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Resumo 

 

 Tributirina é o triacilglicerol composto por três moléculas de ácido 

butírico que tem efeitos benéficos na saúde intestinal por sua ação trófica e 

efeitos anti-inflamatórios, pró-apoptóticos e anticancerígenos. O objetivo desse 

estudo foi avaliar os efeitos e os possíveis mecanismos de ação da 

suplementação com tributirina na colite experimental induzida por sulfato de 

sódio dextrano. Para isso, camundongos receberam dieta padrão (controle) ou 

suplementada com tributirina (0,5%) durante dez ou quinze dias. A indução da 

colite ulcerativa foi feita pela administração de sulfato de sódio dextrano a partir 

do sétimo dia experimental, por três ou sete dias. Lesões na mucosa, 

percentual e ativação das células do sistema imunológico: eosinófilo, neutrófilo, 

macrófago, célula dendrítica, linfócitos B, linfócitos T auxiliar e linfócitos T 

reguladores, e concentração das citocinas TNF-α, INF-γ, IL-4, IL-17, IL-1β, 

TGF-β e IL-10 foram determinadas por escore histológico, citometria de fluxo e 

ELISA, respectivamente. Por microscopia intravital foi analisado o rolamento e 

a adesão de leucócitos in vivo. O estresse oxidativo foi determinado pela 

concentração de hidroperóxido e pela atividade de superóxido dismutase e 

catalase. 99mTcDTPA (ácido dietilenoaminopentacético) foi utilizado como 

marcador de permeabilidade intestinal. Comparado com o grupo colite (não 

suplementado com tributirina), o grupo colite + TBT apresentou redução do 

dano da mucosa e dos infiltrados de neutrófilos e eosinófilos na mucosa 

associados à maior percentagem de células T reguladoras e das citocinas anti-

inflamatórias TGF-β e IL-10 na lâmina própria. A adesão de leucócitos na 

microvasculatura do cólon mostrou-se diminuída, in vivo, após a ingestão de 

tributirina. Menor concentração de hidroperóxidos e maior atividade de 

superóxido dismutase e de catalase foram associados à suplementação com 

tributirina. Animais do grupo colite + TBT mostraram redução da 

permeabilidade intestinal para níveis intermediários entre os grupos controle e 

colite. Além disso, com três dias de ingestão de sulfato de sódio dextrano, foi 

observada lesão da mucosa igual nos dois grupos com indução da colite e 

também aumento do infiltrado de neutrófilos, além do aumento do estresse 

oxidativo pelo aumento da concentração de hidroperóxidos e diminuição da 

atividade da catalase nesses dois grupos, mostrando que a tributirina leva à 



XX 

 

melhora do quadro da doença pela modulação do estresse oxidativo e do 

infiltrado de neutrófilos. Em conclusão, nossos resultados sugerem que a 

tributirina administrada por via oral apresenta efeitos positivos na colite 

experimental, reestruturando a mucosa colônica por modular a resposta imune, 

aumentando concentração de citocinas anti-inflamatórias e população de 

células T reguladoras e diminuindo infiltrado de eosinófilos e neutrófilos, e por 

modular o estresse oxidativo, aumentando atividade de enzimas antioxidantes. 

 

 

Palavras-chave: tributirina, butirato, colite experimental, inflamação, estresse 

oxidativo, citocinas. 
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Abstract 

 

 Tributyrin is the triacylglycerol composed by three molecules of butyric 

acid, which has beneficial effects in intestinal health due to its trophic, anti-

inflammatory, pro-apoptotic and anti-carcinogenic effects. Our goal was to 

evaluate the efficacy and possible mechanisms of tributyrin supplementation in 

experimental colitis induced by dextran sodium sulfate. For that, mice received 

standard (control) or TBT-supplemented (0,5%) diets for ten or fifteen days. 

Colitis was induced by dextran sodium sulfate administration from the seventh 

experimental day, for three or seven days. Mucosa damage, percentage and 

activation of immune cells: eosinophil, neutrophil, macrophage, dendritic cell, B 

lymphocytes, helper T lymphocytes and regulatory T lymphocytes, and cytokine 

TNF-α, INF-γ, IL-4, IL-17, IL-1β, TGF-β and IL-10 were determinated by 

histological score, flow cytometry and ELISA, respectively. Intravital microscopy 

assessed the in vivo leukocyte rolling and adhesion. Oxidative stress was 

determined by hydroperoxide concentration and superoxide dismutase and 

catalase activities. 99mTcDTPA (diethylenetriaminepentacetate acid) was used 

as marker of intestinal permeability. Compared to colitis group (non-

supplemented), Colitis + TBT group presented reduced mucosal damage and 

neutrophil and eosinophil mucosa infiltrations associated with higher percentage 

of regulatory T cells and TGF-β and IL-10 anti-inflammatory cytokines in the 

propria lamina. In vivo colon microvasculature leukocyte adhesion was 

decreased after tributyrin intake. Lower level of hydroperoxide and higher 

superoxide dismutase and catalase activities were associated with tributyrin 

supplementation. Colitis + TBT mice showed reduced intestinal permeability to 

levels between control and colitis groups. In addition, with three days intake 

dextran sodium sulfate, mucosal damage was observed equal in both groups 

with colitis induction, there was increased neutrophil infiltration, and increased 

oxidative stress by increasing the concentration of hydroperoxides and 

decreased activity catalase in these two groups, showing that tributyrin leads to 

improvement of the disease by modulation of oxidative stress and neutrophil 

infiltration. In conclusion, our results suggest that orally administered tributyrin 

has positive effects in experimental colitis, restructuring the colonic mucosa by 

modulating the immune response, increasing concentration of anti-inflammatory 
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cytokines and regulatory T cell population and decreasing infiltration of 

eosinophils and neutrophils, and by modulating oxidative stress by increasing 

activity of antioxidant enzymes. 

 

 

Keywords: tributyrin, butyrate, experimental colitis, inflammation, oxidative 

stress, cytokines. 
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Introdução 

 

Colite ulcerativa e doença de Crohn, dois tipos de doenças inflamatórias 

intestinais, são distúrbios complexos e de etiologia desconhecida (Haller, 

2006). A primeira é tipicamente restrita ao cólon e afeta principalmente a 

mucosa, enquanto a segunda pode afetar qualquer parte do trato 

gastrointestinal, da boca ao ânus, e é capaz de alterar a parede intestinal 

inteira (Marchesi et al., 2007). 

A colite ulcerativa é um distúrbio úlcero-inflamatório crônico recidivante 

que começa invariavelmente no reto e se estende ao longo do cólon na direção 

retrógrada. Trata-se de uma doença em continuidade e tem como 

características a presença de dor abdominal e crises de diarreia mucoide 

sanguinolenta. Estes sintomas podem persistir por dias, semanas ou até meses 

e a seguir regredir, para recidivar após um intervalo assintomático de meses a 

anos ou até mesmo décadas (Cotran et al., 1996; Mahan & Escott-Stump, 

2002; Spencer et al., 2007). 

Histologicamente, a fase ativa da doença se caracteriza por abscessos 

das criptas e ulcerações que se estendem até a muscular, circundadas por 

proeminente infiltrado inflamatório. O processo inflamatório parece começar na 

profundidade das criptas e à medida que a doença se torna crônica ocorre a 

ruptura das criptas para dentro da lâmina própria e da submucosa levando à 

extensão lateral deste processo. Assim, a mucosa circundante é descolada e 

se descama, produzindo ulcerações (Cotran et al., 1996; Dianzani et al., 2006). 

Além da resposta imunológica, com infiltração de neutrófilos, eosinófilos e 

linfócitos, as áreas de ulceração da mucosa demonstram aumento da apoptose 

das células epiteliais, que está correlacionada positivamente com a gravidade 

da doença (Spencer et al., 2007). 

 O butirato, um importante ácido graxo de cadeia curta, além de ser uma 

essencial fonte de energia para os colonócitos, também influencia várias 

funções celulares que afetam a saúde do cólon. O butirato apresenta efeitos 

anticarcinogênicos e anti-inflamatórios, pode alterar a barreira intestinal e tem 

papel na saciedade e no estresse oxidativo, além de ser considerado agente 

antidiarreico, uma vez que estimula a absorção de sódio e água. Este 

composto é produzido no intestino pela fermentação de fibras solúveis, e as 
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quantidades totais de butirato produzidas dependem do local de fermentação, 

da estrutura química do composto fermentável e da microbiota intestinal. A 

maioria do butirato presente no intestino é metabolizada pelo epitélio do cólon, 

resultando em baixas concentrações deste ácido graxo na circulação portal e 

sistêmica (Hallert et al., 2003; Menzel et al., 2004; Dianzani et al., 2006; 

Gassull, 2006; Hamer et al., 2008; Vieira et al., 2011). 

