de nitrito em um 

leitor de placas de ELISA a 540 nm, utilizando o método de Griess (Green et al.,1982). Os 

resultados foram expressos como micromoles (µM) de nitrito. 
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4.6.5 Mensuração de Citocinas 

Para mensuração de Citocinas, após a indução da colite por ácido acético foram 

retirados os fragmentos do cólon dos animais para dosagem de TNF- α e IL-1β. Os 

fragmentos foram adicionados em um tampão inibidor de protease (500 μL de tampão para 

cada 100 mg de tecido) e depois processados em um homogenizador de tecido e centrifugado 

a 3000 rpm a 4 ºC por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e incubado 

com 2μg/ml de anticorpo (anticorpo de captura) diluído em tampão de bicarbonato (pH 8.2), 

100 μL por poço por 24 horas a 4 ºC. A placa foi lavada com PBS -Tween20 a 0,1%. A 

reação foi bloqueada com albumina bovina 1% diluída em tampão de lavagem, 100 μL por 

poço por 2 horas à temperatura ambiente. Depois a placa foi novamente lavada usando a 

mesma solução. A placa foi incubada com a curva padrão das citocinas (TNF- α e IL-1β) 

diluídas em tampão de lavagem e com as amostras de tecido do estômago a serem dosados, 

100 μL por poço por 24 horas a 4 ºC. A placa foi novamente lavada e depois incubada com o 

anticorpo biotinilado (1:1000) diluído em tampão de lavagem contendo 1% de soro de 

carneiro por 1h à temperatura ambiente. Novamente a placa foi lavada e depois incubada com 

avidinaperoxidase (DAKO) diluída 1:5000 em tampão de lavagem, 100 μL por poço por 15 

minutos à temperatura ambiente. A placa foi lavada e incubada com o-

fenilenediaminadiidrocloreto (OPD) em tampão substrato, 100 μL por poço, no escuro à 

temperatura ambiente por um período que varia de 5 a 20 minutos dependendo da citocina. A 

reação foi parada com 150 μL por poço de H2SO4 1M. A intensidade da coloração será 

medida em espectrofotômetro a 490 nm e os resultados foram expressos como média ± EPM 

da quantidade de TNF – α e IL - 1β em pg/ml (Tavares-Murta et al., 2008). 

4.7 Análise Estatística 

Todos os dados foram expressos como a média ± desvio padrão da média (± EPM) de 

animais em cada grupo (n=7). Os testes estatísticos foram realizados no software Graphpad 

Prism (versão 7.0). A significância estatística das diferenças entre os grupos foi determinada 

por análise unidirecional da variância (ANOVA) seguida do teste comparações múltiplas de 

Student-Newman-Keuls. Para todos os testes foram considerados significativos valores de 

p<0,05.  
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5 RESULTADOS  

5.1 Efeito do LASSBio-294 sobre o aumento do peso úmido em animais com colite por 

ácido acético. 

Os animais do grupo ácido acético (0,373 ± 0,004 g) e DMSO (0,325 ± 0,0139 g) 

tiveram um aumento significativo (p<0,05) do peso úmido das porções dos cólons retirados, 

em relação ao grupo que recebeu somente salina 0,9% (0,180 ± 0,004 g). O tratamento com 

LASSBio-294 na dose 0,2 mg/kg (0,383 ± 0,010 g) e na dose de 0,5 mg/kg (0,351 ± 0,015 g), 

não apresentaram diminuição significativa no peso úmido colonico em relação as outras doses 

de tratamento. Já o tratamento com LASSBio-294 na dose 1,0 mg/kg diminuiu 

significativamente o peso úmido da porção intestinal (0,261 ± 0,010 g) comparado aos 

animais do grupo ácido acético e as demais doses, tendo um efeito semelhante ao grupo 

dexametasona (0,243 ± 0,009 g). (Figura 5). 

 

Figura 5.  Efeito do LASSBio-294 sobre o aumento do peso úmido em animais com colite por ácido acético 
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Após, a avaliação dos escores macroscópicos de lesão foram recolhidas amostras de tecio intestinal (5 cm) para 

análise de peso úmido. Os resultados são expressos como média ± erro de 7 animais por grupo. # p <0,05 vs grupo 

salina; *p < 0.05 vs ácido acético e 
Ψ
p <0,05 vs grupo LASSBio-294 0,5mg/kg (ANOVA seguido pelo teste de 

Student-Newman-Keuls). 
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5.2 Análise da ação do LASSBio-294 nos escores macroscópicos de lesão. 

