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A luz poderosa que fora banida ressurge. 
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mas este não é gerado pela força... 
o movimento é natural, surge espontaneamente. 

Por essa razão,  
a transformação do antigo torna-se fácil. 

O velho é descartado,  
e o novo é introduzido. 

Ambas as medidas se harmonizam com o tempo, 
não resultando daí, portanto,nenhum dano.” 

I Ching (retirado de “O ponto de mutação” de Fritjof Capra) 
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Resumo 

As doenças inflamatórias intestinais (DII) compreendem doença de Crohn  e reto-
colite ulcerativa inespecífica, ambas caracterizadas por processo inflamatório crônico 
e descontrolado no intestino mediado por células do sistema imune. DII têm sido 
objeto de extensas pesquisas nos últimos anos; indefinição sobre etiologia e ausência 
de tratamento eficaz os justificam. Nesse cenário, produtos naturais surgem como 
alternativas terapêuticas, uma vez que moléculas com atividade farmacológica 
pronunciada, especialmente compostos fenólicos, têm merecido destaque. Neste 
trabalho foram avaliadas três frações orgânicas (aquosa –  Aq, butanólica – BuOH, e 
acetato de EtOAc) obtidas a partir das cascas de Rhizophora mangle em modelos 
experimentais de colite induzida por dextrana sal sódico (DSS) em camundongos e 
ácido 2,4,6-tri-nitro-benzeno-sulfônico (TNBS) em ratos. BuOH (0.5 e 1.5 mg.Kg-1) e 
EtOAc (1.5 mg.Kg-1) foram efetivas no modelo de colite por DSS, enquanto BuOH 0.5 
mg.K-1 e EtOAc 1.5 mg.Kg-1 mostraram-se eficazes na colite aguda por TNBS. No 
modelo sub-crônico de colite os tratamentos BuOH e EtOAc reduziram novamente os 
danos causados pelo TNBS, embora BuOH tenha se mostrado mais eficiente. A 
avaliação de mediadores envolvidos nesses modelos experimentais mostrou que tanto 
BuOH quanto EtOAc exercem ação sobre a atividade da glutationa peroxidase (GSH-
Px) e mieloperoxidase (MPO) bem como sobre os níveis das citocinas pró-
inflamatórias fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interferon-γ (IFN-γ), interleucinas 

1β, 6 e 12 (IL-1β, IL-6 e IL-12), além de reduzirem a expressão de ciclo-oxigenase-2 

(COX-2) no modelo de DSS. No modelo sub-crônico de colite induzida por TNBS, as 
duas frações atuaram sobre a atividade da GSH-Px e catalase (CAT) e sobre os níveis 
de glutationa (GSH), TNF-α e IL-12; EtOH também reduziu os níveis de IL-6 e levou ao 
aumento de citocina anti-inflamatória interleucina-10 (IL-10), BuOH por sua vez 
mostrou-se eficaz em reduzir o índice de peroxidação lipídica (TBARS) e atividade da 
MPO, atuando também sobre a expressão de ciclo-oxigenase-1 (COX-1). A análise 
fitoquímica revelou presença de procianidinas oligoméricas nas duas frações ativas, 
BuOH e EtOAc, sugerindo que estas substâncias sejam responsáveis pelos efeitos 
produzidos pelos tratamentos experimentais. As frações BuOH e EtOAc apresentaram 
efeitos importantes sobre os componentes imune, inflamatório e oxidante em modelos 
experimentais de colite induzida por TNBS e DSS em doses consideradas baixas para 
uma mistura de substâncias. As procianidinas de R. mangle surgem então como 
alternativa terapêutica interessante sobre as DII. 



xx 
 

Abstract Inflammatory bowel diseases (IBD) comprises Crohn’s disease and ulcerative colitis, 
both are characterized by an immune-mediated chronic inflammatory process in the 
gut. IBD have been studied over the past few years; undefined etiology and the 
absence of effective treatments justify these studies. In this scenario, natural products 
arises as therapeutic alternative, once various studies in animal models have shown 
efficient treatments. Nowadays, molecules with pronounced pharmacological 
activities, especially phenolic compounds, have been highlighted. In this work three 
organic fractions (aqueous – Aq, butanolic – BuOH and ethyl acetate – EtOAc) obtained 
from Rhizophora mangle barks were evaluated in experimental models of dextran 
sodium sulphate (DSS)-induced colitis in mice and 2,4,6-tri-nitro-benzene sulphonic 
acid (TNBS)-induced colitis in rats. BuOH (0.5 and 1.5 mg.Kg-1) and EtOAc (1.5 mg.Kg-

1) were effective in the DSS-induced model, while BuOH (0.5 mg.Kg-1) and EtOAc (1.5 
mg.Kg-1) were also effective in acute TNBS-induced model of colitis, which lead to the 
evaluation of these last ones in sub-chronic TNBS-induced models of colitis. In this 
model, both treatments reduced the injury provoked by the instillation of TNBS, 
although BuOH has shown more efficiency. The evaluation of the mediators involved 
in these experimental models showed that either BuOH as EtOAc act on the 
glutathione peroxidase (GSH-Px) and myeloperoxidase activities as well as on pro-
inflammatory cytokines tumour necrosis factor- (TNF-α), interferon- (IFN-γ) and 

interleukins -1β, 6 and 12 (IL-1, IL-6 and IL-12) levels, and down-regulation of ciclo-

oxygenase-2 (COX-2) expression in the DSS-induced model of colitis. Whereas in the 
sub-chronic TNBS-induced model of colitis, both fractions showed effects on the GSH-
Px and catalase (CAT) activities, and glutathione (GSH), TNF-α and IL-12 levels; EtOAc 
also reduced IL-6 levels and lead to the enhancement of the levels of an anti-
inflammatory cytokine, interlukin-10 (IL-10), on the other hand BuOH showed to be 
efficient  in reducing lipid peroxidation index (TBARS) and MPO activity, acting on the 
upregulation of cyclo-oxygenase-1 (COX-1). Phytochemistry analysis reveals the 
presence of oligomeric procyanidins in both fractions, BuOH and EtOAc, suggesting 
that these substances are responsible for the effects produced by the experimental 
treatments. BuOH and EtOAc fractions presented important effects on the immune, 
inflammatory and oxidant components in the experimental models of TNBS and DSS-
induced colitis using doses, considered, lower for a mixture of substances. The 
procyanidins of R. mangle became an interesting alternative therapeutic for IBD. 
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1 Introdução 

1.1 Aspectos gerais 

O papel do trato gastrintestinal é digerir e absorver nutrientes enquanto 

propulsiona material não digerido e/ou indigesto; paradoxalmente, a ingestão 

alimentar traz uma infinidade de antígenos que deve ser impedida de acessar a 

mucosa. Assim, uma única camada de enterócitos responsáveis pela absorção de 

nutrientes deve também servir como barreira regulatória – a primeira linha de defesa 

para a imunidade inata. Os trilhões de bactérias que habitam o cólon humano são 

benéficos ao seu hospedeiro no lúmen intestinal, auxiliando na digestão, gerando 

butirato e vitamina D, e limitando a colonização de patógenos (Veldhoen & 

Brucklacher-Waldert, 2012).  

No entanto, as bactérias comensais podem ser um grave problema de saúde se 

atingir a circulação. Para tanto, o epitélio que reveste o trato gastrintestinal deve 

detectar e, quando for o caso, responder às bactérias e seus produtos, outros 

patógenos, antígenos de alimentos e medicamentos. No caso da inflamação intestinal, 

agentes patogênicos, bactérias comensais e antígenos representam os gatilhos do 

processo, ao passo que as células epiteliais, células dendríticas e os macrófagos são os 

principais componentes que detectam e respondem na sequência (Bach, 2002; 

Chassaing & Darfeuille-Michaud, 2011). 

 

1.2 Doenças inflamatórias intestinais (DII) 

As doenças inflamatórias intestinais (DII) compreendem dois subfenótipos 

principais, a doença de Crohn (DC) e  a retocolite ulcerativa inespecífica (RCUI); 
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ambas compartilham características epidemiológicas e terapêuticas, bem como 

clínicas, que incluem inflamação crônica da mucosa resultando em diarreia, 

sangramento, dor abdominal, perda de peso e, em crianças, crescimento retardado 

(Cho & Brant, 2011). DC e RCUI são distintas pela distribuição da inflamação intestinal 

(Xavier & Podolsky, 2007) no que se refere à localização (DC pode afetar qualquer 

porção do trato gastrintestinal; RCUI é restrita ao cólon e reto), distribuição das lesões 

(difusas em RCUI e esparsas e descontínuas em DC) e profundidade (restrita à mucosa 

e submucosa em RCUI e transmural em DC).  

 

1.2.1 Epidemiologia 

RCUI e DC são doenças da sociedade moderna e sua frequência em países 

desenvolvidos tem aumentado desde meados do século XX. Quando a DII é 

diagnosticada numa nova população, a RCUI invariavelmente precede DC e tem maior 

incidência, sendo esta de 1,2 a 20,3 casos e sua prevalência é de 7,6 a 246 casos em 

100 mil por ano. Já a DC apresenta incidência de 0,03 a 15,6 casos e prevalência de 3,6 

a 214 casos em 100 mil por ano. Entre as crianças, no entanto, a RCUI é menos 

prevalente do que a DC. Maior incidência e prevalência das DII são vistas nas 

populações do norte Europeu e da América do Norte; em contrapartida, a menor 

ocorre na Ásia continental, onde a RCUI é de longe a forma mais comum encontrada 

(Danese & Fiocchi, 2011).  
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1.2.2 Etiologia 

 A patogênese das DII ainda não está clara, mas se sabe que há uma complexa 

interação entre fatores genéticos, ambientais e imunológicos (Figura 1). Há um grande 

número de evidências de que a origem das DII está associada a uma resposta imune 

inadequada ou exagerada aos constituintes normais da microbiota intestinal em 

indivíduos predispostos geneticamente (Khor et al., 2011). 

 

 

Figura 1 Resumo dos fatores relacionados com a etiologia das DII. 

 

Acredita-se que a perda de tolerância imunológica seja um fator ambiental 

responsável pela resposta inflamatória descontrolada na DII aguda. Assim, tanto a 

resposta imune inata quanto aquela adaptativa são elementos-chave na interação 

entre micro-organismos e hospedeiro (Wirtz & Neurath, 2000).  

Dieta, uso de fármacos, condições sócioeconômicas, tabagismo, e alguns 

agentes patogênicos (por exemplo, Mycobacterium paratuberculosis, vírus do 

sarampo) têm sido implicados no desenvolvimento de inflamação intestinal em 
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coortes de pacientes (Danese et al., 2004; Krishnan & Korzenik, 2002; Lakatos, 2009; 

Maunder, 2005; Regueiro et al., 2005). No entanto, os resultados são controversos, e 

mais pesquisas são necessárias para uma ligação sólida entre qualquer um desses 

fatores e DII (Singh et al., 2009). 

Estudos em modelos animais mostraram que o estresse psicológico pode 

resultar em aumento da permeabilidade epitelial, que é mediada por fatores 

neuronais e imunológicos, e pode aumentar a sensibilidade a estímulos pró-

inflamatórios ou reativar a inflamação (Kiank et al., 2010; Soderholm & Perdue, 2001).  

Neste contexto, muitos, mas não todos os estudos, suportam conceitos de que 

estresse precoce ou trauma podem ser fator predisponente para o desenvolvimento 

ou recidivas de DII (Camara et al., 2009). Mais recentemente, o estresse do retículo 

endoplasmático (resultando em síntese de proteínas deformadas) e o estresse 

metabólico (redução da produção de ATP por enterócitos) têm sido apresentados 

como componentes patogênicos de DII (Kaser & Blumberg, 2010; Kaser et al., 2008). E 

achados ressaltam a complexidade do processo inflamatório intestinal e sua ligação 

com supostos fatores etiológicos; disbiose bacteriana, infecções, medicações 

específicas (por exemplo, drogas anti-inflamatórias não esteroidais – DAINE) e 

isquemia podem induzir estresse metabólico no enterócito (Lewis & McKay, 2009). 

 A saúde depende de uma interação benéfica entre hospedeiro e microbiota 

intestinal. Isto é, certamente, verdade para um intestino saudável, particularmente no 

cólon que abriga o maior e mais diversificado número de microrganismos. O sistema 

imunológico do intestino é geralmente tolerante à carga microbiana; uma quebra na 

tolerância, no entanto, é tida como importante para DII, o que é mais demonstrado em 



5 
 
 

modelos animais do que em pacientes com DC, sem ter associação alguma com RCUI 

(Jostins et al., 2012).  

Tem sido postulado ainda que alterações na composição da microbiota 

intestinal, defeitos de imunidade das mucosas ou os dois fatores combinados, podem 

levar a RCUI; no entanto, as evidências também são escassas. Uma questão 

fundamental é a caracterização da microbiota intestinal normal e no intestino de 

pacientes portadores de DII, a qual aguarda respostas do Projeto Microbioma 

Humano, que visa definir a composição da microbiota intestinal, em condições de 

saúde e doença (Danese & Fiocchi, 2011). 