 Como o butirato é uma conhecida fonte energética dos colonócitos, a 

falta deste no lúmen ou a inabilidade de oxidação do butirato leva a deficiências 

nutricionais no epitélio colônico. Estas deficiências causam atrofia muscular a 

curto prazo e colite nutricional a longo prazo, além de numerosos defeitos 

celulares, maturação celular prejudicada, diminuição da síntese de muco e 

lipogênese, resultando em integridade alterada e consequentemente aumento 

da permeabilidade da membrana (Kinoshita et al., 2002). Em pacientes com 

colite ulcerativa ativa, uma capacidade diminuída da mucosa intestinal para 

oxidar butirato foi observada, enquanto que em pacientes com colite ulcerativa 

inativa esta capacidade estava normalizada, sugerindo que uma oxidação 

anormal de butirato não é um defeito primário na origem desta doença (Hamer 

et al., 2008). 

Estudos anteriores em nosso laboratório mostraram que a administração 

oral de butirato, em modelo de colite experimental induzida por sulfato de sódio 

dextrano, melhorou a lesão colônica e o perfil inflamatório da mucosa e do 

linfonodo cecal, com a normalização do infiltrado de neutrófilo e eosinófilo e de 

linfócito B ativado e linfócito T auxiliar ativado (Vieira et al., 2011). Estes 

resultados destacam o uso potencial do butirato como adjuvante no tratamento 

da colite ulcerativa. 

 Apesar das vantagens do butirato, seu uso clínico é limitado por sua vida 

útil curta, metabolismo e excreção rápidos, além dos efeitos colaterais, tais 

como cefaleia, náusea e anorexia. Para superar estas desvantagens existem 

algumas alternativas, como a ingestão de tributirina, um triglicerídeo constituído 

por três moléculas de ácido butírico esterificadas ao glicerol, e ainda, por via 

oral, o uso de micropartículas de butirato que envolvem o composto até sua 

chegada no intestino, onde se dissolvem e liberam seu conteúdo no ambiente 

intestinal (Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008). 
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 A tributirina, presente naturalmente em leite e derivados, poderia 

diminuir os efeitos indesejáveis observados com o butirato. Estudos mostram 

efeitos positivos com o uso deste nutriente, diminuindo migração leucocitária e 

produção de citocinas pró-inflamatórias, além de mostrar boa tolerabilidade em 

pacientes (Edelman et al., 2003; Vinolo et al., 2011). Apesar desses resultados 

positivos, estes estudos não testaram o efeito da tributirina em doenças 

inflamatórias intestinais, sendo necessária esta avaliação, uma vez que este 

nutriente pode ser um adjuvante no tratamento destas doenças intestinais. 
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Revisão Bibliográfica 

 

Sistema Digestivo 

 

O sistema digestivo não é apenas um tubo por onde os alimentos 

passam e o que é soluto é absorvido e o que é sólido, eliminado, este conjunto 

de órgão é a mais profunda vinculação do organismo com o meio ambiente. 

Desta interação decorre a sobrevivência, pois é graças a ela que há 

processamento, registro e neutralização de substâncias estranhas que, desde 

o primeiro dia de vida entram em contato com o organismo (Madi et al., 2001). 

O sistema digestivo estende-se da boca ao ânus. As células que o 

revestem possuem um ciclo de vida variável, e o intestino delgado possui o 

menor ciclo de vida, que é de aproximadamente 3 a 5 dias antes de se 

desprenderem no lúmen. Estas células são completamente funcionais por pelo 

menos 2 a 3 dias, conforme migram das criptas para o terço distal das 

vilosidades (Mahan & Escott-Stump, 2002). 

 O tubo digestivo, ao longo de sua extensão, é organizado 

morfologicamente de maneira semelhante, sendo formado por uma camada 

mucosa especializada, uma camada submucosa, uma camada muscular e uma 

camada adventícia ou serosa (Gardner et al., 1971; Cotran et al., 1996). 

 A camada mais especializada e complexa de o todo tubo digestivo é a 

mucosa, que é formada por tecido epitelial de revestimento, glândulas e pela 

lâmina própria. As células epiteliais presentes nesta camada são diferentes em 

cada parte do sistema digestivo. Podem revestir vilosidades ou criptas, 

permitem uma absorção seletiva do material encontrado no lúmen intestinal, 

secretam produtos de maneira diferenciada como muco (células caliciformes) e 

imunoglobulinas, e expressam diversos marcadores celulares. Intrínsecas ao 

tecido epitelial, encontram-se células especializadas na defesa do organismo, 

como os linfócitos intraepiteliais e as células M. As células M funcionam como 

captadoras seletivas de macromoléculas, sendo também porta de entrada de 

microrganismos, uma vez que são desprovidas de glicocálix, o que permite a 

adesão de microrganismos. Estas células recobrem, principalmente, as placas 

de Peyer, que são aglomerados de nódulos linfoides na interface entre a 

camada mucosa e submucosa, sendo muito raras nos vilos. A lâmina própria, 
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por sua vez, é rica em células do sistema imune, como mastócitos, 

macrófagos, neutrófilos, eosinófilos e linfócitos. A grande maioria das 

interações que ocorre entre o meio ambiente intestinal e o organismo acontece 

na camada mucosa (Cotran et al., 1996). 

Fazem parte do sistema digestivo: boca, faringe, esôfago, estômago, 

intestino delgado, intestino grosso e ânus, além do pâncreas, do fígado e da 

vesícula biliar, responsáveis pela secreção de enzimas. O intestino delgado 

estende-se do piloro até a junção ileocecocólica, onde se une ao intestino 

grosso. Compreende o duodeno, jejuno e íleo, e é um órgão indispensável, 

uma vez que é nele que o alimento é completamente digerido e absorvido 

(Gardner et al., 1971). 

O intestino grosso consiste do ceco e apêndice vermiforme, do cólon, 

composto por quatro partes (ascendente, transversa, descendente e sigmoide), 

do reto e do canal anal. É caracterizado por sua mobilidade, capacidade de 

distensão, pela disposição especial de sua musculatura e pelo tempo durante o 

qual consegue reter o seu conteúdo, sendo estas características diretamente 

relacionadas com algumas de suas funções, como a formação e o transporte 

das fezes (Gardner et al., 1971). Microscopicamente, o cólon não possui 

vilosidades, a superfície absortiva é plana e pontilhada por inúmeras criptas 

tubulares retas que se estendem para dentro da lâmina própria. As criptas são 

revestidas principalmente por células caliciformes e algumas células 

endócrinas. A superfície da mucosa é coberta em sua maior parte por células 

absortivas e em suas superfícies luminais apresentam microvilosidades, 

responsáveis pela absorção de água, ácidos graxos de cadeia curta, entre 

outros nutrientes. Dentro da mucosa estão espalhados focos linfoides cobertos 

por células ligeiramente achatadas capazes de engolfar e transferir os 

antígenos para as células do sistema imune subjacentes (Cotran et al., 1996). 

Antes do nascimento, o tubo digestivo é considerado estéril. A 

microbiota começa a ser formada a partir do nascimento, com os estímulos 

externos, principalmente a alimentação. O principal sítio da microbiota é o 

intestino grosso e estima-se que um total de 1014 células fazem parte desta 

microbiota, o que a torna o maior órgão do corpo humano em termos de 

números celulares. Em condições normais, a microbiota é predominantemente 

anaeróbica e possui vários papeis fisiológicos, como indução da tolerância e 
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amadurecimento do sistema imunológico, desenvolvimento do epitélio 

intestinal, produção de substratos importantes por fermentação e controle da 

população aeróbica e patógenos intestinais, contribuindo para a manutenção 

da homeostase (Coombes et al., 2005; Gassull, 2006). 

 

Doenças Inflamatórias Intestinais 

 

 As doenças inflamatórias intestinais, como a colite ulcerativa e a doença 

de Crohn, são doenças complexas e multifatoriais. As teorias sobre as origens 

destas doenças podem ser divididas em grupos: as que consideram o 

envolvimento de um agente infeccioso; as que acreditam que mecanismos 

imunológicos iniciam ou perpetuam a doença; e a que indica envolvimento de 

mecanismos psicossomáticos, genéticos, dietéticos, vasculares, traumáticos, 

hormonais, além da microbiota intestinal, uma vez que pacientes com doenças 

inflamatórias intestinais têm níveis diminuídos de bactérias responsáveis pela 

produção de ácidos graxos de cadeia curta. Apesar destas hipóteses, a causa 

das doenças inflamatórias intestinais continua desconhecida. Há um consenso 

de que principalmente fatores genéticos e ambientais estejam envolvidos na 

patogênese destas doenças, resultando em um desequilíbrio no balanço 

normal entre a microbiota intestinal, a integridade e função das células 

epiteliais intestinais e o sistema imunológico. Isto mostra que um único agente 

ou mecanismo isolado não é suficiente para desencadear a inflamação 

intestinal (Cotran et al., 1996; Mahan & Escott-Stump, 2002; Hallert et al., 2003; 

Dohi & Fujihashi, 2006; Marchesi et al., 2007; Kang et al., 2008). 