Na figura 6, observa-se um aumento significativo (p<0,05) dos escores macroscópicos 

de lesão dos cólons dos animais 18 horas após a indução da colite por ácido acético (21,00 ± 

0,00) e do grupo DMSO (21,75 ± 0,25), quando comparado com o grupo que recebeu 

somente salina 0,9% (0,33 ± 0,21). Podemos visualizar também essa diferença de escores nos 

cólons dos animais na figura 7, onde a figura 7A representa o grupo que recebeu somente 

salina, figura 7B representa o grupo que sofreu a colite por ácido acético e figura 7C o grupo 

que sofreu a colite por ácido acético e recebeu o DMSO 4%. 

Observamos na figura 7A o cólon do animal que recebeu salina, este possui uma 

aparência normal, sem sinais de inflamação, sem hiperemia ou presença de ulcerações, ao 

contrário do cólon do animal que sofreu a colite por ácido acético, onde analisamos um cólon 

com uma extensa ulceração, presença de hiperemia e inflamação (Figura 7B). Observamos 

também que o DMSO 4%, que é o composto utilizado para dissolver o LASSBio-294, não 

apresentou capacidade de reverter a inflamação do cólon causada pelo ácido acético, o qual 

apresentou, também, extensa ulceração e presença de hipermia (Figura 7C). 

 O tratamento com LASSBio-294 na dose 0,2 mg/kg (21,75 ± 0,25) não apresentou 

diminuição dos escores macroscópicos de lesão de forma significativa em relação ao grupo 

tratado com a medicação padrão dexametasona (Figura 5). Já os tratamentos com o LASSBio-

294 nas doses 0,5 mg/kg (12,00 ± 1,22) e 1,0 mg/kg (1.80 ± 0,48), diminuiram os escores 

macroscópicos de lesão e a dose que apresentou melhor diferença significativa em relação ao 

grupo que sofreu a colite por ácido acético foi de 1,0 mg/kg, o que pode ser constatado na 

figura 7. As figuras 7D, 7E e 7F, representam cólons dos animais que foram tratados com 

LASSBio-294 nas doses de 0,2 mg/kg, 0,5 mg/kg e 1,0 mg/kg, respectivamente. Na figura 7F, 

observamos uma leve hiperemia no tecido, não apresentando foco de ulceração e uma 

aparência menos inflamada em relação ao cólon do animal com colite (figura 7B). 

  Podemos analisar, também na figura 7, o grupo tratado com o fármaco de referência 

dexametasona 2mg/kg (3,60 ± 0,60) (figura 7G), onde a redução dos escores macroscópicos 

de lesão não apresentou diferença de escores significativas em relação ao grupo tratado com o 

LASSBio-294 na dose de 1,0mg/kg. 
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Figura 7. Fotografia do tecido colônico, demonstrando a ação do LASSBio-294 sob os danos inflamatórios macroscópicos na 

colite experimental induzida por ácido acético 

Figura 6. Análise da ação do LASSBio-294 nos escores macroscópicos de lesão 
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Após 18h da indução da colite, os animais foram eutanasiados para retirada de segmentos intestinais com e sem 

colite. A avaliação macroscópica foi realizada pela técnica descrita por Morris et al., 1989. Cada barra representa 

a media ± EPM do somatório dos escores obtidos a partir dos critérios estabelecidos por Morris. 
# 

p < 0,05 vs o 

grupo salina, *p< 0,05 vs grupo ácido acético, 
Ψ
p <0,05 vs grupo LASSBio-294 0,2 mg/kg, δ p <0,05 vs grupo 

LASSBio-294 0,5mg/kg (ANOVA seguido por Newman-Keuls post-hoc). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segmentos colônico de 5 cm dos animais após 18h da indução da colite. (A) Cólon de animal que recebeu 

apenas solução Salina 0,9% intracólon, controle negativo; (B) Cólon de animal com colite induzida por ácido 

acético 6% intracólon, controle positivo (C); Cólon de animal com colite e administrado DMSO 4%; (D) Cólon 

de animal com colite e tratado com LASSBio-294 na dose de 0,2 mg/kg, i.p.; (E) Cólon de animal com colite e 

tratado com LASSBio-294 na dose de 0,5 mg/kg, i.p; (F) Cólon de animal com colite e tratado com LASSBio-

294 na dose de 1,0 mg/kg, i.p ; e (G) Cólon de animal com colite e tratado com Dexametasona 2 mg/kg s.c. 
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5.3 Efeito do LASSBio-294 sobre a atividade da mieloperoxidase em animais com colite 

induzida por ácido acético 

Na avaliação da atividade da enzima MPO nos cólons dos animais com ou sem colite, 

observou-se um aumento significativo (p<0,05) na atividade desta enzima no intestino dos 

animais do grupo ácido acético (33,20 ± 1,51 UMPO/mg de tecido) e DMSO (36,70 ± 3,41 

UMPO/mg de tecido) em relação ao grupo salina (1,94 ± 0,43 UMPO/mg de tecido). O grupo 

tratado com LASSBio-294 na dose de 1 mg/kg (2,48 ± 1,38 UMPO/mg de tecido), que foi 

escolhida como melhor dose, obteve uma diminuição significativa na atividade enzimática 

quando comparado ao grupo ácido acético (Figura 8). 