Há consenso de que a densidade bacteriana é maior em pacientes com RCUI ou 

DC do que em indivíduos saudáveis, mas as alterações específicas das DII não são 

claras. O fato da antibiótico-terapia não ter efeito clínico na RCUI, reforça, de modo 

contrário o papel das bactérias na DII. No entanto, anticorpos séricos antibacterianos 

estão presentes em pacientes com RCUI, mas são muito mais comuns e encontram-se 

em níveis mais elevados em pacientes com DC (Morgan et al., 2012). 

Predisposição genética é fator importante na etiologia das DII e histórico 

familiar associado às DII é encontrado em até 20% dos pacientes. A descoberta de que 

variantes de NOD2 (domínio intracelular de oligomerização de nucleotídeos-2) estão 

associados com a suscetibilidade à DC abriu uma nova era na pesquisa da base 

genética das DII. Estudos recentes sugeriram que as influências genéticas 

desempenham papel mais importante na DC do que na RCUI (Cho & Abraham, 2007).  

Entre doenças complexas, estudos de associação genômica têm sido bem 

sucedidos para as DII, identificando 99 loci de risco não sobrepostos, incluindo 28 
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compartilhados entre a DC e RCUI. Os genes implicados no surgimento de DII no início 

da infância e da fase adulta são os mesmos, sugerindo contribuição semelhante das 

predisposições genéticas e vias fisiopatológicas. Somando-se à complexidade na 

compreensão dos mecanismos da doença, um alelo suscetível muitas vezes requer 

outros sinais genéticos e não genéticos para a doença se manifestar (Khor et al., 

2011).  

Ambiente e estilo de vida comum em países desenvolvidos também estão 

ligados ao aparecimento de DII; tabagismo, dietas ricas em gordura e açúcar, o uso de 

medicamentos, estresse e alto nível socioeconômico parecem estar associados às DII, 

assim como à apendicectomia. Remoção de um apêndice inflamado está associada à 

diminuição na incidência de RCUI, apesar de ter efeito limitado em pacientes com 

apendicite aguda antes dos 20 anos de idade; uma meta-análise mostrou que a 

apendicectomia reduziu o risco de desenvolvimento de RCUI em 69% (Ordas et al., 

2012). 

Outra meta-análise mostrou que fumar protege contra a RCUI em comparação 

com não-fumantes. Doentes com RCUI que fumam tendem a ter um curso de doença 

mais leve do que os não-fumantes; a atividade da doença é maior naqueles que param 

de fumar (Mahid et al., 2006). Por outro lado, fumar parece exacerbar a DC, sugerindo 

que o tabagismo prejudica a autofagia envolvida com a DC (Lunney & Leong, 2012).  

Existem poucas evidências epidemiológicas para estabelecer uma associação 

entre o uso de DAINE não-seletivos e aparecimento ou recidiva de DII (Takeuchi et al., 

2006); já o uso de contraceptivos orais está moderadamente associado ao início da 

doença (Cornish et al., 2008), enquanto o aleitamento materno é protetor contra o 
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as espécies reativas de oxigênio (ERO), lipídios e seus metabólitos, citocinas, 

quimiocinas e proteases. DII não estão restritas à resposta primária das células 

epiteliais, mas sim a uma complexa interação entre vários tipos celulares sendo a 

maioria proveniente do sistema imune (Schrenk, 2009). 

DII são caracterizadas pela infiltração de células da imunidade inata 

(neutrófilos, macrófagos, células dendríticas e natural killer - NK) e adaptativa (células 

B e T) na lâmina própria; números aumentados e ativação destas células na mucosa 

intestinal elevam os níveis locais de fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e várias 

interleucinas (IL) pro-infamatórias, como IL-1β, IL-6 e IL-12, IL-23 (Sanchez-Munoz et 

al., 2008). Em indivíduos saudáveis, esta resposta inflamatória encontra-se sob 

controle de citocinas imunomoduladoras, consideradas anti-inflamatórias (IL-4, IL-10, 

IL-11) de forma que estas citocinas estão em equilíbrio com seus equivalentes anti-

inflamatórios. Alterações neste equilíbrio conduzem a dano no tecido, como 

consequência de uma inflamação grave, com manifestações clínicas da enfermidade 

(Ardizzone & Bianchi Porro, 2002). As citocinas são mediadores fundamentais da 

interação entre as células imunes ativadas e não-imunes, incluindo células epiteliais e 

mesenquimais (Andoh et al., 2008).  

Citocinas afetam as funções imunológicas, além do paradigma clássico de 

células T auxiliares Th1/Th2, onde Th1 indica resposta predominantemente mediada 

pela produção de interferon-γ (IFN-γ) na DC, enquanto na Th2 aponta exagerada na 

RCUI mediada por aumento na produção de IL-13 (Scaldaferri & Fiocchi, 2007). Assim, 

(1) as respostas  Th1 e Th2 na DC e RUCI,  na verdade, podem ser secundárias a 

defeitos da resposta imune inata; (2) a disfunção de células T reguladoras pode 
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ainda bem conhecida, existe uma parte importante desta população de células T que 

expressa receptores de IL-23 (Peyrin-Biroulet et al., 2008). IL-23, secretada por 

células apresentadoras de antígeno, é também citocina central envolvida com 

diferenciação e função das células Th17. A interação IL-23-Th17 medeia defesas 

microbianas e inflamação intestinal (McGeachy & Cua, 2007).  

IL-12 e IL-23 são potentes ativadoras de células Th1 e Th17, respectivamente; 

ambas são compostas de uma subunidade p40; em consequência anti-p40 pode ter 

potencial terapêutico na inibição da ativação de Th1 por IL-12 e de Th17 por IL-23 nas 

DII (Brand, 2009). 

 

1.2.4 Terapêutica das DII 

O tratamento deve começar pelo diagnóstico preciso, o que não é tarefa fácil. 

Somente o conjunto de resultados compreendido por história clínica, anamnese, 

achados endoscópicos, radiológicos e histológicos, bem como exames laboratoriais 

definem com precisão tal diagnóstico. O conjunto permite ainda distinguir a DC da 

RCUI; no entanto, em aproximadamente 10% dos pacientes, pelo menos inicialmente, 

isto não é possível (Xavier & Podolsky, 2007).  

Alguns dos objetivos específicos da farmacoterapia das DII incluem o controle 

da exacerbação aguda, manutenção da remissão e tratamento das complicações 

específicas tais como formação de fístulas. Drogas específicas podem ser mais bem 

adaptadas a um ou mais destes objetivos (Timmer et al., 2012).  

Corticosteróides, aminosalicilatos (5-ASA) e agentes imunossupressores, tais 

como azatioprina e metotrexato, são rotineiramente empregados no tratamento das 
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A terapia com azatioprina, um agente imunossupressor, mostrou-se mais eficaz 

na manutenção da remissão da DC. Azatioprina ou 6-mercaptopurina podem ser 

eficazes como terapia para manutenção de pacientes em que mesalazina ou 

sulfassalazina falhou; naqueles pacientes que não toleram essas drogas que 

necessitam repetidas administrações de esteroides, azatioprina também tem sido 

usada. Todavia, agentes imunossupressores como a azatioprina, requerem várias 

semanas de uso para atingir o seu efeito terapêutico, o que significa papel limitado no 

quadro agudo (Timmer et al., 2012).  

Há evidências que sugerem que o metotrexato, um agente imunossupressor 

administrado por via intramuscular, é benéfico na indução da remissão de DC e eficaz 

na retirada completa de esteróides nestes pacientes. No entanto, o tratamento com 

essa droga por via oral não apresenta diferenças com placebo (McDonald et al., 2012). 

Parece razoável concluir que, na era da terapia biológica, o metotrexato desempenha 

papel limitado no tratamento de longo prazo das DII (Gonzalez-Lama et al., 2012). 

Outro imunossupressor usado na clínica médica é a ciclosporina; no entanto uma 

meta-análise recente mostrou que são poucas as evidências de benefícios associados 

ao seu uso,  assim como do tacrolimo (Khan et al., 2011).  

A terapêutica das DII avançou consideravelmente na última década, com a 

introdução de terapias biológicas que podem direcionar-se especificamente às etapas 

da cascata imunológica. A entrega da droga para o local apropriado ao longo do trato 

gastrintestinal também tem sido um grande desafio, e uma segunda geração de 

agentes têm sido desenvolvidos no sentido de melhorar a entrega da droga, 

aumentando eficácia e reduzindo efeitos colaterais (Pithadia & Jain, 2011). 
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Dentre essas terapias, destaca-se o infliximab, um anticorpo monoclonal 

quimérico contra TNF-α, cujo uso em pacientes com DC (Nakamura et al., 2008) e 

RCUI  (Rutgeerts et al., 2005) já foi aprovado por órgãos competentes (por exemplo, o 

Food and Drug Administration – FDA). Desde que o infliximab foi introduzido na 

prática clínica, essa droga ganhou importância no tratamento das DII. As indicações 

para seu uso incluem DC fistulante e luminal (em adultos e crianças), RCUI recorrente 

e manifestações extra-intestinais. Nos últimos anos, anticorpos anti-TNF-α totalmente 

humanos (adalimumab e certolizumab pegol) entraram na prática clínica e ampliaram 

opções terapêuticas para pacientes com DII. Outro agente biológico recentemente 

introduzido na terapêutica, o natalizumab, um anticorpo imunoglobulina G4 (IgG4) 

monoclonal humanizado contra integrina α4 que inibe a adesão e migração de 

leucócitos para o tecido inflamado (Ahluwalia, 2012; Eksteen et al., 2008). Os 

inibidores da fosfodiesterase tiazolo (PDE4I) como rolipram, OPC-6535, mesopram, 

roflumilaste e tetomilast têm mostrado efeitos benéficos em colite experimental 

(Ichikawa et al., 2008). Outros alvos biológicos estão resumidos na Tabela 1, abaixo.  

Tabela 1 Agentes biológicos imunomoduladores no tratamento das DII. 
Alvos 
moleculares 

Anticorpo Via de 
administração 

DII Aprovação 
pela FDA 

Referência 

CD3 Visilizumab IV RCUI - (Baumgart et al., 2010; 
Plevy et al., 2007) 

CD40 Ch5D12 IV DC - (Kasran et al., 2005) 
CD25 Daclizumab IV RCUI - (Van Assche et al., 2006) 
IL-6R Tocilizumab 

(MRA) 
IV DC - (Ito et al., 2004) 

p40 IL-
12/IL-23 

Briakinumab e 
Ustekinumab 

IV ou SC DC - (Sandborn et al., 2008; 
Toedter et al., 2009) 

Integrina 
α4 

Natalizumab IV DC + (Ghosh et al., 2003; 
Sandborn et al., 2005) 

Integrina 
α4β7 

MLN-02 IV RCUI - (Feagan et al., 2005) 

Abreviações: IV – intra-venoso; SC – sub-cutâneo. Adaptado de (Ahluwalia, 2012). 
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No Japão, terapias alternativas como a citoferese extracorpórea (CAP) têm sido 

adotadas na clínica desde 2009. A técnica tem como objetivo a diminuir populações de 

células inflamatórias na circulação extracorpórea, utilizando uma coluna com esferas 

de acetato de celulose que adsorvem granulócitos e monócitos/macrófagos sem 

linfócitos (granulocitoferese – GMA) (Sakuraba et al., 2009). Outra técnica é o uso de 

uma coluna, para remoção de leucócitos, que retém e remove a maioria dos 

granulócitos, macrófagos e linfócitos assim como plaquetas (leucocitoferese – LCAP) 

(Fukunaga & Matsumoto, 2012). Um estudo realizado nos Estados Unidos da América 

mostrou que a GMA não é eficaz para RCUI (Sands et al., 2008), entretanto, esse dado 

pode ser explicado pelo número de sessões adotados no mesmo (até 10). Assim, 

considerando as práticas adotadas no Japão, a CAP mostrou-se como interessante 

alternativa terapêutica para RCUI e DC (Fukunaga & Matsumoto, 2012). 

Um último foco, mas não menos relevante, tem sido a terapia com microbiota 

fecal (FMT) envolvendo transplante de bactérias intestinais de uma pessoa saudável 

para uma pessoa com DII. Estudos recentes ajudaram a identificar os mecanismos 

pelos quais organismos comensais previnem a inflamação (Reading & Kasper, 2011). 

Estes estudos destacam o potencial terapêutico da reposição de espécies de 

Bacteroidetes e Firmicutes em DII (Damman et al., 2012; Round et al., 2011). 

 

1.2.5 Antioxidantes 

Além de vias pró-inflamatórias, espécies reativas de oxigênio (ERO) também 

estão envolvidas na polarização e função de células T regulatórias (Kraaij et al., 2010). 
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1.3 Plantas medicinais 

Na atualidade, plantas medicinais continuam recebendo atenção como 

alternativa às drogas sintéticas, com cerca de 80% da população mundial dependendo 

de plantas para cuidados primários de saúde, de acordo com estimativa da OMS (Fang 

et al., 2005). A dependência passada e presente de plantas como fonte de 

medicamentos impulssiona os estudos etnofarmacológicos visando aproximar 

eficácia, segurança e descoberta de novas drogas (Ningthoujam et al., 2012). 