 Evidências mostram que a quebra da tolerância oral, com papel 

essencial da microbiota, pode contribuir de modo importante para o 

desenvolvimento e perpetuação das doenças inflamatórias intestinais que 

tiveram início, muitas vezes, meses ou anos antes do seu diagnóstico. Esta 

constatação vem de estudos que mostram que camundongos nocautes para a 

citocina IL-10, modelo para o desenvolvimento da colite ulcerativa, quando 

mantidos em condição isentas de germes e com indução da doença por drogas 

como DSS e TNBS não desenvolvem a condição patológica (Garside et al., 

1999; Ramos et al., 1999; Uhlig & Powrie, 2003; Rakoff-Nahoum et al., 2004; 

Haller, 2006). 
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Alguns sinais e sintomas apresentados por pessoas com doenças 

inflamatórias intestinais são obstruções parciais do tubo digestivo, má 

absorção, aversões e associações alimentares, episódios de dor abdominal, 

diarreia, perda de peso entre vários outros (Cotran et al., 1996; Hendrickson et 

al., 2002; Mahan & Escott-Stump, 2002; Hallert et al., 2003; Dohi & Fujihashi, 

2006; Haller, 2006; Marchesi et al., 2007; Kang et al., 2008). 

 As doenças inflamatórias intestinais aparecem em qualquer fase da vida, 

tendo alta incidência na população de origem caucasiana, com idade entre 15 e 

35 anos (Mahan & Escott-Stump, 2002; Pallis et al., 2002). Estudos 

epidemiológicos e familiares têm mostrado evidências de que fatores genéticos 

são importantes na determinação da suscetibilidade a estas doenças. A 

evidência mais forte vem de estudos com gêmeos; a razão de concordância de 

doença de Crohn reportada foi de 58% em gêmeos idênticos, enquanto que em 

gêmeos dizigóticos a concordância não foi significativamente diferente. Dados 

específicos de colite ulcerativa mostram uma concordância de 6 a 17% entre 

gêmeos homozigóticos e de 0 a 5% entre dizigóticos. Além disso, 

aproximadamente 15% a 30% dos pacientes acometidos têm histórico familiar 

destes distúrbios (Pallis et al., 2002; Bouma & Strober, 2003; Loftus, 2004; 

Lakatos & Lakatos, 2007a; Xavier & Podolsky, 2007). 

A prevalência de colite ulcerativa e doença de Crohn é de 10 a 200 

casos por cem mil pessoas na América do Norte e a incidência é de 6 a 12 

novos casos por cem mil habitantes para colite ulcerativa e 5 a 7 novos casos 

por cem mil habitantes para doença de Crohn (Andres & Friedman, 1999; 

Blumberg & Strober, 2001; Bouma & Strober, 2003). A prevalência na Europa é 

ainda maior, de 160 a 320 pacientes por cem mil habitantes, e a incidência é 

em torno de 16 novos casos por cem mil habitantes (Koutroubakis et al., 1999; 

Pallis et al., 2002). Ainda não existem dados que relatam incidência e 

prevalência no Brasil, sendo necessário que estudos nacionais sobre estas 

doenças inflamatórias intestinais sejam feitos. 

O diagnóstico dos pacientes com colite ulcerativa e doença de Crohn é 

baseado em manifestações clínicas intestinais e extraintestinais. As 

manifestações extraintestinais, como exemplo a perda de peso, estão 

geralmente associadas à atividade intestinal e podem ocorrer antes ou 

simultaneamente às outras manifestações e/ou como efeito colateral do 
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tratamento farmacológico. Colite ulcerativa e doença de Crohn apresentam 

diferenças com relação às manifestações intestinais, e o impacto destas 

doenças sobre o sistema digestivo varia dependendo do local afetado, da 

natureza e da extensão da inflamação intestinal (Hendrickson et al., 2002). 

A incidência anatômica da doença de Crohn é variável, mas observa-se 

que o íleo terminal frequentemente é afetado. A inflamação pode ser 

transmural, estendendo-se da camada mucosa até a camada serosa, 

resultando em abscessos no tubo digestivo ou na formação de fístulas 

(Hendrickson et al., 2002). A doença de Crohn, comparada a colite ulcerativa, 

possui sintomas clínicos mais sutis, e, consequentemente, um diagnóstico mais 

tardio. Quando a doença de Crohn afeta o cólon, sempre é menos intensa que 

a colite ulcerativa, com diarreia sem muco ou sangue, associada com 

pequenas cólicas abdominais durante a defecação (Lakatos & Lakatos, 2007b; 

Lakatos & Lakatos, 2007c). 

A colite ulcerativa apresenta inflamação aguda e crônica da mucosa pela 

presença de um grande número de leucócitos, abscessos de cripta, distorção 

das glândulas da mucosa e depleção das células caliciformes (Hendrickson et 

al., 2002; Shils et al., 2006). A doença começa no reto e se estende pelo cólon, 

em graus variáveis e de modo contínuo, e afeta mucosa e submucosa colônica 

(Hendrickson et al., 2002; Izcue et al., 2006; Shils et al., 2006). É muito comum 

a presença de sangue e muco nas fezes, acompanhado de cólicas intestinais, 

que se tornam intensas durante a passagem do bolo fecal. A colite ulcerativa 

possui diagnóstico mais rápido quando comparado à doença de Crohn por 

causa principalmente da presença de sangue nas fezes, que sugere algum tipo 

de transtorno gastrointestinal. Entre 25 e 40% dos pacientes que apresentam a 

forma grave da doença são submetidos à colectomia, e após oito anos do 

diagnóstico é feita vigilância colonoscópica para detecção de possíveis 

displasias (Hendrickson et al., 2002; Lakatos & Lakatos, 2007c). Uma 

consequência da colite ulcerativa pode ser a desnutrição, já que a maioria dos 

pacientes adultos apresentam perda de peso exacerbada na fase aguda, e a 

incidência e a magnitude desta perda de peso variam com a gravidade da 

doença (Shils et al., 2006). 

A inflamação da mucosa resulta de ativação mediada por células T 

auxiliares do tipo 1 (Th1) ou do tipo 2 (Th2), que parecem estar associadas, 
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respectivamente, a doença de Crohn e colite ulcerativa. Na ativação mediada 

pelas células Th1, há secreção aumentada de IL-12, IFN-γ e TNF-α, enquanto 

que na ativação Th2 há secreção aumentada de IL-4, IL-5 e IL-13. Na colite 

ulcerativa parece haver também grande quantidade da imunoglobulina IgG1 no 

plasma, colocalizada com o componente do complemento C3b, além de 

anticorpos de componentes perinucleares de neutrófilos (MacDonald et al., 

2000; Hendrickson et al., 2002; Bouma & Strober, 2003; Lakatos & Lakatos, 

2007c; Strober et al., 2007). Alguns estudos mostram que colite ulcerativa pode 

ainda apresentar perfil inflamatório do tipo Th1, sugerindo que esta doença 

poderia ser tratada com anticorpos anti-IFN-γ e anti-TNF-α (Powrie et al., 1993; 

Asseman et al., 1999; Coombes et al., 2005; Izcue et al., 2006). 

Apesar dos estudos contraditórios, a resposta imunológica que gera a 

inflamação intestinal depende da natureza dos fatores que desencadearam a 

doença. É inegável a importância da microbiota e do sistema imunológico 

ligado à mucosa; o desequilíbrio desta interação imune pode promover o 

desenvolvimento da resposta imunológica celular contra proteínas bacterianas 

e aumento da atividade inflamatória com quebra da barreira intestinal, levando 

ao desenvolvimento da colite mediada por células Th1, induzida principalmente 

por macrófagos (Allison & Garboczi, 2002; Berg et al., 2002). O 

desenvolvimento desta resposta permite a entrada destas proteínas 

bacterianas através da barreira epitelial por macrófagos e células dendríticas, 

que apresentam os antígenos às células T CD4, ativando a resposta pró-

inflamatória em detrimento das células reguladoras (Th3 e células NK-T). Isto 

leva a liberação de citocinas como IL-1β, TNF-α e IFN-γ. O TNF-α e IFN-γ 

liberados pelas células T ativadas também agem sinergicamente, modificando 

a morfologia das células endoteliais dos vasos sanguíneos próximos ao sítio 

inflamatório, permitindo um aumento do fluxo sanguíneo, da permeabilidade 

vascular, aumento da expressão de moléculas de adesão e maior migração de 

leucócitos, líquidos e proteínas ao sítio de infecção. O TNF-α também tem um 

papel chave na regulação da apoptose de células epiteliais intestinais, e 

acredita-se que a alta apoptose encontrada em colite ulcerativa esteja ligada ao 

aumento desta citocina (Marini et al., 2003; Spencer et al., 2007). 