  

Figura 8. Efeito do LASSBio-294 sobre a atividade da mieloperoxidase em animais com colite induzida por 

ácido acético 
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Os animais foram tratados LASSBio-294 de 1mg/kg uma única vez após a indução da colite. Depois de 18h, os 

camundongos foram eutanasiados, a amostra do cólon foi recolhida e realizada a análise da atividade de MPO. 

Os resultados são expressos como a média ± SEM de 7 animais por grupo. 
#
p < 0.05 vs o grupo salina; *p< 0.05 

vs grupo ácido acético (ANOVA seguido por Newman-Keuls post-hoc). 
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5.4 Concentração de malondialdeído nos animais com e sem colite 

Na figura 9, observa-se que houve um aumento significativo da concentração de MDA 

no cólon dos animais do grupo ácido acético (323,70 ± 9,75 nmol/g de tecido) e do grupo 

DMSO (348,70 ± 33,58 nmol/g de tecido) quando comparado com o grupo salina (82,23 ± 

2,86 nmol/g de tecido). O grupo tratado com LASSBio-294 na dose 1,0 mg/kg, foi capaz de 

inibir o aumento de MDA (108,00 ± 14,33 nmol/g de tecido) no tecido colônico inflamado.   

  

Figura 9. Concentração de MDA na colite induzida por ácido acético. 
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Os animais foram tratados com a melhor dose do LASSBio-294, que foi a dose de 1mg/kg. Após 18 h da 

indução da colite os animais foram eutanasiados e as amostras de cólon foram colhidas para avaliar o nível de 

malondialdeído. Os resultados são expressos como a média ± SEM de 7 animais por grupo. 
#
p < 0.05 vs o grupo 

salina; *p< 0.05 vs grupo ácido acético. (ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls). 
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5.5 Ação do LASSBio-294 sobre os níveis de glutationa no cólon de animais submetidos à 

colite induzida por ácido acético 

Na Figura 10, observa-se uma redução significativa (p<0,05) nos níveis de GSH no 

grupo ácido acético (30,27 ± 3,823 µg/g de tecido) e DMSO (41,52 ± 6,66 µg/g de tecido) 

quando comparado ao grupo salina (178,00 ± 10,82 µg/g de tecido). O grupo tratado com com 

LASSBio-294, na dose de 1mg/kg (111,30 ± 13,74 µg/g de tecido) apresentou maiores níveis 

de GSH que o grupo dos animais que sofreram a colite por ácido acético com diferença 

estatística significativa (p<0,05).  

 

Figura 10. Ação do LASSBio-294 sobre os níveis de glutationa no cólon de animais submetidos à colite induzida 

por ácido acético 
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Os segmentos do cólon foram coletados para mensurar os níveis de GSH. Obteve-se uma diminuiu nos níveis de 

GSH nos animais do grupo ácido acético em relação ao grupo controle (salina). O LASSBio-294 na dose de 

1mg/kg aumentou os níveis de GSH no cólon. Os valores foram apresentados como média+ EPM dos níveis de 

GSH expressos em ug/g de tecido. Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste 

de Newman-Keuls post-hoc. 
#
p < 0.05 vs o grupo salina; *p< 0.05 vs grupo ácido acético (ANOVA seguido por 

Newman-Keuls post-hoc). 
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5.6 Efeito do LASSBio-294 nos níveis teciduais de nitrito/nitrato no cólon de animais 

submetidos à colite induzida por ácido acético. 

Os níveis de óxido nítrico no intestino geralmente são mensurados indiretamente pela 

dosagem dos seus metabólitos de nitrito/nitrato. No grupo salina, baixos níveis de 

nitrito/nitrato foram detectados nos cólons (0,20 ± 0,02). Comparado a este grupo, os grupo 

ácido acético (0,34 ± 0,04) e DMSO (0,36 ± 0,04) aumentaram de forma significativa 

(p<0,05) os níveis de nitrito/nitrato no trato gastrointestinal afetado. Ao passo que o grupo de 

camudongos que foram submetidos a colite induzida por ácido acético e tratados com 

LASSBio-294 na dose de 1,0 mg/kg (0,24± 0,02), tiveram os seus metabólitos de 

nitrito/nitrato nos cólons reduzidos significativamente (p< 0,05), comparado com o grupo 

ácido acético (figura 11). 