 A pesquisa com plantas medicinais envolve critérios adequados na seleção de 

espécies para investigação farmacológica. A escolha de uma planta com base em seu 

uso na terapêutica tradicional (etnofarmacologia) aumentaria a possibilidade de 

descobrir novos compostos; porém, quando a seleção baseia-se nos constituintes 

químicos encontrados num dado gênero ou família (quimiossistemática) é também 

atrativa pela mesma razão (Gurib-Fakim, 2006). 

 A fitoterapia inclui práticas e terapias muito utilizadas fora da medicina 

ocidental convencional. No entanto, há evidências controladas limitadas que indicam a 

eficácia de tratamentos utilizados na medicina tradicional chinesa, como o gel de Aloe 

vera, suco de gérmen de trigo, Boswellia serrata e colostro bovino no tratamento da 

DII. Os benefícios potenciais da fitoterapia começam por alta aceitação pelos 

pacientes, eficácia, relativa segurança e baixo custo. Pacientes, em todo o mundo, 

parecem ter adotado plantas medicinais como forma importante de tratamento. 

Plantas medicinais têm sido testadas em centenas de estudos clínicos para o 

tratamento das DII. As evidências sobre as plantas medicinais são incompletas, 

complexas e, algumas vezes, confusas, além de estarem associadas a riscos e 
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benefícios. Assim estudos clínicos controlados sobre eficácia das plantas medicinais 

no tratamento das DII, juntamente com melhorias na respectiva legislação, tenderiam 

a maximizar qualidade e segurança dos fitomedicamentos (Ke et al., 2012). 

 

1.3.1 Polifenóis 

Dentre os diversos compostos químicos presentes nas plantas medicinais 

encontram-se os polifenóis. Historicamente, a importância dos taninos está ligada às 

suas propriedades de transformar a pele animal em couro, ou tanar, através de 

ligações entre as fibras de colágeno e esses compostos. Taninos são substâncias 

fenólicas solúveis em água com massa molecular de até 3000 Dalton, as quais 

apresentam habilidade de formar complexos insolúveis em água com alcalóides, 

gelatina e outras proteínas. A complexação entre taninos e proteínas é a base para 

suas propriedades como fatores de controle de insetos, fungos e bactérias tanto 

quanto para suas atividades farmacológicas (Quideau et al., 2011). 

 As atividades farmacológicas dos taninos são (ao menos em parte) atribuídas a 

três características gerais comuns: i) complexação com íons metálicos (ferro, 

manganês, vanádio, cobre, alumínio, cálcio, dentre outros); ii) atividade antioxidante e 

sequestradora de radicais livres; iii) habilidade de complexar-se com macromoléculas 

tais como proteínas e polissacarídeos. Foi sugerido que os possíveis modos de ação 

dos taninos no tratamento de doenças estejam intimamente ligados a essas três 

propriedades (Haslam, 1996). 

 Com diferentes estruturas químicas, taninos ocorrem em todo o planeta nas 

plantas medicinais e alimentares; apresentam diversas atividades biológicas e 
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farmacológicas, as quais são, muitas vezes, específicas para determinadas estruturas, 

além de significativas para a saúde humana (Okuda, 2005).  

 

1.3.2 Rhizophora mangle 

Espécies do gênero Rhizophora são conhecidas pelas várias propriedades 

medicinais de seus taninos; por exemplo, R. apiculata (Rahim et al., 2008; Vijayavel et 

al., 2006) e R. stylosa (Li et al., 2007; Takara et al., 2008) possuem atividade 

antioxidante e sequestradora de radicais livres. R. mangle (Figura 2) é conhecida 

popularmente como “Mangue-Vermelho”, “Candapuva”, “Guaraparaíba”, “Mangue Garobeira”, “Mangue de Espeto”, “Mangue de Pendão”, “Mangue Preto”, “Mangue Sapateiro”, “Paxiubarana” e “Mangue Verdadeiro”, principalmente no nordeste do 

Brasil. Também tem denominação popular como “Mangle Rojo” e “Mangle Colorado” 

Figura 2 R. mangle em manguezal de Santos/SP; cascas secas; cascas secas moídas. 
(Fotos por Felipe Meira de Faria). 
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no idioma espanhol e “Red Mangrove” no inglês. A espécie é encontrada em todo 

litoral do Brasil e de outros países como México e África do Sul, nas Antilhas e Ilhas do 

Pacífico (países caribenhos); possui importância econômica como fornecedora de 

taninos (que compreendem 15 a 36% da massa seca) extraídos das cascas sendo a 

planta um dos mais importantes adstringentes de uso industrial (Sousa et al., 2003). 

A espécie é utilizada na medicina popular de países caribenhos; suas cascas 

têm sido utilizadas como adstringente, antisséptico, hemostático, além de apresentar 

propriedades antifúngica e antiulcerogênica (de-Faria et al., 2012a). Alguns trabalhos, 

relatam propriedades medicinais de R. mangle, tais como antioxidante (Berenguer et 

al., 2006), antibacteriana (Melchor et al., 2001), antiulcerogênica (Perera et al., 2001), 

cicatrizante (de Armas et al., 2005),  anti-inflamatória (Marrero et al., 2006) e anti-

diabética (Alarcon-Aguilara et al., 1998). Recentemente nosso grupo de pesquisa 

determinou mecanismos de ação envolvidos nas atividades antioxidante (de-Faria et 

al., 2012b) e antiulcerogênica (de-Faria et al., 2012a) de R. mangle, além de ter 

verificado sua eficácia na colite experimental (de Faria et al., 2012). 
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3 Materiais e métodos 

3.1 Obtenção e preparação do material vegetal 

3.1.1 Coleta do material vegetal 

A coleta do material biológico foi realizada na área continental do sistema 

estuarino de Santos/SP (coordenadas UTM 365.000 E, 367.000 E, 7.353.000 N, e 

7.355.500 N), aproveitando-se de uma supressão de vegetação autorizada pelo IBAMA 

(autorização número: 116/2006) e realizada pela EMBRAPORT, sob os cuidados do 

taxonomista vegetal Msc. Paulo de Salles Penteado Sampaio, responsável também pela 

identificação da espécie.  

 

3.1.2 Preparação dos extratos e frações vegetais 

As cascas de R. mangle foram secas em estufa a 40°C durante sete dias e moídas 

em moinho de facas. A extração foi realizada utilizando acetona:água (7:3, v:v) pelo 

método de maceração por setes dias. O extrato acetona:água de R. mangle foi 

submetido à partição líquido-líquido com solventes de polaridade crescente, obtendo 

assim frações semi-purificadas. Aproximadamente 20 g do extrato foram dissolvidos 

em 150 mL de água em funil de separação; 50 mL de acetato de etila foram 

adicionados ao funil de separação e particionados por três vezes. Em seguida, a fase 

aquosa foi particionada também com 50 mL de n-butanol (por 3 vezes), conforme 

resumido na Figura 3. 
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3.2 Análise fitoquímica 

3.2.1 Preparo das amostras para ESIMS/MS 

O extrato e as frações foram pesados em balança (Marte®, AL 200) com 

capacidade para 200g e precisão de 0,001 g, e produzidos na proporção de 10% (m/v). Para cada extrato filtrado, 500 μL foram diluídos com MeOH para volume final 

de 1 mL e a solução filtrada em membrana de politetrafluoretileno (PTFE) com poro 

de 0,45 µm. A solução final foi introduzida diretamente na fonte de ESI usando seringa de vidro impulsionada por sistema de bombeamento em fluxo de 10 μL.min-1. 

 

3.2.2 FIA-ESI-IT-MS  

Os espectros de massas foram obtidos em espectrômetro de massas LCQ Fleet 

da Thermo Analítica, equipado com um dispositivo de inserção direta da amostra via 

Figura 3 Diagrama da metodologia empregada para extração e fracionamento das 
cascas de R. mangle. 
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análise por injeção em fluxo contínuo (FIA). A amostra foi analisada no modo de 

ionização por electrospray (ESI) e as fragmentações em múltiplos estágios (MS2, MS3) 

realizadas em uma interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para 

geração e análise dos espectros de massas em primeira-ordem (MS), bem como para 

os demais experimentos em múltiplos estágios (MSn), sob as seguintes condições: 

voltagem do capilar –4 V, voltagem do spray –5 kV, temperatura do capilar 280 °C, gás 

de arraste (N2) fluxo 60 (unidades arbitrárias). A faixa de aquisição foi m/z 50-1200, 

com dois ou mais eventos de varredura realizados simultaneamente no espectrômetro 

de massas LCQ. O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) do espectro 

de massas para adquirir os dados dos íons na faixa m/z estabelecida. Os demais 

eventos foram experimentos MSn realizados a partir dos dados da primeira varredura 

para íons precursores pré-selecionados, com energia de colisão entre 25 e 30% da 

energia total do instrumento. O software Xcalibur versão 1.0 (Thermo Scientific®) foi 

utilizado durante a aquisição e processamento dos dados espectrométricos. 

 

3.3 Drogas e reagentes 

Todas as drogas e tratamentos foram preparadas imediatamente antes de 

serem administrados aos animais, sempre em dose-volume de 10 mL.Kg-1. Para 

indução da inflamação intestinal em ratos foi utilizada uma solução a 30% de ácido 

2,4,6-tri-nitro-benzeno sulfônico (TNBS) (Sigma-Aldrich) em etanol (Merck) a 50%. 

Na indução da inflamação intestinal em camundongos foi utilizada uma solução a 3% 

de dextrana sal sódico (DSS) (MP Biomedicals) em água potável e filtrada; também foi 
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utilizada solução a 0,9% de NaCl (Synth, Diadema) para diluição e tratamento dos 

grupos experimentais. 

 

3.4 Animais de experimentação 

Foram utilizados ratos machos HanUnib:WH (180 – 250 g) e camundongos 

machos Unib:SW (30 – 40 g), provenientes do Centro Multidisciplinar para 

Investigação Biológica (CEMIB-UNICAMP), aclimatados às condições do biotério por 

pelo menos sete dias antes da manipulação experimental, com temperatura (23 ± 2° 

C) e ciclos claro/ escuro (12 h/12h) controlados. Os animais foram alimentados com 

ração nuvital (Nuvilab) e água ad libitum. A manipulação dos animais ocorreu em 

conformidade com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e os procedimentos experimentais adotados neste trabalho foram aprovados 

pela Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da 

UNICAMP, sob o  número de protocolo 1919-1. 

 

3.5 Ensaios in vivo 

3.5.1 Colite aguda induzida por DSS em camundongos 

Os camundongos Unib-SW (30 – 40 g) foram distribuídos ao acaso nos grupos 

experimentais (n=8): normal (salina), colítico (DSS, controle), Aq (0,5, 1,5 e 3,0 mg), Et 

(0,5, 1,5 e 3,0 mg) e Bu (0,5, 1,5 e 3,0 mg). O modelo consiste na administração de DSS 

(dissolvido na água para beber) aos animais por 7 dias (Wirtz et al., 2007) 

concomitante aos tratamentos experimentais; no 8° dia de experimento, os animais 
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são mortos e os colóns removidos para tomada de tamanho e peso, sendo em seguida 

armazenados para avaliações posteriores. 

A avaliação dos danos no modelo experimental, bem como dos efeitos dos 

tratamentos nesse modelo se dá por meio de critérios estabelecidos em pontuação 

(Tabela 2), denominados índice de atividade da doença (DAI), pela relação 

peso/comprimento (mg/cm) do cólon dos animais e pela avaliação microscópica, que 

também obedece a critérios preconizados em Tabela de pontuação de danos teciduais 

(Tabela 3). 

 

Tabela 2 DAI, critérios para pontuação de parâmetros de avaliação dos danos 
causados ao cólon pela administração de DSS. 

Score Perda de peso (%) Consistência das fezes Sangue nas fezes 

0 0 Normal Ausente 
1 1 – 5   
2 5 – 10 Perda de consistência Sangue oculto* 
3 10 – 20   
4 >20 Diarréia Sangramento 
(Bailon et al., 2008; Vicario et al., 2005).  

*O sangue oculto é verificado adicionando uma solução corante em papel reativo, 
onde a coloração azulada indica a presença de sangue. 
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Tabela 3 Critérios de pontuação para avaliação de cortes histológicos do cólon de 
animais submetidos à colite induzida por DSS. 

Epitélio da mucosa 
  Ulceração: (0) ausente; (1) leve; (2) moderada; (3) extensa/profunda 
Criptas 
  Atividade mitótica: (0) porção inferior; (1) porção média baixa; (2)                    
porção média alta; (3) porção superior 
Lâmina própria 
Infiltrado mononuclear: (0) ausente; (1) leve; (2) moderado; (3) severo 
Infiltrado granulócito: (0) ausente; (1) leve; (2) moderado; (3) severo 
Vascularição: (0) ausente; (1) leve; (2) moderado; (3) severa 
Deposição de fibrina: (0) ausente; (1) leve; (2) moderado; (3) severa 
Submucosa 
  Infiltrado mononuclear: (0) ausente; (1) leve; (2) moderado; (3) severo 
  Infiltrado granulócito: (0) ausente; (1) leve; (2) moderado; (3) severo 
  Edema: (0) ausente; (1) leve; (2) moderado; (3) severo 

Pontuação máxima – 27. (Bailon et al., 2008).  