A ativação imune e do sistema vascular também é regulada por células 

nervosas do plexo mioentérico e de mediadores como a sustância P. A 
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ativação do plexo mioentérico leva a degranulação de mastócitos e 

consequente quimiotaxia de leucócitos e produção de mediadores lipídicos. 

Uma das consequências desta resposta é o aumento do estresse oxidativo e a 

destruição tissular localizada, com perda da barreira epitelial intestinal, 

resultante da liberação de mediadores antimicrobianos, tais como radicais de 

oxigênio, óxido nítrico e proteases por macrófagos, eosinófilos e neutrófilos 

(Janeway et al., 2002). 

Mastócitos, eosinófilos e neutrófilos também têm função importante no 

desenvolvimento da inflamação intestinal, mas o papel de cada uma destas 

células ainda não está completamente elucidado (Jeziorska et al., 2001; Forbes 

et al., 2004). Os neutrófilos chegam até a mucosa inflamada por mecanismos 

quimiotáticos, são as primeiras células a chegarem ao sítio inflamatório e têm 

um papel significativo na amplificação da inflamação e destruição tecidual. 

Estão em grande número na lâmina própria e nas criptas intestinais, onde 

formam micro-abscessos na colite ulcerativa pela liberação da enzima 

mieloperoxidase (Xavier & Podolsky, 2007). A mieloperoxidase catalisa reações 

de peróxido de hidrogênio com íon cloreto, produzindo ácido hipocloroso, que é 

utilizado para matar microrganismos, mas que também eleva o estresse 

oxidativo local, perpetuando lesão e inflamação (Aratani, 2006; Malle et al., 

2006; Naito et al., 2007). Modelos de colite ulcerativa em camundongos usando 

drogas como DSS e TNBS são caracterizados pela grande migração de 

neutrófilos e eosinófilos ao sítio inflamatório (Elson et al., 1995; Wirtz & 

Neurath, 2007). 

O número aumentado de mastócitos e eosinófilos na mucosa inflamada 

está correlacionado à manutenção da resposta inflamatória local, uma vez que 

liberam mediadores do ácido araquidônico e enzimas proteolíticas (Resnick & 

Weller, 1993). Os mastócitos são responsáveis pela liberação de histamina e 

proteoglicanos, produção de mediadores lipídicos e início da transcrição, 

translocação e secreção de citocinas. Na colite ulcerativa, os eosinófilos 

geralmente representam um pequeno percentual de leucócitos infiltrados, mas 

sua detecção, mesmo que em pequenas quantidades, têm sido um indicador 

prognóstico negativo, pois, apesar de serem células residentes do tubo 

digestivo normal, em algumas doenças intestinais como gastroenterite 

eosinofílica, colite alérgica e refluxo gastroesofágico houve acúmulo de 
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eosinófilos na mucosa, intensificando a resposta inflamatória (Winter et al., 

1982; Keshavarzian et al., 1985; Torpier et al., 1988; Talley et al., 1992; Odze 

et al., 1995; Rothenberg et al., 2001; Rothenberg, 2004). Além disso, foi 

observado número elevado destas células em biopsias de cólon de pacientes 

com colite ulcerativa, e este aumento estava correlacionado com a gravidade 

da doença e a disfunção gastrointestinal (Bischoff et al., 1999; Saitoh et al., 

1999; Sangfelt et al., 2001; Rothenberg, 2004). 

Eosinófilos são células efetoras na disfunção e dano tissular através da 

liberação de mediadores lipídicos e grânulos protéicos tóxicos, como a proteína 

básica principal (MBP), proteína catiônica eosinofílica (ECP), peroxidase de 

eosinófilos (EPO) e neurotoxina derivada de eosinófilo (EDN). Acredita-se que 

o eosinófilo, juntamente com neutrófilo, seja uma das principais células efetoras 

na colite ulcerativa (Cara et al., 2000; Rothenberg et al., 2001; Rothenberg, 

2004). A peroxidase de eosinófilos constitui cerca de 25% dos grânulos 

secretados por eosinófilos e catalisa a oxidação de várias moléculas resultando 

em espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio. Esta reação, juntamente com 

as reações da mieloperoxidase, acarreta estresse oxidativo que leva a morte 

celular tanto de microorganismos quanto de células colônicas, o que justifica o 

prognóstico negativo envolvido com estas células (Rothenberg et al., 2001; 

Rothenberg, 2004; Naito et al., 2007). 

Na fase aguda da colite ulcerativa há migração de leucócitos do sangue 

para a mucosa intestinal, e este processo é marcado por alterações na 

seletividade da ligação de leucócitos aos vasos da mucosa e linfonodos 

periféricos. As moléculas de adesão presentes em maior número na mucosa 

intestinal inflamada são selectina E, integrinas β-2 (CD11b e CD11c/CD18), 

ICAM e VCAM. A expressão aumentada destas moléculas apresenta 

correlação positiva com a intensidade da inflamação, e neutralização destas 

leva a significante diminuição da atividade inflamatória (Connor et al., 1999; 

Menzel et al., 2004). Outra molécula envolvida no recrutamento de leucócitos 

para o sítio inflamatório da mucosa é a MAdCAM-1; esta molécula é expressa, 

basicamente, na superfície endotelial de vênulas no intestino, em outras 

mucosas, e em placas de Peyer, e apresenta-se drasticamente aumentada na 

colite ulcerativa (Viney et al., 1996; Connor et al., 1999; Oshima et al., 2001). 
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Indução de Colite Experimental 

 

A colite experimental pode ser estudada em vários modelos de 

camundongos. Esses modelos podem ser divididos em quatro grupos: colite 

espontânea como resultado de uma anormalidade genética que ocorre 

naturalmente, colite espontânea que ocorre em camundongos que foram 

modificados geneticamente, colite induzida por algum tipo de composto 

fornecido ao animal, como DSS e TNBS, e, por fim, colite induzida pela 

transferência de células regulatórias em hospedeiro gravemente linfopênico 

sem populações de células T (Bouma & Strober, 2003). 

Na colite induzida por DSS são observados cólons menores, 

esplenomegalia, infiltração grave de células inflamatórias incluindo células 

plasmáticas, linfócitos e macrófagos. As lesões predominam no lado esquerdo 

do intestino grosso (nos cólons descendente e sigmóide) e no cólon transverso 

(Okayasu et al., 1990). O mecanismo pelo qual o DSS induz a colite ainda é 

incerto, mas provavelmente é devido à função inapropriada de macrófagos, 

alterações das bactérias luminais e efeitos tóxicos no epitélio do intestino. A 

introdução do DSS causa mudança na população da microbiota intestinal, 

notando-se aumento de bactérias gram-negativas anaeróbicas (Okayasu et al., 

1990). 

 A colite induzida por DSS apresenta manifestações clínicas semelhantes 

àquelas apresentadas por pacientes com colite ulcerativa, tais como perda de 

peso, diarreia com sangue, encurtamento do cólon, dor abdominal e altas taxas 

de apoptose celular, mostrando ser um bom modelo para estudo desta doença 

(Blumberg et al., 1999; Spencer et al., 2007). 

 

Ácidos Graxos de Cadeia Curta 

 

 A homeostase do cólon está ligada à manutenção da saúde e redução 

dos riscos para o desenvolvimento de várias doenças, e melhoras na dieta e no 

estilo de vida ajudam na regulação desta. Assim, os estudos de fatores 

dietéticos emergentes ligados à melhora e manutenção da saúde do cólon têm 

sido evidenciados, como os probióticos, os prebióticos, as fibras e outros 

componentes da dieta que atuam no cólon, afetando seu ambiente, e, 
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consequentemente, alterando a produção de ácidos graxos de cadeia curta. 

Estes têm sido associados com a redução do risco para diversas doenças, 

incluindo a síndrome do intestino irritável, colite ulcerativa, doenças 

cardiovasculares e câncer (Wong et al., 2006; Hamer et al., 2008). 

 Ácidos graxos de cadeia curta, principalmente ácido acético, propiônico 

e butírico, são ácidos orgânicos produzidos dentro do lúmen intestinal por 

fermentação de fibras e de carboidratos não digeridos pela microbiota, mas 

também, em menor parte, de proteínas endógenas e da dieta. A fermentação 

de fibras e carboidratos, preferível pelas bactérias a proteínas, ocorre 

predominantemente no cólon proximal, enquanto a fermentação proteolítica 

predominantemente ocorre no cólon distal e leva à formação de vários 

metabólitos tóxicos, como amônia, fenóis e compostos contendo enxofre. 

Como o cólon distal é frequentemente acometido por graves desordens 

gastrointestinais, como colite ulcerativa e câncer, é possível que a produção 

destes metabólitos tóxicos, aliado a baixa disponibilidade de ácidos graxos de 

cadeia curta nesta área colônica, estejam envolvidas na patogênese destas 

doenças (Gassull, 2006; Hamer et al., 2008). 