  

Figura11. Efeito do LASSBio-294 nos níveis teciduais de nitrito/nitrato no cólon de animais submetidos à colite 

induzida por ácido acético 

S A L D M S O 1 ,0  m g/k g

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

N
O

3
(

M
)

L A S S B io -2 9 4

Á c id o  a c é t ic o

#
#

*

 

Segmentosdo cólon foram coletados para mensurar os níveis de NOx. Observa-se que o ácido acético aumenta 

os níveis de nitrito e nitrato no cólon quando comparado ao grupo salina. O LASSBio-294 na dose de 1,0 mg/kg 

reduz os níveis de NOx no cólon de animais submetidos à colite induzida por ácido acético. Os valores foram 

apresentados como media ± EPM dos níveis de nitrito/nitrato expressos em μmol/ mg de tecido. Para análise 

estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls post-hoc, onde #p<0,05 vs 

grupo salina e * p<0,05 vs grupo ácido acético. 
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5.7 Efeito do LASSBio-294 nos níveis teciduais de IL-1β no cólon de animais submetidos 

à colite induzida por ácido acético. 

Conforme observado na figura 12, o ácido acético (1051,0± 101,7) e DMSO (1106,0± 

119,0) aumentaram (p< 0,05) os níveis de IL- 1β quando comparado ao grupo que foi 

administrado somente salina (601,7± 69,7). O grupo tratado com o composto LASSBio-294, 

na dose de 1,0 mg/kg, diminuiu de forma estatisticamenta significante os níveis dessa citocina 

pró-inflamatória na colite induzida por ácido acético (770,5± 0,8). 

 

Figura 12. Efeito do LASSBio-294 nos níveis teciduais de IL-1β no cólon de animais submetidos à colite 

induzida por ácido acético 
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Segmentos do cólon foram coletados para mensurar os níveis de IL-1β, citocina pró-inflamatória, por 

ELISA. Observa-se que o ácido acético aumenta os níveis de IL-1β no cólon quando comparado ao grupo salina. 

O composto LASSBio-294 reduziu os níveis dessa citocina pró-inflamatória no colon de camudongos com cólite 

induzida pelo ácido acético. Os valores foram apresentados como média+ EPM dos níveis de IL-1β expressos 

em pg/mL. Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls 

post-hoc, onde #p<0,05 vs salina e *p<0,05 vs grupo ácido acético. 
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5.8 Efeito do LASSBio-294 nos níveis teciduais de TNF- α no cólon de animais 

submetidos à colite induzida por ácido acético. 

Observamos na figura 13, que os grupos ácido acético e DMSO aumentaram (p< 0,05) 

os níveis de TNF- α no cólon (311,7± 88,5) e (266,7± 22,3) respectivamente, quando 

comparado ao grupo salina (93,6± 26,6) e quando tratado com o LASSBio- 294 na melhor 

dose, houve uma diminuição estatística significativa dos níveis dessa citocina pró-

inflamatória na colite induzida por ácido acético (94,1± 19,7). 

 

Figura 13. Efeito do LASSBio-294 nos níveis teciduais de TNF- α no cólon de animais submetidos à colite 

induzida por ácido acético 
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Para a mensuração dos níveis da TNF- α nos colons através de ELISA. Observa-se que o ácido acético 

aumentou os níveis de TNF- α no cólon quando comparado ao grupo salina e o grupo tratado com o LASSBio-

294 reduziu nesses animais os níveis dessa citocina pró-inflamatória no cólon. Os valores foram apresentados 

como média+ EPM dos níveis de IL-1β expressos em pg/mL. Para análise estatística foi utilizado o teste one-

way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls post-hoc, onde #p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 

ácido acético. 
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6 DISCUSSÃO 

O composto LASSBio-294, substância testada neste trabalho, foi sintetizada pelo 

Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas (LASSBio-UFRJ) e apresentou 

resultados prévios como mecanismos de ação: a inibição de enzimas fosfodiesterase (PDE’s), 

supressão da liberação de TNF-α e agonista de receptor de adenosina A2A. Onde a adenosina 

tem efeitos protetores sobre o sistema cardiovascular e efeito anti-inflamatório em alguns 

tecidos (Rajasundaram S, 2018; Mills JH et al., 2012). A ativação dos receptores A2A em 

células do músculo liso da coronária, células endoteliais e monócitos/macrófagos resulta em 

vasodilatação, neo-angiogênese e inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias (Qi-hui 

Li et al., 2015; Belardinelli et al., 1998; Gessi et al., 2000).  