 

3.5.2 Colite aguda induzida por TNBS em ratos 

Neste modelo foram avaliadas as frações que apresentaram resposta no 

modelo de colite aguda induzida por DSS, ou seja, as frações BuOH e EtOAc. Ratos 

permaneceram 24 horas de jejum e, sob anestesia com halotano, receberam 10 mg de 

TNBS dissolvidos em  0,25 mL de  etanol 50% (v/v) por meio de uma cânula de teflon 

inserida 8 cm através do ânus (Morris et al., 1989). Durante e após a administração do 

TNBS, os ratos permaneceram de cabeça para baixo até a recuperação da anestesia. Os 

ratos foram separados em oito grupos, sendo dois controles, não-colítico n=8) e 

colítico (n=8) e os tratamentos (n=8) BuOH 0,5, 1,5 e 3,0 mg.Kg-1 e EtOAc 0,5, 1,5 e 3,0 

mg.Kg-1. Ratos do grupo normal receberam intracolicamente 0,25 mL de solução 

salina. Os animais receberam seus respectivos tratamentos 24, 48 e 72h após a 

indução da inflamação intestinal. Todos os animais tiveram parâmetros 
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comportamentais, peso corpóreo e consistência das fezes verificados diariamente; 

sendo mortos 96h após a indução da colite. 

 

3.5.3 Colite sub-crônica induzida por TNBS em ratos 

No modelo sub-crônico foram avaliadas as doses efetivas no modelo agudo de 

colite induzida por TNBS. Ratos foram separados em quatro grupos, sendo dois 

controles, normal n=6) e colítico (n=12) e os tratamentos (n=12) BuOH 0.5 mg.Kg-1 e 

EtOAc 1.5 mg.Kg-1 por 3 semanas. Duas semanas após iniciar os tratamentos, os ratos 

permaneceram 24 horas de jejum e sob anestesia com halotano, receberam 10 mg de 

TNBS dissolvidos em  0,25 mL de  etanol 50% (v/v) por meio de uma cânula de teflon 

inserida 8 cm através do ânus (Morris et al., 1989). Durante e após a administração do 

TNBS, os ratos permaneceram de cabeça para baixo até a recuperação da anestesia. 

Ratos do grupo normal receberam por via retal 0,25 mL de solução salina. Todos os 

animais tiveram parâmetros comportamentais, peso corpóreo e consistência das fezes 

verificados diariamente e foram sacrificados uma semana após indução da colite. 

A avaliação dos danos causados pela administração de TNBS encontra-se 

resumida na Tabela 4, segundo critérios estabelecidos na literatura (Bobin-Dubigeon 

et al., 2001). 
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Tabela 4 Critérios para avaliação das lesões do cólon de ratos submetidos ao modelo 
de inflamação intestinal induzido por TNBS. 

Score Critérios 

Ulceração  
0 Cólon 
1 Hiperemia localizada sem úlceras 
2 Ulceração sem hiperemia nem espessamento da parede intestinal 
3 Ulceração com ponto de inflamação 
4 Dois ou mais locais com ulceração e inflamação 
5 Zonas grandes de dano tecidual, inflamação e ulceração com 

extensão > 1 cm. 
6-10 Zonas grandes de dano tecidual com extensão > 2 cm, somando 

um ponto (até 10) a cada cm adicional 
Adesão*  
0 Sem adesão 
1 Pouca adesão 
2 Muita adesão 
Diarreia  
0 Ausência 
1 Presença 
*Adesão indica perfuração do intestino. 

 

3.6 Ensaios ex vivo para avaliação da atividade antioxidante 

Para análise dos mecanismos antioxidantes, segmentos do intestino dos 

animais submetidos à colite foram homogeneizados em tampão fosfato 0,1 M (pH = 

7,4) adicionado de coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich® P8340)a 10%, em 

seguida as amostras foram congeladas a -70°C até a realização dos ensaios 

bioquímicos. A atividade enzimática foi espectrofotometricamente determinada e os 

resultados expressos em nmol/min/mg de proteína ou U/mg de proteína. A 

concentração de proteínas foi determinada de acordo com o método de Bradford 

(Bradford, 1976), utilizando albumina bovina como padrão. 
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3.6.1 Níveis de glutationa (GSH) 

As amostras foram centrifugadas (12000 G, a 4°C, por 15 minutos) e o 

sobrenadante diluído (1:10) em tampão fosfato de sódio (0,1 M, pH=7,4). Em seguida, 

foi feita a  leitura da absorbância de 100 µL da amostra, acrescidos de 100 µL de  

solução de Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02 mM), a 412 nm (A1). Após esta leitura 

adicionou-se 20 µL de ácido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzóico) diluído em metanol (DTNB  –  0,01 mM) e então foi feita  uma  nova  leitura  (A2), a  412 nm,  após  15  min  de  

reação. A concentração de GSH foi calculada por interpolação na curva padrão obtida 

com GSH e os resultados foram expressos como µmol de GSH/mg de proteína 

(Anderson, 1985). 

 

3.6.2 Atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px) 

Às amostras intestinais foram adicionados 25 mM de H2O2, 10 mM de 

glutationa reduzida, 0,8 mM de NADPH e 1 U de enzima glutationa redutase em PBS 

(0,1 M), pH 7,4. A absorbância foi lida em espectrofotômetro a 365 nm, dentro de 0 a 

10 minutos (Yoshikawa et al., 1993). Os resultados foram expressos em nmol/min por 

mg de proteína.   

 

3.6.3 Atividade da catalase (CAT) 

As amostras foram diluídas na proporção de 1:200 em tampão fosfato (50 mM, 

pH 7,0)e Triton X-100 (9:1), em seguida centrifugadas (7000 G, a 4°C, por 25 

minutos); e à 200 µL do homogenato foram adicionados 100 µL de H2O2 30 mM 

(30%). A absorbância foi medida em leitor de ELISA, microplaca de 96 poços, com 
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comprimento de onda de 240 nm em intervalos de 30 segundos por 2 minutos (Aebi, 

1984). 

 

3.6.4 Peroxidação lipídica (TBARS) 

O homogenato do intestino foi diluído em KCl 0,15 M (relação 1:10). Em 

seguida, a 0,5 mL deste homogenato foram adicionados 0,2 mL de dodecil sulfato de 

sódio (8.1%), 1,5 mL de ácido acético (20%, solução ajustada com NaOH a pH 3,5), 1,5 

mL de ácido tiobarbitúrico (0,8% p/v) e  0,3 mL de água destilada. Todas as amostras 

foram deixadas em banho-maria, com termostato ajustado para 95°C, por 1 hora. Após 

este período, as amostras foram resfriadas e acrescidas de 1 mL de água destilada e 5 

mL da mistura n-butanol + piridina (15:1, v/v), agitadas por 1 min em vórtex e 

centrifugadas a 1400 G, por 10 minutos. A absorbância da capa orgânica foi 

determinada a 532 nm. Como padrão foi utilizado tetraetoxipropano (TEPP), diluído 

em etanol. Os resultados foram expressos como µmol de substâncias que reagem com 

o ácido tiobarbitúrico (TBARS) por mg de proteínas (µmol TBARS/mg de proteínas) 

(Ohkawa et al., 1979). 

 

3.7 Ensaios ex vivo para avaliação da atividade anti-inflamatória 

Para avaliação dos mediadores anti-inflamatórios, pedaços de intestino dos 

animais submetidos à colite foram homogeneizados em 2 ml de tampão fosfato 0,1 M 

(pH 7,4) e as amostras congeladas a -70°C até a realização dos ensaios bioquímicos e 

moleculares. A concentração de proteínas foi determinada de acordo com o método 

descrito por Bradford (1976), utilizando albumina bovina como curva padrão. Para os 
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ensaios em ELISA, seguiu-se o protocolo preconizado nos kits de imuno-ensaio para 

citocinas R&D Systems® e Bioeleven®. Nos ensaios de western blotting utilizou-se a 

concentração proteica, determinada com o método de Bradford para normalizar a 

quantidade de proteína (70 µg) aplicada nos pocinhos do gel. 

 

3.7.1 Atividade da mieloperoxidase (MPO) 

As amostras foram homogeneizadas em brometo de hexadeciltrimetilamônio 

(HTAB) a 0,5% (p/v) em tampão fosfato salina (50 mM, pH 6,0) com diluição final de 

1:20 (p/v), até que obtivessem aspecto uniforme. O HTAB atua como detergente 

facilitando a liberação da enzima MPO dos grânulos de azurófilos dos neutrófilos, 

onde se encontra armazenada. O homogenato foi submetido a banho ultrassônico por 

10 segundos, seguido de triplo processo de congelamento e descongelamento, que 

facilita a ruptura das estruturas celulares e, em consequência, a liberação da enzima. A 

amostra foi centrifugada a 7000 G, durante 10 minutos a 4°C. O próximo passo foi a 

determinação da atividade da MPO seguindo a cinética da reação na presença de H2O2. 

Numa placa de ELISA, foram colocados 50 μL do sobrenadante e 150 μL de reativo de 
coloração composto por cloridrato de o-dianisidina (0,167 mg/mL) e peróxido de 

hidrogênio (0,066%), em tampão fosfato (50mM, pH 6,0); a absorbância foi 

determinada a 450 nm. A atividade da enzima foi calculada por interpolação em curva 

padrão, realizada com MPO procedente de neutrófilos humanos. Uma unidade de MPO 

é definida como a quantidade necessária para degradar 1 mmol/minuto de peróxido 

de hidrogênio 25°C. Os resultados foram expressos como U/g de proteína (Krawisz et 

al., 1984). 
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3.7.2 Expressão de COX-1 e COX-2 

Alíquotas (70 μg) de proteínas coradas em tampão de Laemmli (tampão fosfato 

0,5 M, pH 6,8; Glicerol 25%; SDS 0,5%; azul de bromofenol 0,01% e β-mercapoetanol 

5%) foram aplicadas em gel de poliacrilamida 8% (SDS-PAGE) e submetidos à 

eletroforese, com solução tampão adequado (Trisma base 25 mM, glicina 1,92 mM, 

SDS 1%). O SDS-PAGE foi submetido a uma corrente de 80 V até que as amostras 

tivessem percorrido todo  gel. A seguir, as proteínas separadas no SDS-PAGE foram 

transferidas para uma membrana de nitrocelulose, em equipamento de 

eletrotransferência, com as membranas embebidas em solução tampão de 

transferência (Trizma base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%), mantidas em 

voltagem constante de 350 mV, por 2 horas, em geladeira. Após a transferência das 

proteínas, as membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau a 3% para 

verificar a eficiência da transferência e documentar (fotodocumentador Syngen®) as 

bandas de proteínas a serem utilizadas como controle interno (amostras de colite 

induzida por TNBS com tratamento sub-crônico) da expressão de cada proteína alvo 

(Romero-Calvo et al., 2010). 

As membranas de nitrocelulose contendo as proteínas transferidas foram 

incubadas em solução bloqueadora (tampão PBS 0,05 M, pH 7.7, Tween 20 a 0.05%, 

leite em pó desnatado a 5%) por uma  hora, a fim de diminuir a ligação inespecífica de 

proteínas. Em seguida, as membranas foram submetidas a lavagens (tampão PBS 0,05 

M, pH 7.4 Tween 20 a 0.05%), em intervalos de 10 minutos. A membrana foi incubada 

a 4°C, durante uma noite, usando anticorpos específicos contra β-actina (Sigma-

Aldrich®, A1978), usada como controle interno das amostras do modelo de colite 
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aguda induzida por DSS, COX-1 (1:1000, código 160109) e COX-2 (1:500, código 

M160160) (Cayman Chemical®, USA). Na manhã seguinte, a membrana de 

nitrocelulose foi lavada em tampão básico por 40 minutos e, em seguida, incubada à 

temperatura ambiente, por 2h, com anticorpo secundário anti-mouse (código 62-

6520, Zymed®, Carlsbad, CA, USA) e anti-rabbit (código 61950, Invitrogen® 

Corporation, Carlsbad, CA, USA). Em seguida, as membranas foram novamente 

submetidas a lavagens com PBS para então serem incubadas durante 5 minutos com 

Super Signal Blot, após esse período, as membranas foram colocadas em 

fotodocumentador G-BOX, Syngene® para detecção das bandas fluorescentes e 

posterior análise densiométrica com auxílio do software GeneSys®. 

 

3.7.3 Níveis de TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-12 e IL-10 

Os níveis cólicos de IL-1β (rat – DY501 R&D®, mouse – 432606 BioLegend®), 

IL-6 (rat – DY506 R&D®, mouse – 431306 BioLegend®), IL-12 p70 (mouse – DY419 

R&D®, mouse – 433606 BioLegend®), IFN-γ (mouse – 430806, Biolegend®), TNF-α 
(rat – DY510 R&D®, mouse – 430906 BioLegend®) e IL-10 (rat – DY522 R&D®) foram 

determinadas através de kits de enzimo-imunoensaio. O princípio do 

desenvolvimento da técnica é baseado na reação do tipo antígeno-anticorpo. 