 Acetato, propionato e butirato representam aproximadamente 83% dos 

ácidos graxos de cadeia curta formados no cólon, e a produção destes varia de 

acordo com o número e a composição da microbiota, o tempo de trânsito 

intestinal, e a estrutura química do substrato disponível para fermentação 

(Rombeau & Kripke, 1990; Wong et al., 2006; Hamer et al., 2008). A 

fermentação de fibras solúveis, como oligofrutose, inulina, psyllium, farelo de 

aveia e goma guar, está associada à produção de elevadas quantidades de 

ácidos graxos de cadeia curta no lúmen intestinal. Já as fibras insolúveis têm 

baixo grau de fermentabilidade e estão mais associadas ao aumento da massa 

fecal e do trânsito intestinal (Nordgaard et al., 1996; Márquez, 2003; Morrison 

et al., 2006; Stewart & Slavin, 2006). 

 Os percentuais de concentração de acetato, propionato e butirato no 

lúmen intestinal são de, aproximadamente, 60:20:20, respectivamente. 

Entretanto, é difícil quantificar a produção local, principalmente de butirato, pois 

estima-se que 95% da produção deste composto sejam rapidamente 

absorvidos e metabolizados pelas células colônicas (Topping & Clifton, 2001; 

Ohkusa et al., 2003; Hamer et al., 2008). 
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Os ácidos graxos de cadeia curta são ácidos fracos com valores de pKa 

de 4,75 para acetato, 4,87 para propionato, e 4,81 para butirato, e podem ser 

encontrados sob a forma protonada (não-iônica) ou dissociada (ionizada). A 

proporção destes nas formas protonada ou dissociada é determinada pelo pH 

do meio, e, no cólon, como o  pH está entre 6 e 8, a maior parte encontra-se na 

forma dissociada (Cook & Sellin, 1998; Oliveira & Gazzola, 2002). A protonação 

dos ácidos graxos de cadeia curta pode ocorrer por prótons presentes no 

lúmen do cólon ou pela atividade metabólica das bactérias (Ramos et al., 

1999). A forma protonada é lipossolúvel e difunde-se facilmente através da 

membrana celular (Saemann et al., 2002a; Saemann et al., 2002b). Por outro 

lado, a forma dissociada é transportada por troca iônica, mecanismo que 

envolve absorção dos ácidos graxos de cadeia curta e de íons sódio e 

excreção de íons bicarbonato (Velazquez et al., 1997; Ramos et al., 1999; 

Saemann et al., 2002a; Wong et al., 2006; Kawamata et al., 2007). Assim, o 

acúmulo de íons bicarbonato no lúmen intestinal é diretamente proporcional à 

absorção dos ácidos graxos de cadeia curta (Oliveira & Gazzola, 2002). 

 Além do sódio, os ácidos graxos de cadeia curta promovem também a 

absorção de potássio e água, o que confere a eles considerável efeito anti-

secretório (Roediger, 1994). Estudos experimentais indicam que redução da 

concentração de ácidos graxos de cadeia curta no ambiente intestinal está 

relacionada a quadros de diarreia. Em concordância, a infusão destes ou de 

butirato isoladamente pode aumentar significativamente a absorção de sódio e 

água em colonócitos (Parsons & Paterson, 1965; Ruppin et al., 1980; Roediger 

& Moore, 1981; Krishnan et al., 1999). Em humanos o mesmo efeito já foi 

observado, em estudo que mostrou que o suprimento luminal de ácidos graxos 

de cadeia curta restaurou a absorção aquosa em pacientes com diarreia 

(Ramakrishna & Mathan, 1993). Na síndrome do intestino curto, em que pode 

haver perda considerável de água e sódio, o efeito antidiarreico dos ácidos 

graxos de cadeia curta pode ter importância clínica, promovendo melhora dos 

quadros de diarreia e diminuindo a necessidade de reposição endovenosa de 

eletrólitos (Nightingale et al., 1992; Scheppach et al., 1992b; Hove & 

Mortensen, 1995). Isto ocorre porque intestino delgado e cólon possuem a 

função de absorção de íons sódio, gerando um gasto de ATP, mas na 

presença dos ácidos graxos de cadeia curta esta absorção é estimulada. A 
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presença intracelular de butirato aumenta os níveis de gás carbônico, que 

subsequentemente suprem o número de prótons para a absorção de sódio pelo 

canal iônico Na+/H+ na superfície do epitélio (Saemann et al., 2002a). Dados 

sugerem que a cada 10mmol de ácidos graxos de cadeia curta são absorvidos 

cerca de 40mmol de sódio e 360 mililitros de água (Ruppin et al., 1980; 

Márquez, 2003). 

No cólon, as fibras dietéticas são degradadas pelas bactérias em 

pentoses e hexoses e então em ácidos graxos de cadeia curta. As pentoses 

são convertidas em hexose e triose fosfato no ciclo das pentoses. Pela via 

glicolítica, as hexoses são metabolizadas até a formação de piruvato. O 

piruvato pode gerar propionato pela via succinato, ou gerar acetato e butirato 

pela formação de acetil-CoA (Duncan et al., 2002; Nelson & Cox, 2002). 

 Acetato, propionato e butirato são absorvidos em taxas semelhantes em 

diferentes regiões do cólon. Uma vez absorvidos, são metabolizados em três 

grandes sítios no organismo: nas células epiteliais do ceco e cólon, que 

utilizam o butirato como principal substrato energético e de manutenção; 

células do fígado que metabolizam o butirato residual juntamente com o 

propionato na via de gliconeogênese e 50 a 70% do acetato; e células 

musculares, que geram energia através da oxidação do acetato residual 

(Márquez, 2003; Roberfroid, 2005; Wong et al., 2006). Assim, o butirato é 

praticamente todo oxidado na mucosa do cólon, e o acetato e o propionato são 

utilizados pelo organismo como substrato energético em diferentes sítios, 

sendo o propionato usado principalmente pelo fígado na gliconeogênese, e o 

acetato na lipogênese, atingindo também tecidos periféricos (Márquez, 2003). 

 

Butirato 

 

 Dentre os ácidos graxos de cadeia curta, o ácido butírico é o mais 

importante no metabolismo do colonócito, visto que cerca de 95% do butirato 

produzido é metabolizado pelo mesmo. A ordem de utilização de combustíveis 

respiratórios pelo colonócito é butirato > acetoacetato > glutamina > glicose 

(Ramos et al., 1999; Wong et al., 2006; Hamer et al., 2008). Já na década de 

80 a oxidação do butirato foi demonstrada utilizando suspensões de 

colonócitos humanos e murinos, e, após absorvido, o butirato é rapidamente 
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oxidado e convertido a corpos cetônicos, como o acetoacetato e o β-

hidroxibutirato, envolvidos com a síntese de ATP (Roediger, 1980). O 

metabolismo do butirato pode também ativar proteinases específicas, 

promovendo o trofismo celular pela geração, através da acetil-CoA, do 

mevalonato, que atua na via da biossíntese do colesterol e na ativação da 

proteína G (Márquez, 2003). Defeitos no metabolismo do butirato podem estar 

envolvidos na patogênese da colite ulcerativa, pois colonócitos de pacientes 

com esta doença oxidam menos butirato que colonócitos sem anormalidades 

na mucosa (Ohkusa et al., 2003). 

 Além de ser uma importante fonte de energia para os colonócitos, o 

butirato também influencia várias funções celulares que afetam a saúde do 

cólon. Possui efeitos anticarcinogênicos e anti-inflamatórios, pode alterar a 

barreira intestinal e tem um papel na saciedade e no estresse oxidativo 

(Pomare et al., 1985; Jankowski et al., 1994; Hallert et al., 2003; Menzel et al., 

2004; Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008). 

 Um dos efeitos propostos para o butirato é a prevenção e inibição de 

câncer de cólon; exposição in vitro de linhagens de células tumorigênicas a 

butirato leva a efeitos anticarcinogênicos pela indução da apoptose celular, 

inibição da proliferação e promoção de fenótipos mais diferenciados, ao 

contrário do seu efeito em células intestinais sadias ou naquelas de modelos de 

inflamação (Heerdt et al., 1994; Ramos et al., 1997; Velazquez et al., 1997; 

Velazquez & Rombeau, 1997; Ramos et al., 1999; Hallert et al., 2003; Ohkusa 

et al., 2003; Menzel et al., 2004; Hamer et al., 2008). 

 Butirato também potencializa a ação de agentes quimioterápicos. 

Tratamento de linhagens celulares de leucemia linfoblástica aguda com este 

nutriente sinergicamente aumentou os efeitos citotóxicos de antineoplásicos 

como o Ara-C e o etoposídeo, resultando em redução significativa da 

proliferação celular (Ramos et al., 2004; dos Santos et al., 2009). 