Esse receptor quando ativado promove no meio intracelular a liberação do ATP como 

segundo mensageiro, consequentemente há ativação da proteína quinase PKA, a qual inibe a 

formação e liberação de citocinas pró-inflamatórias tais como TNF-α e IL-1β (Varani et al., 

2010); e inibe ativação do fator NF-κB (Montesinos et al., 2003). Logo a via de sinalização 

associada a ativação de receptores A2A poderia resultar em um efeito anti-inflamatório, por 

reduzir a produção de marcadores biológicos do processo inflamatório como demonstrado 

pelo LASSBio-294. Sabendo do potencial anti-inflamatorio desse derivado de N-acil-

hidrazona, nosso grupo de pesquisa despertou interesse em delinear um estudo experimental 

da ação dessa substância em animais com colite induzida por agente químico.  

Inicialmente para reproduzir a colite experimental, foi usado ácido acético via retal, 

para induzir a colite ulcerativa. Esse modelo já é extensamente utilizado em pesquisas com 

animais e reproduz uma inflamação aguda semelhante a colite ulcerativa em humanos, onde é 

caracterizado por um intenso processo inflamatório no cólon com formações de abscessos 

crípticos, edemas de submucosa, ulcerações em mucosa e infiltrado leucocitário (Akgun et al., 

2005; Mahgoub et al., 2005; Magalhães, 2017). O ácido acético permite, rapidamente, um 

estudo do processo inflamatório, pois em apenas 12 horas após a indução já é possível que 

sejam observadas as alterações inflamatórias, atingido seu pico de inflamação após 18 horas 

da indução da colite (Magalhães, 2017). 

Após a indução do modelo experimental de colite ulcerativa, o primeiro parâmetro 

inflamatório avaliado foi o peso úmido, que é um indicador da gravidade e de extensão da 

resposta inflamatória, refletindo a magnitude do edema e do infiltrado celular no tecido 

estudado (Busserolles et al., 2005). O aumento do peso do tecido inflamado por causa da 

colite em relação aos tecidos que não sofreram a colite ou foram tratados, se dá pelo aumento 

da permeabilidade vascular, aumento da quantidade de células inflamátorias no local e 
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formação de edemas, corroborando com os resultados obtidos nesse estudo, onde observamos 

que houve uma diminuíção significativa nos pesos úmidos do cólons nas amostras teciduais 

dos animais que foram tratados com o LASSBio-294, tendo uma maior significância a dose 

de 1,0 mg/kg, comparado ao grupo ácido acético que apresentou um aumento de peso úmido 

(p<0,05) em relação ou grupo salina. 

Outro parâmetro avaliado, no intuito de reforçar nossa hipótese de que o LASSBio-

294 possui atividade anti-inflamatoria, foram as avaliações dos escores macroscópicos de 

lesão, esses revelaram que o grupo ácido acético teve um aumento significativo dos escores 

macroscópicos de lesão quando comparados aos animais que receberam somente salina via 

retal nas 18 após a indução da colite experimental. Obtendo assim resultados semelhante ao 

mostrado por Magalhães (2017) e Lima (2018) onde o grupo de animais não tratados tiveram 

também um aumento significativo do peso úmido e escores macroscópicos de seus cólons 

quando comparados com os animais que receberam somente salina, após a indução das colites 

experimentais. Já o LASSBio-294 foi capaz de diminuir significativamente os escores 

macroscópicos de lesão no cólon, com uma maior significância na dose de 1,0 mg/kg.  

A partir desses resultados iniciais foi possível verificar uma eficácia do LASSBio-294, 

como atividade anti-inflamatória no modelo experimental de colite induzida por ácido acético. 

De acordo com os resultados apresentados, concluiu-se que a melhor dose em reduzir os 

parâmetros macroscópico e o peso úmido foi a dose de 1,0 mg/kg, sendo a dose de escolha 

para a avaliação dos possíveis mecanismos de ação do LASSBio-294, nesse modelo 

experimental.  