Inicialmente foram preparados todos os reagentes e cada poço foi incubado com 100 

µL de anticorpo de captura, em temperatura ambiente, overnight. Após esse período, 

foram pipetados 300 µL do diluente, um reagente composto de uma proteína básica 

com função preservativa da reação, por 1 hora. Em seguida, foram adicionados 100 µL 

das amostras e da curva-padrão, ficando as mesmas incubadas por 2 horas. Em 
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seguida, todos os poços foram incubados por 2 horas com o anticorpo de detecção 

para que a interleucina presente nas amostras pudesse se ligar ao anticorpo durante 

esse período. Após incubação de 2 horas, todos os poços foram lavados e aspirados 4 

vezes, a fim de remover qualquer substância não ligada que pudesse interferir na 

reação, pipetando-se em cada um deles 100 µL de estreptavidina-HRP e deixando 

incubado por 20 minutos. O próximo passo consistiu na adição de 200 µL de uma 

solução substrato, previamente com mistura de dois reagentes, responsável pelo 

desenvolvimento da coloração da reação. Após período de incubação de 20 minutos, 

protegido da luz, cada um dos poços recebeu 50 µL da solução stop (ácido sulfúrico 2 

N). Durante esse período ocorre desenvolvimento de uma coloração na mesma 

proporção e intensidade das concentrações de interleucinas que reagem na fase inicial 

do processo bioquímico. O desenvolvimento da cor é uniformemente interrompido 

pela solução stop. A leitura da absorbância foi realizada em ELISA Apollo LB 912 

(Berthold Technologies GmBH & Co, Bad Wildbad, Germany), a 450 nm com correção 

para 540 nm. 

 

3.8 Preparo do material histológico 

O cólon dos animais foi removido, lavado e embebido em formol 4%; 24 horas 

depois o material foi embebido em álcool 70% para armazenagem. A preparação do 

material para histologia procedeu às sucessivas lavagens de 30 minutos em etanol em 

concentrações crescentes (70%, 80%, 90%, 100% I, 100% II e 100% III). Foram 

preparados materiais histológicos em histo-resina e paraplast. Para histo-resina: o 

material foi colocado em solução etanol 100% : historresina pura (1:1) por uma noite 
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em agitação constante, após esse processo o material ficou novamente em solução por 

um noite, porém em histo-resina pura. No dia seguinte o material foi incluído em 

histo-resina com agente endurecedor em formas de silicone que foram acomodadas 

em estufa a 60ºC durante 24 horas. O material foi cortado (3µm) utilizando-se um 

micrótomo (Leica Microsystems Heildelberg Germany); foram obtidos cortes 

transversais e longitudinais dos grupos experimentais e as lâminas foram coradas 

com hematoxilina e floxina (HF) seguindo a metodologia empregada (Consonni et al., 

2012) no Laboratório de Citologia do Depto de Embriologia e Histologia do Instituto 

de Biologia da UNICAMP, sob supervisão do Prof. Dr. Paulo Pinto Joazeiro. A análise 

histopatológica realizada nas lâminas obtidas neste processo foram realizadas em 

duplo cego pelos Mestres Ricardo José Dunder e Silvio Roberto Consonni. Lâminas 

histológicas em paraplast foram preparadas nos Laboratórios de Histologia do Depto 

de Morfologia, IBB UNESP/Botucatu sob orientação da Profª Drª Claudia Helena 

Pellizzon. Os blocos de paraplast foram cortados (7µm) em micrótomo, de maneira 

seriada. As amostras foram submetidas à coloração por hematoxilina-eosina (HE) 

para observação geral da estrutura e celularidade em microscopia de luz. 

 

3.9 Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (d.p.), submetidos 

à análise de variância de uma via (ANOVA) seguidos de teste a posteriori de Dunnett, 

com *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001.   
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4 Resultados 

4.1 Análise fitoquímica 

Figura 4 Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan de: A) 
extrato acetona:água (7:3,v/v) ; B) fração aquosa; C) fração butanólica; D) fração 
acetato de etila de das cascas de R. mangle.  Para condições espectrométricas, 
ver: 3.2 Análise fitoquímica. 
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Averiguação dos espectros de massas em full-scan (Figura 4) revelou a 

presença de várias substâncias, as quais são representadas pelos íons precursores das 

moléculas desprotonadas [M-H]- para o extrato e as frações de R. mangle. Todos os 

fingerprints da Figura 4(A-D) apresentaram íons menos intensos de m/z 885, 723. 

Com exceção da fração aquosa (Figura 4B), os demais  fingerprints ESI-MS 

apresentaram íons característicos em m/z  597, 471 (maior intensidade). Numa 

primeira classe de metabólitos secundários, o íon precursor de catequina ou 

[epi]catequina  formada pela ligação interflavonoídica entre unidades da catequina de 

m/z 577 (dímero), [M-H]- (Figura 5), foi encontrado no espectro de massas em full-

scan da Figura 4A.  

 

 

Figura 5 Estruturas do monômero  (m/z 289) e do dímero da catequina ou
[epi]catequina (m/z 577). 
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Fragmentação MS/MS do íon precursor de m/z 1173 (Figura 4A) produziu o 

pico base de m/z 885; esse íon foi gerado pela eliminação de uma unidade da [epi] 

catequina [M-288-H]- (Figura 6) da unidade da [epi] catequina deste trímero (Figura 

7). A fragmentação de terceira-ordem (MS3) do íon produto em m/z 733 refere-se à 

perda de uma unidade galoil (Figura 6) [M-288-152-H]-. Outra proposta consistente 

foi usada para explicar a presença do íon produto de m/z 587, gerado pelo mecanismo 

de  fragmentação, quinona metídeo (QM), ocorrida no anel D da unidade superior com 

perda do resíduo 1,3,5-triidroxibenzeno glucosilado e na seqüência, eliminação do  

fragmento  resultante da RDA (Retro-Diels-Alder) no anel C da unidade central [M-

288-152-H]-. No mecanismo de fragmentação envolvendo a clivagem QM, a localização 

do açúcar na unidade superior da molécula desprotonada foi postulada com base na 

clivagem da ligação interflavonoídica entre o anel C da unidade superior e o anel D da 

unidade central (Figura 8). A evidência de que o açúcar se encontra na unidade 

Figura 6 Espectro de massas de segunda-ordem do íon precursor de m/z 885, 
obtido em modo negativo com energia de colisão de 20%. Para condições 
espectrométricas ver item 3.2 Análise fitoquímica. 
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superior do trímero é fornecida pelo íon de m/z 885. Esse íon é o resultado da 

eliminação da unidade inferior de catequina (anéis G-I), com consequente formação 

de um fragmento cuja unidade superior é uma catequina diglucosilada (anéis A,B,C) e 

a unidade inferior contém um sistema QM (anéis D,E,F). Tal fragmento não é possível 

de ser formado se o açúcar estiver na unidade inferior do trímero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 Estrutura proposta para o íon precursor de m/z 1173. 
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As proantocianidinas constituídas exclusivamente de unidades equivalentes de 

[epi]catequinas e que apresentam uma ligação interflavonoídica são denominadas de 

Figura 8 Proposta  de fragmentação de uma possível proantocianidina trimérica 
identificada no extrato das cascas de R. mangle. Os principais mecanismos de 
fragmentação envolvidos são: RDA (Retro-Diels-Alder), e QM (Quinona Metídeo). 
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procianidinas do tipo-B. Assim, os íons precursores de m/z 577, m/z 885, m/z 1173, 

são indicativos de procianidinas do tipo-B  (Rodrigues et al., 2007).  Porém, como 

ocorre em todas as técnicas de MS, nenhuma diferenciação entre estereoisômeros foi 

realizada, bem como nenhuma informação sobre a posição e estereoquímica da 

ligação interflavonoídica. 

Outro derivado da catequina contendo duas hexoses foi identificado  em m/z 

597. O espectro MS2 evidenciou a perda de 146 u.m.a. (unidade de massa arbitrária) 

provavelmente devido a perda de uma raminose terminal, fornecendo o íon produto 

em m/z  451 (Figura 9), estrutura proposta na Figura 10.  

 
Figura 9 Espectro de massas de segunda-ordem do íon precursor de m/z 597, obtido 
em modo negativo com energia de colisão de 20%. Para condições espectrométricas 
ver item 3.2 Análise fitoquímica. 
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Figura 10 Estrutura proposta para o íon precursor de m/z 597. 
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4.2 Colite aguda induzida por DSS em camundongos 

As Figuras de 11 a 17 e Tabelas de 5 a 7 reúnem os resultados obtidos no 

modelo experimental de colite aguda induzida por DSS em camundongos. Este modelo 

serviu à avaliação de um processo inflamatório intestinal limitado à mucosa cólica, o 

qual está bastante relacionado à colite ulcerativa humana (a RCUI). Um dos 

parâmetros na avaliação da colite induzida por DSS é o comprimento dos intestinos 

(ceco e cólon); este é o indicativo primário da atividade da doença  e cada imagem é 

representativa dos valores médios obtidos para aquele grupo experimental (Figura 

11). Nota-se que os intestinos dos tratamentos com BuOH e EtOAc apresentam 

tamanho médio acima de 10 cm, enquanto aqueles animais colíticos mostram redução 

no comprimento intestinal (aproximadamente 7 cm) quando comparados ao intestino 

de animais não-colíticos – grupo normal (12 cm em média). 
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Figura 11 Intestino de cada grupo experimental do modelo de colite induzida por 

DSS. 

 

Na Figura 12 observa-se que a integridade da organização da mucosa intestinal 

(A e B) é claramente perdida após os danos causados pelo DSS à mucosa intestinal (C e 

D), destacando-se perda das células caliciformes, criptas e epitélio de revestimento, 

além de presença de ulcerações e grande infiltrado inflamatório. 
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e E mostram as túnicas mucosa, submucosa, muscular e serosa em aumento de 100x; 
Figuras B, D e F mostram detalhes da túnica mucosa no em aumento de 200x. 

 

A eficácia dos tratamentos experimentais no modelo de DSS pode ser 

mensurada através de índices de pontuação de danos teciduais macroscópicos e 

microscópicos, além da relação peso/comprimento do intestino; o que está expresso 

na Tabela 5. 

Tabela 5 Efeito dos tratamentos Aq, BuOH e EtOAc nas doses de 0.5, 1.5 e 3.0 mg.Kg-1 
em camundongos submetidos ao modelo de colite aguda induzida pela administração 
de DSS. 

Grupos 
Peso/comprimento 
(mg/cm) 

Score dos danos 
teciduais 

Índice de 
atividade da 
doença (DAI) 

Normal 32.96 ± 1.75* 3.25 ± 0.25*** 0.00 ± 0.00** 
Colítico 43.33 ± 2.60 25,50 ± 0.86 2.83 ± 0.84 
Aq 0.5 mg 39.50 ± 7.50 9.00 ± 0.70*** 2.62 ± 1.11 
Aq 1.5 mg 37.14 ± 4.34 19.75 ± 2.25 3.22 ± 0.50 
Aq 3.0 mg 39.25 ± 5.72 13.00 ± 1.47*** 3.17 ± 1.17 
BuOH 0.5 mg 33.10 ± 6.30* 8.75 ± 0.94*** 0.85 ± 1.35* 
BuOH 1.5 mg 34.25 ± 7.04* 3.50 ± 0.64*** 0.67 ± 1.12** 
BuOH 3.0 mg 35.99 ± 4.41 11.00 ± 0.12*** 1.87 ± 1.70 
EtOAc 0.5 mg 39.69 ± 7.68 19.25 ± 2.01 1.04 ± 1.38* 
EtOAc 1.5 mg 33.39 ± 2.48* 14.50 ± 1.84** 0.75 ± 1.36** 
EtOAc 3.0 mg 35.81 ± 6.48 23.25 ± 1.88 2.58 ± 1.29 

Dados expressos como média ± d.p. (n = 8), ANOVA seguida de teste a posteriori de t 
de Dunnett, *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 quando comparados com o grupo colítico 
(DSS). 

 

Os parâmetros acima descritos foram considerados para validar a eficácia ou 

não de cada um dos tratamentos. Neste modelo, a BuOH nas doses de 0.5 e 1.5 mg e a 

EtOAc 1.5 mg demonstraram redução significativa nos três parâmetros verificados. 

Estes dados foram os que determinaram que só os tratamentos significativos seriam 

utilizados nos ensaios ex vivo de determinação de atividades antioxidante e anti-
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inflamatória. A Figura 16, a seguir, mostra a evolução ponderal dos animais ao longo 

do protocolo experimental.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Foi possível verificar que os grupos tratados com BuOH e EtOAc nas doses 

consideradas efetivas, apresentaram aumento ou manutenção do peso corporal ao 

Figura 16 Evolução ponderal dos camundongos submetidos ao modelo de colite 
aguda induzida pela administração de DSS e tratados com Aq, BuOH e EtOAc (0.5, 
1.5, 3.0 mg.Kg-1). 
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final do experimento. É característica da colite induzida por DSS a perda de peso dos 

animais devido à diarreia.  

A avaliação dos tratamentos no modelo de DSS encontram-se na Tabela 6, onde 

estão expressos os níveis de GSH, além da atividade das enzimas GSH-Px e MPO. 

Tabela 6 Efeito dos tratamentos BuOH e EtOAc sobre os níveis cólicos de GSH e 
atividade das enzimas GSH-Px e MPO na mucosa cólica de camundongos submetidos 
ao modelo agudo de colite induzida pela administração de DSS. 

Dados expressos como média ± d.p. (n = 8), ANOVA seguida de teste a posteriori de t 
de Dunnett, *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 quando comparados com o grupo colítico 
(DSS). 