 Esta propriedade anticarcinogênica se deve, principalmente, à 

capacidade de hiperacetilação de histonas exercida por este nutriente (Archer 

& Hodin, 1999; Chai et al., 2000; Mandal et al., 2001). Estudos in vitro mostram 

que o butirato pode inibir a enzima histona desacetilase, o que torna as 

histonas mais acetiladas, afetando a organização da cromatina. Isso permite 

que o DNA se torne mais acessível a fatores de transcrição responsáveis por 
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ativar genes específicos para a apoptose (Davie, 1997; Koyama et al., 2000; 

Anderson et al., 2001; Ramos et al., 2002; Saemann et al., 2002a). O 

tratamento de linhagens celulares de câncer de cólon com butirato levou a 

significativa hiperacetilação das histonas H3 e H4, além da maior expressão 

gênica de p21, proteína que exerce atividade supressora em células tumorais 

(Hinnebusch et al., 2002; Sanderson, 2007). 

 O efeito paradoxal do butirato nas células normais e neoplásicas pode 

ser explicado pelos diferentes perfis metabólicos dessas células. As células 

neoplásicas não utilizam o butirato como combustível energético, preferindo 

outros substratos, como a glicose. Este mecanismo permite que este nutriente 

possa agir preferencialmente sobre a regulação da expressão gênica, 

induzindo apoptose nestas células com ciclo celular anormal (Ramos et al., 

1999; Andriamihaja et al., 2008). 

 Butirato também afeta componentes da barreira de defesa colônica, 

garantindo proteção contra antígenos do lúmen, pela regulação da expressão 

de genes e enzimas. O butirato, a baixas concentrações, induz diminuição na 

permeabilidade intestinal, relacionada com a expressão de proteínas 

responsáveis pela junção celular, mas a altas concentrações, ao contrário, 

esse composto parece aumentar esta permeabilidade (Kinoshita et al., 2002; 

Menzel et al., 2004; Peng et al., 2007; Hamer et al., 2008). Este ácido graxo 

também evita translocação bacteriana, levando a proteção contra 

Campylobacter jejuni (Van Deun et al., 2008). 

 Estudos mostram efeito do butirato no aumento da síntese de mucina e 

também na maior expressão de tff3, gene responsável pela síntese de fatores 

trefoils, que são peptídeos constituintes do muco (Finnie et al., 1995; Barcelo et 

al., 2000; Song et al., 2006). 

 Muitos estudos indicam que metabólitos bacterianos, como o butirato, 

podem afetar a resposta imune do hospedeiro, exercendo atividade 

imunomodulatória (Hond et al., 1998; Saemann et al., 2000; Saemann et al., 

2002a; Ohkusa et al., 2003; Kanauchi et al., 2006; Kato et al., 2007). 

 Butirato pode exercer uma atividade anti-inflamatória através da inibição 

da produção e/ou sinalização de IFN-γ e da diminuição da expressão de TNF-

α, IL-1β, IL-6, IL-8, iNOS e de metaloproteinases. Além disso, aumenta a 

expressão de IL-10 em monócitos humanos (Wachtershauser et al., 2000; 
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Kanufre, 2002; Kinoshita et al., 2002; Hallert et al., 2003; Menzel et al., 2004; 

Dubuquoy et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008). Butirato também tem 

múltiplos efeitos em leucócitos, particularmente em células polimorfonucleares, 

alterando o pH citoplasmático, a concentração de cálcio, o metabolismo do 

oxigênio, a fagocitose, a proliferação celular e a distribuição de actina dentro da 

célula (Dianzani et al., 2006; Vinolo et al., 2011). 

 Dentre os mecanismos propostos para a ação imune do butirato a 

supressão do fator nuclear kappa B (NF-kB) é a mais estudada. O NF-κB é um 

fator de transcrição que controla a expressão de genes que codificam citocinas 

pró-inflamatórias, enzimas indutoras da inflamação, moléculas de adesão, 

fatores de crescimento, algumas proteínas de fase aguda e receptores imunes 

(Wu et al., 1999; Inan et al., 2000; Segain et al., 2000; Place et al., 2005; Song 

et al., 2006; Sanderson, 2007; Kumar et al., 2009). Em condições fisiológicas, o 

NF-κB é regulado através da ligação de moléculas inibidoras conhecidas como 

IκB. Várias são as IκB, sendo as principais IκB-α, IκB-β, IκB-Є, p105 e p100. A 

ativação deste fator de transcrição requer uma fosforilação dependente de 

ubiquitinação com subsequente degradação, no proteassoma, de uma ou mais 

moléculas de IκB. A estimulação e ativação celular resulta na fosforilação da 

subunidade IκB, pela enzima IκB-β-cinase, que leva a ativação do NF-κB que 

se transloca para o núcleo, ativando a expressão de múltiplos genes pró-

inflamatórios (Baeuerle, 1998; Crinelli et al., 1999; Hatakeyama et al., 1999). 

 Estudos demonstram que o butirato pode modular a atividade do NF-κB 

em diferentes tipos celulares, incluindo linhagens de células cancerosas, 

células isoladas da lâmina própria do cólon, macrófagos, neutrófilos e 

monócitos (Wu et al., 1999; Chakravortty et al., 2000; Segain et al., 2000). A 

habilidade do butirato em modular a atividade do NF-κB está relacionada ao 

seu potencial em inibir as proteínas desacetilases, em ação semelhante à 

observada com a histona desacetilase, inibindo a ativação deste fator de 

transcrição (Velazquez et al., 1997; Velazquez & Rombeau, 1997). 

 Outros estudos relacionam a ação do butirato no sistema imunológico, 

tanto com ações ligadas à imunidade inata como à imunidade adquirida. Um 

estudo com células semelhantes aos adenocarcinomas de enterócitos 

humanos da linhagem Caco-2 e células semelhantes a monócitos humanos da 

linhagem U937 demonstrou que o butirato é capaz de proteger a barreira 
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epitelial, bem como inibir a secreção de TNF-α e aumentar a produção da 

citocina IL-10 (van Nuenen et al., 2005). Resultados semelhantes a esse último 

trabalho foram encontrados com macrófagos de lavado peritoneal de animais 

C57BL/6 (Soderberg et al., 2004). Ao butirato também foram atribuídos outros 

efeitos como diminuição da expressão de moléculas de adesão VCAM-1 e E-

selectina em células endoteliais do cordão umbilical de humanos, redução da 

produção de IL-12 e TNF-α por monócitos, mudança da morfologia e fenótipo 

de células dendríticas, inibição da liberação de mediadores inflamatórios por 

mastócitos e neutrófilos (Miller & Wolin, 1979; Saemann et al., 2002a; 

Saemann et al., 2002b; Menzel et al., 2004; Scheppach & Weiler, 2004; 

Zapolska-Downar et al., 2004; Diakos et al., 2006; Vinolo et al., 2011). 

 Com relação à imunidade adaptativa, estudos com linfócitos 

provenientes de linfonodos mesentéricos demonstraram que o butirato possui 

efeito imunomodulador com ação inibitória semelhante ao encontrado para 

células da imunidade inata como macrófagos, neutrófilos e células dendríticas. 

Em cultura de linfócitos, a adição de butirato ao meio de cultura inibiu a 

produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-2 e IFN-γ, além de 

promover mudança fenotípica das células Th1 para células Th2, devido a 

defeitos na produção de IL-12 e supressão da expressão do receptor desta 

mesma citocina (Saemann et al., 2000; Saemann et al., 2002a; Cavaglieri et al., 

2003). 

 Em humanos, estudos relatam que cinco entre dez pacientes com colite 

ulcerativa responderam à administração de butirato, refletindo em melhora da 

inflamação, e ainda outros trabalhos demonstraram que pacientes que tiveram 

falhas na terapia medicamentosa com corticóides responderam bem à 

administração de ácidos graxos de cadeia curta (Scheppach et al., 1992b; Patz 

et al., 1996; Scheppach, 1996). Mais estudos clínicos avaliaram o uso de 

butirato no tratamento de colite ulcerativa e mostraram melhora em parâmetros 

histológicos e inflamatórios, menor ativação de NF-κB e menor infiltração de 

células inflamatórias na mucosa colônica (Scheppach et al., 1992a; Luhrs et al., 

2002). A combinação de butirato com drogas anti-inflamatórias, como a 

mesalazina, também se mostrou eficiente nestes pacientes (Vernia et al., 

2003). Entretanto, esses efeitos são contestados por outros estudos que, com 

métodos semelhantes, apresentaram resultados opostos (Steinhart et al., 1996; 
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Breuer et al., 1997). Assim, as concentrações adequadas de ácidos graxos de 

cadeia curta ou de butirato, a frequência e a duração do tratamento com 

enemas ainda não estão bem esclarecidas em humanos. Inconvenientes 

relacionados ao número amostral insuficiente, uso prolongado de enemas e 

fontes diferentes do nutriente (diretamente, através de enemas e injeções 

intraretal e intracecal, ou indiretamente, pela inoculação de bactérias 

produtoras de butirato, como Clostridium butyricum e Eubacterium limosum, ou 

por consumo de fibras terapêuticas tipo mucilagens e derivados, como 

germinated barley foodstuff - GBF) são as principais limitações dos estudos 

clínicos e contribuem para resultados controversos (Kanauchi et al., 1999a; 

Kanauchi et al., 1999b; Videla et al., 2001; Isono et al., 2007; Hamer et al., 

2008). Quando se trata de administração oral de butirato, são muito poucos os 

estudos in vivo e estes apresentam resultados contraditórios (Kanauchi et al., 

1999b; Moreau et al., 2003; Vieira et al., 2011). 