Na colite um dos seus pricipais eventos inflamatórios é a infiltração leucócitaria, que 

leva ao aumento de células inflamatórias no intestino inflamado, por meio de um aumento da 

expressão das moléculas de adesão nos vasos do cólon submetido à colite. Tais moléculas são 

responsáveis pela migração leucocitária para a área inflamada, especialmente os neutrófilos, 

onde podemos quantificar a intensidade da migração dos neutrófilos no tecido analisado, por 

meio da quantificação da enzima mieloperoxidase (MPO), que é a enzima que está presente 

em grânulos primários de neutrófilos polimorfonucleares e é encontra em pequena quantidade 

em monócitos e macrófagos. Alterações dos seus níveis são apontadas como parâmetro para 

analisar a gravidade de inflamações em vários tecidos, inclusive no intestino. (Yin et al., 

2011). Essa enzima é muito utilizada para mensurar de forma qualitativa a infiltração de 

neutrófilos para tecido colônico inflamado (Patil et al., 2012; Kumar et al., 2014). Sob 

condições fisiológicas normais, a MPO é liberada a partir de grânulos de azurófilos, quando 

ocorre um processo inflamatório há o aumento da produção desta enzima (Tahan et al., 2011). 
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Os neutrófilos, são algumas das células inflamatórias responsáveis pela produção das 

espécies reativas de oxigênio (EROs), cuja ação bactericida pode provocar danos às células. A 

fonte predominante de EROs é da família de enzimas nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato oxidase (NADPH), que produz o ânion superóxido (O2-).  Esse radical livre altamente 

reativo interage com outras moléculas para produzir radicais livres com ação oxidante, como 

o peroxido de hidrogênio (H2O2), o ácido hipocloroso (HClO) e o radical hidroxila (OH-). 

Quando as EROs superam as defesas antioxidantes da célula como a superóxido dismutase, 

catalase, glutationa peroxidase e a glutationa (GSH), os danos aos tecidos ocorrem. Com isso, 

a diminuição do MPO representa não só a diminuição do influxo de neutrófilos como tambem 

uma redução do estresse oxidativo. (Moret-Tatay et al., 2016). Inclusive a redução do estresse 

oxidativo sob estas condições pode ser um potencial alvo terapêutico para as doenças 

inflamatórias do intestino (Hou et al., 2011). 

Os resultados obtidos nesse estudo e em outros (Magalhães, 2017; Guazelli et al., 

2013) observamos que o ácido acético produziu um aumento na atividade da enzima 

mieloperoxidase. Este aumento foi reduzido pelo tratamento com o LASSBio-294, sugerindo 

também uma ação anti-inflamatória que envolva inibição da migração de leucócitos e inibição 

da infiltração de neutrófilos. 

Como citado anteriormente a inflamação aumenta a produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), causando danos nas estruturas celulares do cólon, possibilitando a 

peroxidação lipídica, inativação enzimática, alteração do estado redox intracelular e danos ao 

DNA. A peroxidação lipídica é uma reação em cadeia de formação de radicais livres, iniciada 

pelo radical hidroxil, que age sobre a cadeia de ácidos graxos da membrane fosfolipídica, na 

qual o radical hidroxil se transforma em hidroperóxidos de lipídios (Llesuy, 2002). 

As principais metodologias utilizadas para a avaliação da peroxidação lipídica em 

sistemas biológicos medem a formação de produtos gerados durante as diferentes fases deste 

processo. Uma das técnicas mais utilizadas para se avaliar a oxidação de lípideos é o teste 

do malondialdeído (MDA). O MDA é um dialdeído formado como um produto secundário 

durante a oxidação de ácidos graxos poli-insaturados por cisão beta dos AGPI peroxidados, 

principalmente o ácido araquidônico. É volátil, possui baixo peso molecular, tem uma cadeia 

curta e é um ácido moderadamente fraco (pKa =4,46). Em condições apropriadas de 

incubação (meio ácido e aquecimento), reage eficientemente com uma variedade de agentes 

nucleofílicos para produzir cromógenos com alta absortividade molar no espectro visível. O 

aumento dos níveis de malondialdeído indicam que houve aumento nos danos celulares e 

teciduais (Benzie, 1996; Lima e Abdalla, 2001; Sadar et al., 2016). 
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A injúria tóxica causada pelo ácido acético no cólon, é reconhecida por aumentar os 

níveis de lipoperoxidação (Magalhães, 2017; Witaicenis et al. 2014; Harputluoglu et al., 

2006, Kandhare et al., 2012 e Kuznietsova et. al., 2016). Foi observado pelo nosso estudo 

também o aumento dos níveis de malondialdeído no grupo que foi induzida a colite pelo 

ácido acético, indicando que houve um aumento do estresse oxidativo na mucosa colônica e 

o LASSBio-294 apresentou uma ação antioxidante por diminuir os níveis do MDA durante a 

colite induzida por ácido acético. 