Verificou-se que os tratamentos mantiveram a atividade da GSH-Px mais 

próxima daqueles valores considerados normais, ao passo que a inflamação do cólon 

reduziu sua atividade. No entanto, apenas BuOH 1.5 mg manteve os níveis de GSH, de 

modo estatisticamente significativo idênticos aos níveis dos animais não colíticos 

(normal). A atividade da MPO foi reduzida apenas nos grupos tratados com BuOH 0.5 

mg e EtOAc 1.5 mg. MPO está bastante aumentada (mais que o triplo da atividade 

encontrada em animais não colíticos) na colite induzida por DSS. 

 

Grupos GSH 
(µmol/mg de proteína) 

GSH-Px 
(nmol/min/mg de proteína) 

MPO 
(U/mg de proteína) 

Normal 5.23 ± 0.16* 53.98 ± 1.99*** 0.035 ± 0.003** 
Colítico  4.09 ± 0.19 26.29 ± 2.28 0.116 ± 0.024 
BuOH 0.5 mg.Kg-1 4.50 ± 0.22 40.96 ± 4.78** 0.0418 ± 0.006* 
BuOH 1.5 mg.Kg-1 5.23 ± 0.35* 39.77 ± 2.45* 0.0675 ± 0.024 
EtOAc 1.5 mg.Kg-1 4.97 ± 0.22 52 87 ± 0.71*** 0.043 ± 0.002* 
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Animais com inflamação intestinal induzida por DSS, apresentam os níveis de citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IFN-γ, 

IL-12, IL-1 e IL-6 batante aumentados em relação aqueles não colíticos. Esses dados, além daqueles obtidos com as frações de 

R. mangle encontram-se na Tabela 7. 

 

Tabela 7 Efeito dos tratamentos BuOH e EtOAc sobre os níveis de TNF-α, IFN-γ, IL-12, IL-1β e IL-6 na mucosa cólica de 
camundongos submetidos ao modelo agudo de colite induzida pela administração de DSS. 

Grupos TNF-α 
(pg/mg de proteína) 

IFN-γ 
(pg/mg de proteína) 

IL-12 
(pg/mg de proteína) 

IL-1β 
(pg/mg de proteína) 

IL-6 
(pg/mg de proteína) 

Normal 4.63 ± 0.38*** 17.47 ± 2.43*** 2.69 ± 0.36*** 7.31 ± 0.39*** 2.57 ± 0.25*** 
Colítico  13.12 ± 2.17 115.00 ± 7.67 16.95 ± 4.01 12.57 ± 0.63 69.62 ± 17.33 
BuOH 0.5 mg.Kg-1 7.62 ± 0.97* 55.53 ± 8.93*** 5.05 ± 2.10** 8.25 ± 0.76** 32.22 ± 7.04* 
BuOH 1.5 mg.Kg-1 7.87 ± 1.12* 59.41 ± 6.79*** 6.55 ± 1.99* 8.20 ± 0.48** 32.91 ± 6.04* 
EtOAc 1.5 mg.Kg-1 6.63 ± 0.86** 59.39 ± 6.89*** 5.64 ± 1.78** 9.36 ± 1.22* 17.13 ± 6.51** 

Dados expressos como média ± d.p. (n = 8), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett, *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 
quando comparados com o grupo colítico (DSS). 

  

A avaliação dos níveis cólicos de citocinas pró-inflamatórias mostrou que todos tratamentos levaram à redução dos 

mesmos, embora em alguns casos, a redução não tenha sido exatamente para os valores obtidos no grupo não colítico, como 

são os casos de IFN-γ e IL-6. 
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A Figura 17 mostra que a expressão de COX-2 foi reduzida pelos tratamentos 

experimentais aplicados a animais submetidos à inflamação cólica por DSS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As isoenzimas COX-1 e COX-2 são importantes mediadores envolvidos na 

inflamação. Não houve diferença significativamente estatística para o aumento da 

expressão de COX-1 observado no grupo colítico. COX-2 mostrou-se bastante 

aumentada nesses animais. 

  

 

 

 

 

Figura 17 Efeito da administração oral de BuOH (0.5 e 1.5 mg) e EtOAc (1.5mg) por 7 dias 
sobre a expressão de COX-1 e COX-2 na mucosa cólica de camundongos submetidos ao modelo 
experimental de colite aguda induzida pela administração de DSS. Dados expressos como 
média ± d.p. (n = 5), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett, *p<0.05 e ***p<0.001 
quando comparados com o grupo colítico (DSS). 
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A Tabela 8 resume os resultados obtidos no modelo agudo de colite induzida 

por DSS. 

 

Tabela 8 Resumo dos efeitos dos tratamentos experimentais sobre os itens medidos 
no modelo de colite aguda induzida por DSS em camundongos. 

Modelo 
experimental 

Medida 
Tratamentos experimentais 

BuOH EtOAc Aq 
0.5 1.5 3.0 0.5 1.5 3.0 0.5 1.5 3.0 

DSS 

Score X X X 0 X 0 X 0 X 
DAI X X 0 X X 0 0 0 0 

mg/cm X X 0 0 X 0 0 0 0 
GSH 0 X - - 0 - - - - 

GSH-Px X X - - X - - - - 
MPO X 0 - - X - - - - 

TNF-α X X - - X - - - - 
IFN-γ X X - - X - - - - 
IL-12 X X - - X - - - - 
IL-1β X X - - X - - - - 
IL-6 X X - - X - - - - 

COX-1 0 0 - - 0 - - - - 
COX-2 X X - - X - - - - “X” – tem efeito; “0” – não tem efeito e “-“ – não foi avaliado. 
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Apesar dos danos causados pelo TNBS à mucosa cólica, nota-se que na 

Figura19A BuOH, na dose de 0.5 mg, reduziu os danos, especialmente sobre a mucosa, 

ao passo que o infiltrado inflamatório ainda pode ser visto. Com doses de 1.5 e 3.0 mg, 

houve reorganização das camadas superficiais dos intestinos, mesmo erodidos e com 

infiltrado neutrofílico intenso. No entanto, os parâmetros danos não se mostraram 

estatisticamente significativos. A Figura 20 mostra os dados histológicos na colite 

induzida agudamente por TNBS de animais tratados com EtOAc de R. mangle. 
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modificaram estes parâmetros, porém, só a dose de 1.5 mg de EtOAc produziu 

resultados estatisticamente significantes, como pode ser melhor evidenciado na 

Tabela 8. 

 As Tabelas 9 e 10, apresentadas a seguir, mostram os resultados de danos ao 

tecido e  de atividade enzimática, respectivamente, obtidos no modelo de colite aguda 

induzida por  TNBS em ratos cujos parâmetros macroscópicos foram avaliados 

durante o protocolo experimental e ao fim dele. 

Tabela 9 Avaliação macroscópica dos danos causados pela administração intra-retal 
de TNBS em modelo experimental de colite aguda. 

 
Grupos 

 
Score 

 
Adesão 

(0-2) 

 
Diarréia 

(0-1) 

Cólon 
peso/comprimento 

(g/cm) 
Salina 0*** 0** 0** 0.10 ± 0.0005*** 
Colítico 9,00 ± 0.8944 1.42 ± 0.78 1.00 ± 0 0.18 ± 0.0301 
Bu 0.5 mg.Kg-1 5.87 ± 2.4160** 0.42 ± 0.53* 0.42 ± 0.53 0.15 ± 0.0124* 
Bu 1.5 mg.Kg-1 7.44 ± 1.1300 0.57 ± 0.53 0.57 ± 0.53 0.17 ± 0.0195 
Bu 3.0 mg.Kg-1 7.50 ± 2.2680 0.71 ± 0.75 0.71 ± 0.48 0.16 ± 0.0247 
Et 0.5 mg.Kg-1 7.11 ± 0.9280 0.57 ± 0.78 0.57 ± 0.53 0.16 ± 0.0138 
Et 1.5 mg.Kg-1 6.11 ± 1.4530** 0.42 ± 0.53* 0.42 ± 0.53 0.15 ± 0.0318* 
Et 3.0 mg.Kg-1 6.55 ± 0.7265* 0.57 ± 0.78 0.57 ± 0.53 0.16 ± 0.0150 
Dados expressos como média ± d.p. (n = 8), ANOVA seguida de teste a posteriori de 
Dunnett, *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 quando comparados com o grupo colítico 
(TNBS). 

 Os dados, assim expressos mostram que houve redução significativa dos danos 

à mucosa cólica pelo TNBS somente nos grupos tratados com as frações BuOH (0.5) e 

EtOAc (1.5 mg). Embora a dose de 3.0 mg de EtOAc tenha reduzido, 

significativamente, o score de lesões, o mesmo não ocorreu com os demais parâmetros 

avaliados.  

 A Tabela 10, a seguir, resume os efeitos sobre enzimas antioxidante e anti-

inflamatória das frações BuOH e EtOAc na mucosa cólica de ratos submetidos ao 

modelo de colite aguda induzida pela administração de TNBS.  
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Tabela 10 Efeito dos tratamentos BuOH e EtOAc sobre os níveis de GSH e atividade 
das enzimas GSH-Px e MPO na mucosa cólica de ratos submetidos ao modelo agudo de 
colite induzida pela administração TNBS. 

Dados expressos como média ± d.p. (n = 8), ANOVA seguida de teste a posteriori de 
Dunnett, *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 quando comparados com o grupo colítico 
(TNBS). 

  

Um avaliação da atividade enzimática da GSH-Px e MPO, mostrou que tanto 

BuOH, na dose de 0.5 mg, quanto a EtOAc, na dose de 1.5 mg, foram capazes de reduzir 

a atividade da MPO; no entanto, apenas BuOH evitou a redução na atividade da GSH-

Px, enquanto nenhum dos tratamentos foi eficaz em manter os níveis de GSH.  

A Tabela 11 resume os resultados encontrados no modelo agudo de colite 

induzida por TNBS em ratos. 

 

Tabela 11 Resumo dos efeitos dos tratamentos experimentais sobre os itens medidos 
no modelo de colite aguda induzida por TNBS em ratos. 

Modelo Medida 
Tratamentos 

BuOH EtOAc 
0.5 1.5 3.0 0.5 1.5 3.0 

TNBS agudo 

Score X 0 0 0 X X 
g/cm X 0 0 0 X 0 

Adesão X 0 0 0 X 0 
Diarreia 0 0 0 0 0 0 

GSH 0 - - - 0 - 
GSH-Px X - - - 0 - 

MPO X - - - X - “X” – tem efeito; “0” – não tem efeito e “-“ – não foi avaliado. 

Grupos GSH 
(µmol/mg de proteína) 

GSH-Px 
(nmol/min/mg de proteína) 

MPO 
(U/mg de proteína) 

Salina 8.42 ± 0.16* 8.42 ± 0.25*** 0.138 ± 0.005*** 
Colítico 6.59 ± 0.32 3.06 ± 0.27 0.229 ± 0.014 
BuOH 0.5 mg.Kg-1 8.00 ± 0.50 4.90 ± 0.44* 0.190 ± 0.006* 
EtOAc 1.5 mg.Kg-1 7.96 ± 0.45 4.61 ± 0.32 0.166 ± 0.011** 
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4.4 Colite induzida por TNBS com tratamento sub-crônico em ratos 

O modelo de colite crônica induzida por TNBS tem por objetivo avaliar se o 

tratamento preventivo pode atenuar a injúria provocada pela administração do TNBS 

aos ratos. As frações BuOH e EtOAc, testadas nas doses de 0.5 mg e 1.5 mg, 

respectivamente, demonstraram eficácia tanto no modelo agudo de colite induzida 

por TNBS quanto no modelo de colite induzida por DSS. Assim, foram testadas 

também nessas doses na colite crônica. Os resultados obtidos estão representados 

pela Figura 21, 22 e 23. 

 
Figura 21 Evolução ponderal dos ratos submetidos ao modelo de colite crônica 
induzida pela administração de TNBS e tratados com BuOH 0.5mg.Kg-1 e EtOAc 
1.5mg.Kg-1. 
 

 A Figura 21 mostra a evolução do peso dos animais ao longo do protocolo 

experimental; após o período de jejum e indução da colite os animais apresentam 
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grande perda de peso, sendo este processo revertido com o retorno da alimentação. 

Nos animais não colíticos, o ganho é visivelmente maior que naqueles que recebem os 

tratamentos experimentais, ou seja, os grupos colíticos demonstram dificuldade em 

recuperar peso em função do processo inflamatório instalado no cólon; porém, nota-

se ganho de peso nos grupos BuOH e EtOAc em relação aos animais do grupo colítico 

(não-tratados). 

 Na Figura 22, estão resumidos os resultados histológicos obtidos na ausência e 

presença dos tratamentos com as frações BuOH e EtOAc no cólon de animais 

submetidos ao modelo de colite induzida por TNBS com tratamento sub-crônico.  

Figura 22 Fotomicrografias em corte longitudinal de intestinos de ratos submetidos 
ao modelo de colite induzida por TNBS com tratamento sub-crônico, mostrando 
grupos (A) normal, (B) colítico, (C) BuOH e (D) EtOAc. Imagens mostram as túnicas 
mucosa, submucosa, muscular e serosa. 
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Uma observação da Figura 22 permite verificar que BuOH (Figura 22C) reduziu 

o infiltrado inflamatório, bem como manteve parte da mucosa íntegra ou pouco lesada 

numa comparação com o grupo colítico (Figura 22B, não-tratados). Na mucosa 

bastante organizada dos animais tratados com EtOAc apenas a extenção da lesão 

mostrou-se estatisticamente significante (Tabela 12). 