 Butirato pode ainda reduzir o estresse oxidativo secundário à 

inflamação. Estudo analisando a oferta oral de butirato observou diminuição da 

infiltração de neutrófilos e eosinófilos em modelo de colite experimental 

induzida por DSS (Vieira et al., 2011). A diminuição destas células confere 

menor produção de espécies reativas de oxigênio no tecido intestinal e 

contribui para a diminuição do estresse oxidativo (Souza, 2001; Naito et al., 

2007). 

 Estudos in vitro demonstraram que a redução do estresse oxidativo está 

relacionada com ativação de sistemas de reparo de DNA e de enzimas 

antioxidantes (Hamer et al., 2008). A incubação de células colônicas com 

butirato resultou em diminuição do dano ao DNA induzido pelo peróxido de 

hidrogênio e em maior atividade do sistema glutationa-S-transferase 

(Abrahamse et al., 1999; Rosignoli et al., 2001). 

 Apesar de todas estas ações, o uso clínico do butirato é limitado por sua 

vida útil curta (entre 3 e 4 horas), metabolismo e excreção rápidos, além dos 

efeitos colaterais, como cefaleia, náusea, anorexia, entre outros. A 

administração por via retal também é possível e a forma mais utilizada. Em 

pacientes com doença inflamatória intestinal é comum a indicação de enemas 

para aumento da concentração de butirato no cólon, contudo, seu uso tem 

baixa aceitabilidade por parte dos pacientes por ser um procedimento 
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incômodo e que necessita de aplicação várias vezes ao dia (Dianzani et al., 

2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008). 

Existem algumas alternativas para aumentar a quantidade de butirato no 

ambiente intestinal. Uma delas é o uso de micropartículas de butirato que 

envolvem o composto até sua chegada ao intestino, onde se dissolvem e 

liberam seu conteúdo no ambiente intestinal, diminuindo algumas 

desvantagens do butirato, além de aumentar o tempo de exposição do 

composto, levando em consideração que sua liberação de dentro das 

micropartículas é feita lentamente (Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer 

et al., 2008). Estudo comparando o efeito anti-inflamatório de butirato e de 

micropartículas de butirato mostrou que o uso das micropartículas seria 

favorável, uma vez que elas foram mais eficientes do que o butirato isolado na 

diminuição da adesão de células polimorfonucleares, da produção de íons 

superóxidos e da liberação de mieloperoxidase por neutrófilos (Dianzani et al., 

2006). 

 

Tributirina 

 

Outra alternativa interessante é a ingestão de tributirina, triglicerídeo 

constituído por três moléculas de ácido butírico esterificadas ao glicerol (Hamer 

et al., 2008). A tributirina, presente em leite e derivados, é hidrolisada por 

lipases mais rapidamente do que os triglicerídeos de cadeia longa e libera 

moléculas de ácido butírico no meio intestinal. Além disso, pode ser absorvida 

como um triglicerídeo intacto, e, uma vez no interior da célula epitelial intestinal, 

é rapidamente hidrolisada em butirato por lipases celulares (Sgarbieri & 

Pacheco, 1999; Edelman et al., 2003) 

O uso de tributirina levaria a diminuição e até eliminação dos efeitos 

indesejáveis do butirato. Além disso, sendo fisicamente um óleo, seria 

facilmente usada como suplementação em doenças inflamatórias como a colite 

ulcerativa (Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008). 

Ainda não existem muitos trabalhos testando este composto in vivo. Um 

trabalho ex vivo mostrou que o uso da tributirina reduziu recrutamento de 

neutrófilos ao sítio inflamatório e também inibiu a produção de citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α e CINC-2αβ) e de óxido nítrico por neutrófilos (Vinolo et 
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al., 2011). Outro estudo in vitro provou que tributirina é mais ativa que butirato 

na diferenciação de células de leucemia (Maier et al., 2000). 

Estudo testando toxidade e farmacocinética da tributirina em 

camundongos mostrou que apenas a altas concentrações, 10,3g/kg de peso do 

animal, a tributirina foi letal. As outras concentrações testadas não 

apresentaram toxicidade e a administração oral de tributirina levou a relevantes 

concentrações de butirato no plasma, cinco minutos após a administração, com 

picos entre 15 e 60 minutos (Egorin et al., 1999). 

A análise da tributirina em humanos foi feita com pacientes com 

diferentes tipos de câncer. Observou-se que a tributirina, oferecida via oral a 

concentrações de 150 a 200mg/kg de peso do paciente por três vezes 

diariamente, foi bem tolerada por meses, e, apesar de variações, a média de 

concentração plasmática obtida com o uso de tributirina foi de 52µM, nível este 

que é consistente com ação biológica. Além disso, a toxicidade foi mínima e 

muitos dos pacientes que participaram da pesquisa reportaram melhora no 

bem-estar, no apetite e no controle da dor (Edelman et al., 2003). 

Estudos com tributirina ainda não mostram seus efeitos e mecanismos 

de ação em doenças inflamatórias intestinais, campo que ainda precisa ser 

pesquisado. 
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Justificativa 

 

Como a colite ulcerativa, uma doença úlcero-inflamatória crônica e 

recidivante, mostra uma incidência que vem aumentando progressivamente em 

todo o mundo, é fundamental que novos tratamentos sejam testados e os 

mecanismos envolvidos compreendidos para que novas estratégias clínicas 

possam ser desenvolvidas. Sabendo-se da ação trófica e anti-inflamatória do 

butirato no cólon, mas também conhecendo os efeitos colaterais que seu uso 

acarreta, torna-se importante avaliar os efeitos e conhecer os mecanismos de 

ação da tributirina, um potencial adjuvante para o tratamento da doença, uma 

vez que o seu uso poderia trazer os benefícios sem apresentar os efeitos 

indesejáveis observados com o ácido graxo. 
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Objetivos 

 

Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito da tributirina administrada oralmente na colite 

experimental induzida por sulfato de sódio dextrano (DSS) em camundongos 

C57BL/6 e determinar seus possíveis mecanismos de ação. 

 

Objetivos Específicos 

 

- Avaliar a intensidade da colite em animais C57BL/6 tratados ou não com 

tributirina através de sinais clínico-histológicos: acompanhamento da evolução 

ponderal, consumo alimentar, presença de sangue oculto nas fezes, 

comprimento do cólon e morfometria do cólon. 

- Avaliar o perfil imunológico e suas alterações devido à indução de colite e 

administração de tributirina em animais C57BL/6 através de: 

- quantificação de leucócitos totais e suas populações no sangue; 

- quantificação das populações de linfócito B, linfócito T, linfócito T 

regulador, célula dendrítica e macrófago em baço, linfonodo cecal e cólon; 

- quantificação de eosinófilos e neutrófilos por atividade enzimática no 

cólon; 

- quantificação de adesão e rolamento de leucócitos na microcirculação 

colônica; 

- quantificação de citocinas presentes no cólon. 

- Avaliar a ação da tributirina na permeabilidade da mucosa intestinal em 

animais C57BL/6 após a indução da colite. 

- Avaliar o efeito da indução da colite e da suplementação com tributirina no 

estresse oxidativo colônico. 

- Avaliar a ação da tributirina na mucosa colônica durante a indução da colite 

em animais C57BL/6 através de: 

 - morfometria colônica; 

 - quantificação de eosinófilos e neutrófilos por atividade enzimática no 

cólon; 

 - análise do estresse oxidativo colônico. 
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Material e Métodos 

 

Animais 

 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos e fêmeas de sete a 

nove semanas de idade, obtidos e mantidos no Biotério Ênio Cardillo Vieira, do 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB), Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG). Os animais usados na citometria de fluxo para a marcação FOXP3 

foram animais C57BL/6 GFP para FOXP3, com sete semanas de idade, 

obtidos no Biotério do Laboratório de Imunobiologia e mantidos no Biotério Ênio 

Cardillo Vieira. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com ciclo 

claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada (22°C ± 2°C) e acesso livre a 

dieta e água. 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética de Experimentação Animal 

da UFMG (CETEA/UFMG), com protocolo de número 223/2008 (Anexo 1). 

 

Dieta e Soluções 

 

Os animais foram alimentados com dieta AIN-93M (Reeves et al., 1993) 

suplementada ou não com 0,5% de tributirina (Tabela 1). 