As células possuem mecanismos de defesa antioxidades, essenciais para a manutenção 

da integridade e função intestinal, que inibe a produção de radicais livres ou sequestram os 

que já foram produzidos, sendo a glutationa peroxidase (GPx) responsável por neutralizar 

91% do peróxido de hidrogênio em conjunto com um tripeptídeo antioxidante glutationa 

(GSH). O GSH inibe lesões oxidativas e as EROs diretamente através de seu grupo sulfidrila 

e indiretamente como um co-fator ou como uma coenzima no processo de desintoxicação 

enzimática (Sivaprasad et al., 2004). O GSH desempenha um papel importante no transporte 

de aminoácidos e na síntese do DNA (Raygude et al., 2012). A presença de estresse oxidativo 

na mucosa colônica durante o processo inflamatório intestinal leva a depleção nos níveis de 

glutationa. Estudos demonstram o envolvimento direto da GPx com a colite em ratos com 

knockout da GPx, que desenvolveram colite espontaneamente (Pravda, 2005). Também 

diversos estudos demonstram que em animais que são submetidos a colite experimental 

apresentam baixos níveis de glutationa em relação ao grupo controle (Ardite et al., 2000; 

Tahan et al., 2011; Kandhare et al., 2012; Karp e Koch, 2006; Sido et al., 1998).   

Considerando-se que a administração de um bloqueador de radicais sulfidrila em ratos 

promove inflamação colônica (Loguercio et al., 2003) e que a suplementação com GSH 

melhora o dano colônico em colite experimental (Ardite et al., 2000), novos compostos que 

impedem a redução dos níveis deste tripeptídeo caracterizam-se como potenciais no 

tratamento da colite ulcerativa.  

Em nosso estudo, observamos que houve uma diminuíção significativa nos níveis de 

GSH no tecido colônico do grupo que foi induzido a colite com ácido acético quando 

comparado ao grupo que recebeu apenas salina. Já o grupo que foi tratado com o LASSBio-

294 foi capaz de preservar significativamente os níveis de GSH, quando comparado ao grupo 

salina. Significando que o LASSBio-294 atua sobre o sistema antioxidante, ao passo que 

interfere na produção de radicais livres por meio da interrupção da peroxidação lipídica, o que 

demonstra sua capacidade em reduzir a ação inflamatória do ácido acético no colon.  
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O óxido nítrico (NO) é um radical livre gasoso formado da reação catalisada pela 

enzima oxido nítrico sintase (NOS) que converte a L-Arginina e oxigênio molecular (O2), em 

NO e L-Citrulina. No tecido colonico, o NO pode auxiliar na manutenção do suprimento 

sanguíneo da mucosa gastrintestinal durante o período de exposição a um dano na mucosa, o 

que é vital para a recuperação do tecido. Além da melhora no fluxo sanguíneo, as ações 

protetoras do NO podem envolver uma ação microbicida direta, diminuição da aderência de 

leucócitos ao endotélio, inibição da ativação de mastócitos e a produção de citocinas da via 

Th1 (Ribeiro et al, 2016). 

 Apesar do extenso conflito de dados acerca da atividade pró-inflamatória ou anti-

inflamatória do NO, sabe-se que a produção excessiva e prolongada de NO pode ser uma das 

causas da disfunção intestinal comum a DII. Um grande número de evidências revelaram que 

o aumento do estresse oxidativo juntamente com o aumento da atividade da iNOS resulta em 

uma cascata de produção de radicais livres, prejudicando a estrutura e função do tecido 

(Fukumura et al., 2006; Parra et al., 2015).   

Zingarelli, Szabó e Salzman (1999) propuseram que o aumento da produção de NO 

pela enzima iNOS parece ser responsável pelo surgimento de lesões no tecido colônico em 

vários modelos experimentais de colite. Em pacientes com colite ulcerativa, onde a atividade 

da iNOS é elevada, há aumento da concentração de nitrito detectada em lavado retal e em 

amostras de biópsia (Zingarelli, Szabó e Salzman, 1999) (Fillmann et al., 2007).  

Devido ao papel importante desenvolvido pelo óxido nítrico na colite ulcerativa, foi 

avaliado nesse estudo os seus produtos de degradação por meio da técnica de nitrito/nitrato 

(NO2 /NO3) observando um aumento significativo de NO do grupo ácido acético comparado 

ao grupo salina, este dado corrobora com Érces et al., 2012, Blázovics et al., 2004 e Alkim et 

al., 2012. E o grupo tratado com LASSBio-294 apresentou redução na concentração de nitrato 

e nitrito na mucosa intestinal de camundongos com colite induzida por ácido acético. Assim, 

pode-se inferir que esse composto tem ação anti-inflamatória contra a lesão intestinal, 

diminuindo a formação de radicais livres. 