As Tabelas 11 a 14 mostram os resultados obtidos com o tratamento sub-

crônico preventivo de frações de R. mangle (BuOH e EtOAc, nas doses de 0.5 e 1.5 mg, 

respectivamente) na colite induzida por TNBS em ratos.  

 A Tabela 12, a seguir, mostra os parâmetros de danos à mucosa cólica avaliados 

neste protocolo experimental. 

Tabela 12 Avaliação dos danos causados pela administração intra-retal de TNBS em 
ratos tratados por 21 dias com BuOH 0.5 mg.Kg-1 e EtOAc 1.5mg.Kg-1. 

Grupos Score 
(0-10) 

Lesão 
(cm) 

Peso/comprimento 
(mg/cm) 

Adesão 
(0-2) 

Diarreia 
(0-1) 

Normal 0*** 0*** 91,6 ± 2,5*** 0*** 0*** 
Colítico 9,2 ±0,6 5,5 ± 0,8 225,6 ± 56,7 1,5 ± 0,5 1,0 ± 0,0 
BuOH 0.5mg.Kg-1 8,1 ± 0,8* 4,3 ± 0,8* 217,8 ± 18,0 0,4 ± 0,6** 0,7 ± 0,4 
EtOAc 1.5mg.Kg-1 8,3 ± 1,0 4,4 ± 1,3* 227,3 ± 40,2 1,0 ± 0,7 0,7 ± 0,4 

Dados expressos como média ± d.p. (n = 6 a 12), ANOVA seguida de teste a posteriori 
de Dunnett, *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 quando comparados com o grupo colítico 
(TNBS). 

 

Ambas as frações, BuOH e EtOAc, foram eficientes em reduzir as lesões 

inflamatórias causadas pelo TNBS, mas somente BuOH reduziu o “score” e a adesão 

advindos da inflamação. Nenhum dos tratamentos e reduziu a relação 

peso/comprimento do cólon e a diarreia produzida por esse tipo de agressão à 

mucosa cólica. 
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A Tabela 13, apresentada a seguir, resume os resultados obtidos com os 

tratamentos BuOH e EtOAc sobre os níveis de GSH e atividade das enzimas GSH-Px, e 

CAT no modelo estudado. 

 

Tabela 13 Efeito dos tratamentos BuOH e EtOAc sobre os níveis de GSH e atividade 
das enzimas GSH-Px e CAT na mucosa cólica de ratos submetidos ao modelo de colite 
induzida por TNBS com tratamento sub-crônico. 

Grupos GSH 
(µmol/mg de proteína) 

GSH-Px 
(nmol/min/mg de proteína) 

CAT 
(U/mg de proteina) 

Normal 8,320 ± 1,720** 11,070 ± 0,638* 17,510 ± 3,198** 
Colítico 1,028 ± 1,026 4,472 ± 0,409 1,459 ± 1,082 
BuOH 0.5mg.Kg-1 6,548 ± 0,935* 11,620 ± 0,869** 15,910 ± 2,409** 
EtOAc 1.5mg.Kg-1 6,706 ± 1,969* 14,850 ± 1,573*** 15,660 ± 3,380** 

Dados expressos como média ± d.p. (n = 6 a 12), ANOVA seguida de teste a posteriori 
de Dunnett, *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 quando comparados com o grupo colítico 
(TNBS). 

 

 Tanto BuOH quanto EtOAc preveniram a queda dos níveis de GSH e da 

atividade das enzimas GSH-Px e CAT (Tabela 13), o que significa importante atividade 

antioxidante dessas duas frações.  
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Na Tabela 14 estão apresentados os resultados de agentes importantes no 

processo inflamatório induzido por TNBS em animais tratados e não tratados 

cronicamente com as frações de R. mangle.  

 

Tabela 14 Efeito dos tratamentos BuOH e EtOAc sobre os níveis de TBARS e atividade 
da MPO na mucosa cólica de ratos submetidos ao modelo de colite induzida por TNBS 
com tratamento sub-crônico. 

Grupos MPO 
(U/mg de proteína) 

TBARS 
(µmol/mg de proteína) 

Normal 0,642 ± 0,061** 4,294 ± 0,707** 
Colítico 2,891 ± 0,740 5,737 ± 0,139 
BuOH 0.5mg.Kg-1 0,896 ± 0,102** 4,171 ± 0,106*** 
EtOAc 1.5mg.Kg-1 2,264 ± 0,429 7,218 ± 0,776 

Dados expressos como média ± d.p. (n = 6 a 12), ANOVA seguida de teste a posteriori 
de Dunnett, **p<0.01 e ***p<0.001 quando comparados com o grupo colítico (TNBS). 

 

Tanto MPO quanto TBARS aumentaram na indução de colite por TNBS com 

tratamento sub-crônico. Os resultados mostraram, no entanto, que apenas BuOH 

reduziu os níveis de peroxidação lipídica (TBARS) e a atividade da MPO na mucosa 

cólica das ratos submetidos a este modelo colite. 
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A Tabela 15 mostra uma avaliação feita sobre os níveis de importantes 

citocinas envolvidas no processo inflamatório após indução de colite por TNBS em 

ratos na ausência e presença dos tratamentos crônicos com as frações BuOH e EtOAc. 

 

Tabela 15 Efeito dos tratamentos BuOH e EtOAc sobre os níveis de TNF-α, Il-6, IL-12 
e IL-10 na mucosa cólica de ratos submetidos ao modelo de colite induzida pela por de 
TNBS com tratamento sub-crônico. 

Grupos TNF-α 
(pg/mg de proteína) 

IL-6 
(pg/mg de protena) 

IL-12 
(pg/mg de proteíná) 

IL-10 
(pg/mg de proteína) 

Normal 357,3±20,7*** 209,1±24,3*** 12,7±1,9*** 295,0±37,7*** 
Colítico 1381,0±227,5 807,3±45,5 28,5±2,4 120,4±4,3 
BuOH 0.5mg.Kg-1 469,5±21,5*** 719,1±17,4 16,72±1,0*** 152,5±11,6 
EtOAc 1.5mg.Kg-1 567,9±21,8*** 615,4±54,4** 19,09±1,7** 252,1±19,3** 

Dados expressos como média ± d.p. (n = 6 a 12), ANOVA seguida de teste a posteriori 
de Dunnett, **p<0.01 e ***p<0.001 quando comparados com o grupo colítico (TNBS). 

 

 Esta avaliação revelou que ambas, BuOH e EtOAc reduziram (ou não 

permitiram) o aumento dos níveis de TNF-α e IL-12, enquanto apenas EtOAc 

apresentou efeito semelhante sobre IL-6, todas elas citocinas pró-inflamatórias. 

Ademais, apenas EtOAc aumentou os níveis de Il-10, considerada importante citocina 

anti-inflamatória. 

 A expressão de ciclo-oxigenases é importante na avaliação de respostas 

inflamatórias. A Figura 23 resume os resultados da análise da experessão de COX-1 e 

COX-2 na ausência e presença dos tratamentos crônicos com as frações. 
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A expressão da isoenzima COX-2, mas não de COX-1, no cólon de ratos 

submetidos ao modelo de colite induzida por TNBS com tratamento sub-crônico foi 

distinta, o que é esperado, já que COX-1 é constitutiva e COX-2 induzível por estímulos 

inflamatórios. Nenhum tratamento evitou o aumento da expressão da forma induzível 

(COX-2), mas a expressão COX-1 foi significantemente aumentada no grupo tratado 

com BuOH. 

 

 

Figura 23 Efeito da administração oral de BuOH (0.5 mg.Kg-1) e EtOAc (1.5 mg.Kg-1) por 21
dias sobre a expressão de COX-1 e COX-2 na mucosa cólica de camundongos submetidos ao 
modelo sub-crônico de colite induzida pela administração de TNBS. Dados expressos como 
média ± d.p. (n = 5), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett, *p<0.05 e **p<0.01
quando comparados com o grupo colítico (TNBS). 
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A Tabela 16 resume os resultados obtidos no modelo de colite induzida por 

TNBS com tratamentos crônico em ratos. 

Tabela 16 Resumo dos efeitos dos tratamentos experimentais sobre os itens medidos 
no modelo de colite aguda induzida por TNBS com tratamento sub-crônico em ratos. 

Modelo 
experimental 

Medida 
 

BuOH EtOAc 
0.5 1.5 

TNBS  com 
tratamento 
sub-crônico 

Score X 0 
Lesão X X 
g/cm 0 0 

Adesão X 0 
Diarreia 0 0 

GSH X X 
GSH-Px X X 

CAT X X 
TBARS X 0 

MPO X 0 
TNF-α X X 

IL-6 0 X 
IL-12 X X 
IL-10 0 X 
COX-1 X 0 
COX-2 0 0 “X” – tem efeito; “0” – não tem efeito e “-“ – não foi avaliado. 
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5 Discussão 

A técnica de ESI-MS, com injeção direta de amostra, tem se mostrado como 

ferramenta rápida, eficiente e bastante sensível na detecção de substâncias presentes 

em frações e extratos. Ela é capaz de gerar informações específicas sobre a 

composição química de matrizes complexas, as quais apresentam substâncias de 

ampla faixa de peso molecular, bem como substâncias de média e alta polaridade, tais 

como ácidos fenólicos, proantocianidinas, catequinas e flavonóides, comumente 

encontrados em extratos polares de espécies vegetais (Sawaya et al., 2004). Tendo em 

vista estas características, foram realizados experimentos de FIA-ESI-IT-MS para  

obtenção e comparação dos perfis, em modo negativo, do extrato acetona:água (7:3, 

v/v) e das frações Aq, BuOH e EtOAc (Figura 4) provenientes da partição do extrato 

acetona:água das cascas de R. mangle,  o que permitiu estabelecer e confirmar a 

similaridade (ou não) da composição química dos extratos e frações da espécie 

investigada.  

Os perfis químicos por  FIA-ESI-IT-MS reforçam a proposta inicial da presença 

de taninos condensados provenientes da polimerização de catequinas. As 

fragmentações sugeridas (Figuras 6, 8, e 9) para os íons de algumas moléculas 

identificadas (Figuras 5 e 7) revelam a presença de procianidinas oligoméricas e de 

seus possíveis  derivados O-glucosilados.  Uma discussão mais detalhada para outros 

íons precursores foi proposta por nosso grupo para a espécie Hancornia speciosa 

(Rodrigues et al., 2007), na qual a análise por FIA-ESI-IT-MS auxiliou a esclarecer a 

composição química de uma fitopreparação bastante complexa. Com este fingerprint 

(Figura 4) do extrato e das frações também foi possível verificar a semelhança entre o 
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extrato e as frações EtOAc e a BuOH, consideradas frações ativas, possivelmente 

devido à presença das procianidinas. 

Compostos polifenólicos são metabólitos secundários de plantas e têm atraído 

a atenção como mediadores dos efeitos preventivos da dieta rica em vegetais em 

doenças inflamatórias (Dryden et al., 2006). Polifenóis têm sido cada vez mais 

reconhecidos como agentes benéficos à saúde (Kroon et al., 2004), uma vez que: (1) 

atenuam o processo inflamatório em muitos modelos animais de doenças humanas 

(Scalbert et al., 2005), (2) seu consumo, por seres humanos, numa dieta saudável 

baseada em vegetais é de aproximadamente 1 g por dia, quantidade consideravelmente mais elevada do que a de vitaminas C e E e do β-caroteno (Bravo, 

1998), (3) têm propriedades anti-inflamatória e antioxidante (Shapiro et al., 2007), 

efeitos de sensibilização à insulina (Grassi et al., 2005) e apresentam melhora na 

função endotelial em ensaios clínicos (Lekakis et al., 2005), e (4) tem mostrado 

redução no risco de doença cardiovascular em estudos epidemiológicos (Ruano et al., 

2005). Poderosos sequestradores de radicais livres in vitro, defende-se a ideia de que 

o efeito anti-inflamatório in vivo dos polifenóis resulta da interação com proteínas 

envolvidas na transdução de sinal e expressão gênica (Shapiro et al., 2007). 

Estudos em modelos animais indicam que a administração de compostos 

polifenólicos é efetiva na prevenção e no tratamento da inflamação intestinal e seus 

danos. Tanto estudos agudos quanto crônicos de DII têm sido realizados com indução 

por administração intrarretal de TNBS ou por adição de DSS à água para beber. 

Compostos como resveratrol, curcumina, epigalo-catequina-galato (chá verde), entre 
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outros, têm fornecido evidências dos benefícios associados aos polifenóis nas DII 

(Shapiro et al., 2007). 

O modelo de colite induzida por DSS é caracterizado pela instalação de um 

processo inflamatório intestinal limitado à mucosa cólica, sendo bastante relacionado 

à colite ulcerativa encontrada em humanos, a RCUI (Wirtz et al., 2007). A colite 

induzida por DSS leva à ativação de células da imunidade inata, incluindo macrófagos 

e neutrófilos, mas DSS é tóxico às células cólicas epiteliais das criptas basais (Bailon et 

al., 2008). Assim, a partir deste modelo é possível estabelecer mecanismos de reparo 

do epitélio intestinal (Fournier & Parkos, 2012). 