Nas doenças inflamatórias intestinais sabemos que há um rompimento da barreira 

epitelial que aumenta o contato com os produtos bacterianos. Este contato também pode 

estimular as células dendríticas e macrófagos, resultando na produção de citocinas pró-

inflamatórias (IL-1, IL-6 e TNF-α) e quimiocinas. IL-1β e TNF-α são citocinas pró-

inflamatórias potentes que tem múltiplos efeitos, incluindo a ativação de células 

inflamatórias, a indução de diversas proteínas inflamatórias, citotoxicidade, formação de 

edema, e a migração de neutrófilos (Rosenbaum & Boney, 1991). 
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A liberação de citocinas é um constituinte importante da resposta inflamatória 

desencadeada durante a infecção ou danos aos tecidos. No entanto, a superprodução de IL-1β, 

TNF-α e outras citocinas pró-inflamatórias por macrófagos e diversas células imunológicas de 

forma sistêmica pode ser deletéria e associada ao desenvolvimento de distúrbios inflamatórios 

(Tracey, 2002; Coccia, 2012).  

Além disso, a citocina IL-1β aumenta a expressão de moléculas de adesão nos 

leucócitos circulantes e em células endoteliais (Yang, 2014). Na colite ulcerativa a citocina 

pró-inflamatoria IL-1β apresenta sua concentração aumentada (Bamias et al., 2011; 

Magalhães, 2017). Ela está envolvida em fases iniciais da resposta inflamatória, 

desempenhando um importante papel na patogênese da DC, CU e colite infecciosa 

(Bertevello et al., 2005). Sendo atualmente um importante alvo terapêutico para as doenças 

inflamatórias, os medicamentos que consigam inibir a formação excessiva de citocinas pró-

inflamatórias. 

Em nosso estudo com modelo de colite induzida com ácido acético a 6 %, foi capaz de 

estimular um aumento significativo da liberação de citocina IL-1β e TNF-α, quando 

comparado ao grupo que foi administrado salina por via retal. Já o grupo que foi induzido a 

colite e tratado com LASSBio-294 na dose de 1,0mg/kg foi capaz de diminuir 

significativamente a produção dessas citocinas quando comparado ao grupo que foi somente 

induzido a colite por ácido acético.  

Assim, com base nos resultados que sugerem que o efeito anti-inflamatório do 

LASSBio-294 é dependente pelo menos em parte, da inibição da liberação da citocina pró-

inflamatória IL-1β e TNF-α, que funcionam como mediadores responsáveis por muitas 

características da inflamação como o recrutamento de neutrófilos e células mononucleares, 

pela regulação positiva de moléculas de adesão de células endoteliais vasculares, na mucosa 

intestinal (Fiocchi et al, 1989). E com um possível mecanismo que pode envolver a regulação 

negativa da resposta inflamatória através da inibição da síntese e liberação de mediadores pró-

inflamatórios. 
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7 CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados obtidos o composto LASSBio-294 na dosagem de 

1,0mg/kg, foi capaz de reduzir os parâmetros inflamatórios em um modelo experimental de 

colite induzida por ácido acético, como peso úmido e escores macroscópicos nos cólons 

analisados, foi eficaz também na diminuição dos níveis de mieloperoxidade e malondialdeído, 

sugerindo que este composto atua por reduzir a infiltração de neutrófilos para o tecido 

colônico.  

Preservou a concentração dos os níveis de glutationa, possuindo também uma ação 

antioxidante. Observou-se também a redução da produção de radicais livres derivados do 

óxido nítrico durante o tratamento com o LASSBio-294, reduzindo, também, o estresse 

oxidativo nos tecidos tratados e diminuiu a expressão de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e 

TNF-α).  

Concluindo que esse composto possui uma ação protetora intraluminal, por apresentar 

propriedades anti-inflamatória e antioxidante. Porém ressaltamos que precisamos de estudos 

mais aprofundados sobre o efeito e mecânismo de ação do LASSBio-294 na colite e que essa 

medicação possa futuramente ser inserida como tratamento alternativo e com menos efeitos 

colaterais para pacientes portadores de colite ulcerative ou doença de Chron. 
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Anexo 1. Carta de aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA) 

da UFPI.

 