Entre os danos causados pela administração do DSS está o encurtamento do 

intestino quando comparados ao grupo normal (Figura 11). Nesse modelo, os 

tratamentos experimentais BuOH e EtOAc apresentaram melhora nos índices de 

danos (Tabela 5), além das alterações na evolução ponderal dos animais (Figura 16). 

Com esses dados, foi possível verificar que os tratamentos que responderam melhor 

ao modelo adotado, foram BuOH (0,5 e 1,5 mg) e (EtOAc 1,5 mg).  

Algumas observações tornam-se pertinentes na análise das lâminas de 

histopatologia existentes nas Figuras 12 a 15. Ocorreu redução no infiltrado 

inflamatório nas doses efetivas das frações de R. mangle, bem como presença de muco 

nas células caliciformes (a quantidade de muco nessas células nos grupos tratados 

com as frações é similar àquela encontrada em animais não colíticos); além disso, a 

investigação sobre os mediadores envolvidos no processo inflamatório do intestino 

forneceu evidências a favor dessas observações.  
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Os dados obtidos para os compostos presentes nos tratamentos experimentais 

possibilitam fazer ao menos uma associação entre composição química das frações 

orgânicas e efeitos observados. A comparação dos espectros e dos fragmentos obtidos 

nos mesmos indica a presença de procianidinas oligoméricas nas frações mais ativas 

(BuOH e EtOAc), o que sugeriu que a atividade farmacológica está, muito 

provavelmente, relacionada a essas substâncias.  

Um estudo já havia demonstrado que procianidinas oligoméricas, presentes em 

maçãs, apresentaram atividade imunossupressora e anti-inflamatória intestinal, 

atenuando os danos causados pelo DSS em camundongos (Yoshioka et al., 2008). 

Outros estudos também demonstraram ação de compostos desta classe, como a 

epigalo-catequina-galato, na colite induzida por TNBS em camundongos (Abboud et 

al., 2008) e em ratos (Mochizuki & Hasegawa, 2010). 

O modelo de colite induzida por TNBS é usado para estudar dano crônico e 

agudo do cólon e fenômenos associados às ERO (Nieto et al., 2000). Já havia sido 

demonstrado em um estudo antigo (Yoshikawa et al., 1992) que etanol 30% age 

somente quebrando a barreira para facilitar a entrada do TNBS dentro da mucosa, 

mas que o mesmo não intensifica o dano no cólon.  O TNBS pode ser metabolizado, 

enzimaticamente ou não-enzimaticamente pelo ascobarto  gerando peróxido de 

hidrogênio (H2O2), o que sugere que a colite induzida, neste modelo, pode ser 

parcialmente mediada por ERO geradas pelo metabolismo oxidativo do TNBS 

(Grisham et al., 1991). 

No modelo agudo de colite induzida por TNBS foram testadas aquelas frações 

ativas no modelo de indução por DSS. Os resultados obtidos mostraram efetividade da 
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fração BuOH 0.5 mg e da EtOAc 1.5 mg em reduzir os índices macroscópicos da doença 

(Tabela 9); as análises histológicas também mostram que houve melhora nos danos 

causados à mucosa após os tratamentos com as frações (Figuras 18, 19 e 20).   

Dentre as descobertas associadas às DII, danos mediados pelo aumento na 

liberação de agentes oxidantes tem um papel importante (Araki et al., 2006; Head & 

Jurenka, 2003). O tecido inflamado de paciente acometido por DII é rico em 

macrófagos e neutrófilos, que geram excesso de ERO com consequente aumento do 

estresse oxidativo (Grisham & Granger, 1988). O aumento na geração de ERO, 

altamente tóxicas, excede o limite do sistema de defesa intestinal e, deste modo, 

contribui para o dano oxidativo em DII (Babbs, 1992).  

Em humanos com DII, os níveis de GSH são baixos; este tripeptideo é o mais 

abundante antioxidante não-enzimático sintetizado pelas células animais e apresenta 

papel essencial na biologia celular, modulando a resposta nas mudanças redox 

associadas às ERO, além de ser importante para integridade funcional e estrutural do 

intestino (Oz et al., 2005). A GSH pode ser depletada durante a DII e, animais 

deficientes em GSH apresentaram severa degradação da mucosa cólica, perda de peso 

e diarréia (Martensson et al., 1990). A administração de N-acetilcisteína, um doador 

de grupo tiol a animais submetidos à colite experimental atenuou os danos 

produzidos na mucosa cólica (Ardite et al., 2000), sugerindo que precursores de GSH 

podem ser benéficos no tratamento das DII.  

Tanto na colite por DSS quanto por TNBS (tratamento agudo e sub-crônico) 

encontram-se significativamente reduzidos os níveis de GSH (Tabelas 6, 10 e 13, 

respectivamente). Os grupos tratados com BuOH (0.5 mg) e EtOAc (1.5 mg) 
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mantiveram a concentração de GSH semelhante ao grupo normal (não colíticos) 

apenas no modelo de colite induzida por TNBS com tratamento sub-crônico (Tabela 

13), o que indica menor estresse oxidativo, já que a depleção dos níveis de GSH está 

associada à ação de ERO (Chu et al., 2004), apesar de outros mediadores também 

estarem envolvidos nesse controle.  

O cólon de pacientes com DII produz mais ERO quando comparado com o de 

indivíduos controles. Estudos em humanos (Thomas et al., 1994) e em modelos 

animais com DII (Tham et al., 2002) mostraram alteração na atividade da GSH-Px e 

CAT. É descrito que o cólon humano possui pequenas quantidades de enzimas 

antioxidantes como CAT, superóxido dismutase (SOD) e GSH-Px. Desta maneira, o 

balanço entre produção de ERO e sequestradores ou “scavengers” de radicais livres 
pode estar  prejudicado, causando danos ao tecido (Nieto et al., 2000).  

Foi observada redução na atividade da GSH-Px, enzima que reduz peróxido de 

hidrogênio e hidroperóxidos orgânicos, utilizando GSH como substrato (Esworthy et 

al., 2012), em ratos com colite induzida por TNBS e camundongos com colite induzida 

por DSS. Uma hipótese para a redução da atividade da GSH-Px é que a depleção de 

GSH impediria a ação desta enzima. Sabe-se que o TNBS leva à formação de altos 

níveis de peróxidos, incluindo H2O2; este dado reforça aqueles encontrados para os 

níveis de peroxidação lipídica (TBARS) e atividade da MPO no modelo de colite por 

TNBS com tratamento sub-crônico (Tabela 14), pois com GSH-Px deficiente o acúmulo 

nos níveis de peróxidos leva à peroxidação da mucosa cólica (Nieto et al., 2000; 

Schrenk, 2009). 
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A atividade da GSH-Px também foi verificada nos três modelos estudados, 

sendo mantida em níveis normais por todos os tratamentos avaliados no modelo de 

indução por DSS (Tabela 6) e no modelo de colite por TNBS com tratamento sub-

crônico (Tabela 13), exceção feita ao modelo agudo de indução por TNBS (Tabela 10) 

onde EtOAc não foi eficaz na manutenção da GSH-Px. A avaliação da atividade da CAT 

no modelo de colite induzida por TNBS com tratamento sub-crônico (Tabela 13) 

mostrou que ambas as frações BuOH e EtOAc, mantiveram a atividade desta enzima 

em níveis normais, justificando os dados encontrados para GSH e GSH-Px. 

Um dos principais aspectos patológicos das DII é a infiltração de neutrófilos e 

de células mononucleares dentro do tecido cólico; leucócitos entram na mucosa 

durante a inflamação gastrintestinal, levando à produção exacerbada de ERO (Cho & 

Brant, 2011). Infiltração neutrofílica tem papel crucial na destruição de antígenos e na 

reconstrução do tecido inflamado; uma medida da infiltração de neutrófilos é a 

atividade da MPO cólica, que está relacionada à severidade das lesões na colite 

induzida por TNBS (Fournier & Parkos, 2012; Schrenk, 2009).  

Os resultados encontrados para atividade da MPO mostraram que BuOH (0.5 

mg) e EtOAc (1.5 mg) levaram à redução de sua atividade nos modelos experimentais 

agudos (Tabelas 6 e 10), embora apenas BuOH tenha reduzido a atividade dessa 

enzima no modelo com tratamento sub-crônico (Tabela 14). O tratamento com a 

fração BuOH reduziu também os níveis de TBARS, aumentando  as evidências dos 

resultados até então encontrados; no entanto, EtOAc não reduziu os níveis de TBARS e 

nem da atividade da MPO (Tabela 14), em concordância com aqueles resultados de 

danos teciduais observados neste grupo (Tabela 12). Já a manutenção dos níveis de 
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ambos os tratamentos com as frações BuOH e EtOAc, reduziram os níveis de TNF-α 

nos modelos agudo (Tabela 7) e crônico (Tabela 15), sugerindo que as substâncias 

presentes nessas frações podem atuar sobre a ativação desta citocina. Curiosamente, 

BuOH e EtOAc também diminuíram os níveis de IL-12 (ligada à supressão de TNF-α) e 

de IFN-γ no modelo de colite induzida por DSS (Tabela 7). Em conjunto, esses 

resultados podem explicar como ambas as frações, BuOH e EtOAc, diminuem o 

processo inflamatório no cólon. Anticorpos específicos, anti-IL-12 ou IFN-γ, 

antagonizam o desenvolvimento de DII espontânea em camundongos deficientes em 

IL-10, mas apenas a neutralização de IL-12 leva à melhora da doença (Xavier & 

Podolsky, 2007). Inibição de IL-12 reduz a resposta Th1, diminuindo assim a 

produção de citocinas (TNF-α, IFN-γ e IL-12). 

Citocinas pró-inflamatórias agem sobre populações de células locais para 

promover apoptose, além de melhorar o recrutamento de outras células inflamatórias 

e aumentar a secreção de quimiocinas ao promover danos ao tecido (Mayer, 2010). 

Sabe-se que as células dendríticas são responsáveis pela tolerância no intestino; estas 

células, residentes da lâmina própria ou placas de Peyer, do intestino parecem 

produzir preferencialmente IL-10, ao invés de IL-12 (Arnett & Viney, 2010). IL-10 têm 

efeito pleiotrópico sobre várias células; possui atividade anti-inflamatória sobre as 

células T, macrófagos e células dendríticas nos seres humanos, bem como em modelos 

animais de doenças inflamatórias. Apesar da IL-10 ter eficácia no tratamento da colite 

em modelos animais e suprimir a produção de citocinas inflamatórias in vivo em 

células intestinais de pacientes com DII (Danese & Fiocchi, 2011) e, em doenças com 

deficiência absoluta ou relativa de IL-10, a ativação imune ainda existe (Sabat, 2010). 
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glutationa. A transcrição dessa linha de defesa é provocada pela translocação do fator 

nuclear relacionado a E2 (Nrf2) através de sua liberação pela proteína Keap1. 

Curiosamente, essa via também é ativada fisiologicamente por mediadores 

inflamatórios como ERO, provavelmente como um mecanismo contrarregulatório de 

proteção aos danos secundários ao tecido durante a inflamação. Assim, concluindo a 

revisão, polifenóis inibiriam os danos causados por ERO na inflamação, e fortalecem 

respostas citoprotetoras por modulação diferencial da expressão gênica.  

 

Figura 24 Esquema do possível mecanismo de ação de compostos polifenólicos. 
Adaptado de Shapiro et al., 2007. 
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7 Perspectivas 

Sobre a elucidação estrutural dos compostos presentes nas cascas de R. mangle, 

nosso grupo de pesquisa ainda irá realizar outros trabalhos envolvendo extratos e 

frações mais promissores, além de novos métodos de separação e detecção de 

substâncias químicas.  

Os compostos encontrados nas cascas de R. mangle  tem se mostrado 

promissores do ponto de vista da terapêutica; sua composição química merece, 

portanto, ainda mais atenção, uma vez que sua eficácia vem sendo comprovada em 

nossos recentes trabalhos (de-Faria et al., 2012a; de-Faria et al., 2012b; de Faria et al., 

2012). Ademais, a elucidação completa dos mecanismos envolvidos nessas ações 

farmacológicas obtidas abre novas de possibilidades tanto para estudos 

farmacológicos quanto naqueles de química de produtos naturais. 

 Tendo em vista que aproximadamente metade dos produtos farmacêuticos 

introduzidos no mercado nos últimos 20 anos foi desenvolvida a partir de produtos 

naturais (Vuorelaa et al., 2004), o depósito de patente sobre os compostos 

encontrados em R. mangle e seu uso, junto ao INPI fornece subsídios para prosseguir 

com o trabalho, tratando agora de investigação clínica  quanto ao uso desses 

compostos em pacientes com DII. 
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8 Publicações referentes à tese 

Artigo publicado  

Título: Effects of Rhizophora mangle bark extracts on experimental colitis 

induced by TNBS in rats 

Periódico: Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine – ECAM 

 

Artigo submetido  

Título:  Procyanidin-enriched extracts from red mangrove ameliorates DSS-

induced colitis in mice. 

Periódico: GUT 
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