A indução da colite experimental foi realizada dissolvendo-se o sulfato 

de sódio dextrano (DSS, peso molecular 36,000-50,000, MP Biomedicals) na 

água administrada aos animais na concentração de 2,0% (peso/volume) 

(Okayasu et al., 1990). 
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Tabela 1 – Composição das dietas utilizadas 

Ingrediente 
Quantidade (g/kg de 

dieta) – AIN-93M 

Quantidade (g/kg de 

dieta) – AIN-93M 

suplementada 

Amido de milho 465,69 465,69 

BHT (hidroxitolueno 

butilado) 
0,008 0,008 

Bitartarato de colina 2,5 2,5 

Caseína 140 140 

Celulose 50 50 

L-cistina 1,8 1,8 

Maltodextrina 155 155 

Mix de minerais para AIN-

93M 
35 35 

Mix de vitaminas para AIN-

93M 
10 10 

Óleo de soja 40 40 

Sacarose 100 100 

Tributirina - 5 

 

Delineamento Experimental 

 

Os camundongos foram divididos em quatro grupos: 1- sem indução de 

colite e sem suplementação dietética de tributirina (grupo CONTROLE), 2- sem 

indução de colite e com suplementação dietética de tributirina (grupo TBT), 3- 

com indução de colite e sem suplementação dietética de tributirina (grupo 

COLITE) e 4- com indução de colite e com suplementação dietética de 

tributirina (grupo COLITE + TBT). Os animais dos grupos CONTROLE e 

COLITE receberam dieta AIN-93M e os animais dos grupos TBT e COLITE + 

TBT receberam dieta AIN-93M com suplementação de tributirina a 0,5% 

durante 15 dias. O DSS, para indução da colite, foi introduzido no 7° dia, e a 

água com este composto foi oferecida até o 15° dia (Figura 1). No 15° dia 
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experimental, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com solução 

de ketamina (10%) e xilazina (2%) para retirada de sangue e órgãos. 

 

 

Figura 1 – Delineamento experimental 

 

Evolução Ponderal, Consumo Alimentar e Consumo Hídrico 

 

 Semanalmente foram avaliados, com balança semi-analítica, peso, 

consumo alimentar e consumo hídrico dos animais. A presença de sangue 

oculto nas fezes foi avaliada por meio de cartelas para detecção de sangue 

(INLAB, Diagnostica São Paulo, BR) a partir do segundo dia após a introdução 

do DSS. 

 

Análise Histológica do Cólon 

 

 O cólon usado para análise das condições histológicas foi retirado, 

medido com régua milimetrada e colocado imediatamente em solução de 

formol tamponado 10%, para fixação, por aproximadamente 4 horas. O órgão 

foi então enrolado da porção proximal para a distal formando um rocambole, 

processado para inclusão em paraplast para cortes histológicos de 10μm e 

coloração com hematoxilia e eosina. A observação dos cortes foi feita por 

patologista, de forma cega, em microscópio óptico acoplado a uma câmera 

para captação de imagens, que foram analisadas no programa Image Pro Plus 

(Media Cybernetics, MD, EUA). O sistema de escore semi-quantitativo foi 

baseado no descrito por McCafferty (McCafferty et al., 2000) no qual são 

classificadas as seguintes características: extensão da destruição da 
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arquitetura da mucosa (0: normal; 1: leve; 2: moderada; 3: dano extensivo), 

presença e grau de infiltração celular (0: normal; 1: leve; 2: moderada; 3: 

infiltração transmural), extensão do espessamento do músculo (0: normal; 1: 

leve; 2: moderada; 3: espessamento extensivo), presença ou ausência de 

abscessos das criptas (0: ausente; 1: presente) e presença ou ausência de 

depleção das células caliciformes (0: ausente; 1: presente). Os escores para 

cada característica são somados, e o escore máximo possível é de 11. 

 

Análise da Permeabilidade Intestinal 

 

Para avaliação da permeabilidade da mucosa intestinal, os animais, no 

dia do sacrifício, receberam por gavagem 100μL de solução com fármaco ácido 

dietilenoaminopentacético (DTPA) marcado com 3,7 MBq 99mTecnécio (99mTc) 

sob a forma de pertecnetato de sódio (Na99mTcO4), obtido por gerador de 

99molibdênio/99mtecnécio (IPEN/CNEM, São Paulo, Brasil). Quatro horas após a 

gavagem, os animais foram anestesiados para exanguinação pelo plexo axilar 

e alíquota de 400μL de sangue foi retirada e submetida à determinação da 

radiação por meio de cintilador de poço automático (ANSR, Abbott®, EUA). Os 

resultados foram comparados com o padrão de dose e o percentual de dose da 

radiação encontrada no sangue foi calculado de acordo com a seguinte 

fórmula: 

% dose = (CPM do sangue x 100)/CPM do padrão de dose 

sendo CPM = contagem por minuto. 

 

Perfil Imunológico 

 

Análise Indireta de Eosinófilos e Neutrófilos no Cólon 

 

 Foram medidas as atividades das enzimas mieloperoxidase e 

peroxidase de eosinófilos, presentes em neutrófilos e eosinófilos, 

respectivamente (Werner & Szelenyi, 1992). Para isso, o cólon foi limpo com 

PBS 1x, medido com régua milimetrada, pesado em balança analítica e 

separado em duas partes, uma para análise indireta da presença de neutrófilo 

(40mg) e outra para análise indireta da presença de eosinófilo (20mg). 
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 Para quantificação da enzima mieloperoxidase, as amostras foram 

pesadas, homogeneizadas em 760µL de tampão fosfato e centrifugadas a 

10000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o 

precipitado ressuspendido em 600µL de salina 0,2% e 600µL de salina 1,6% 

acrescida de 5% de glicose e centrifugado novamente a 10000 rpm por 10 

minutos a  4°C. O sobrenadante foi novamente desprezado e o precipitado foi 

ressuspendido em 760µL de HETAB (brometo de hexadeciltrimetilamonio) 

0,5% diluído em tampão fosfato. As amostras foram então congeladas e 

descongeladas, por 3 vezes, em nitrogênio líquido. As suspensões foram 

centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado 

para o ensaio enzimático. Para isso, adicionam-se 25µL das amostras diluídas 

(1:3) a uma placa de 96 poços. Às amostras, adicionam-se 25µL de substrato 

para a mieloperoxidase, TMB (3,3’, 5,5’- tetrametilbenzidina – Sigma) diluído 

em DMSO (dimetil sulfóxido – Sigma) e procede-se à incubação a 37°C por 5 

minutos. Após este tempo, adiciona-se 100µL de peróxido de hidrogênio a 

0,002% e novamente incuba-se a 37°C por 5 minutos. Para interromper a 

reação acrescentam-se 100µL de ácido sulfúrico (H2SO4) a 1M. A absorbância 

foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 450nm. Os 

resultados foram expressos em unidades arbitrárias. 

 Para quantificação da enzima peroxidase de eosinófilos, as amostras 

foram pesadas, homogeneizadas em 380µL de PBS 1x e centrifugadas a 

10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Foram adicionados 300µL de solução salina 

0,2% e 300µL de solução salina 1,6%, acrescida de 5% de glicose e as 

amostras foram novamente homogeneizadas e centrifugadas a 10000 rpm por 

10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi 

ressuspendido em 380µL de HETAB 0,5%, diluído em PBS 1x. Em seguida as 

amostras foram congeladas e descongeladas, por 3 vezes, em nitrogênio 

líquido. As suspensões foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C 

e o sobrenadante utilizado para o ensaio enzimático. Para isso, adicionam-se 

75µL das amostras a uma placa de 96 poços. Às amostras, acrescentam-se 

75µL do cromógeno OPD (1,2 diaminobenzeno, 1,2 fenilenodiamina – Sigma) 

diluído em tampão Tris-HCl a 0,075mM acrescido de peróxido de hidrogênio a 

6,6 mM e procede-se incubação a temperatura ambiente por 30 minutos ao 

abrigo da luz. Então, interrompe-se a reação com adição de 50µL de ácido 
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sulfúrico (H2SO4) a 1M. A absorbância foi medida por espectrofotometria em 

comprimento de onda de 492nm. Os resultados foram expressos em unidades 

arbitrárias. 

 

Análise do Perfil Leucocitário por Citometria de Fluxo 

 

 Baço e linfonodo cecal foram tratados para retirada de leucócitos para 

citometria de fluxo. O cólon foi tratado para retirada de leucócitos presentes na 

lâmina própria e então estas células foram utilizadas na análise. 

As suspensões celulares foram preparadas de acordo com Taylor 

(Taylor et al., 1987). Brevemente, linfonodo cecal foi colocado em 2mL de meio 

RPMI completo, macerado, centrifugado a 1200 rpm por 7 minutos a 4°C, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 500µL de meio 

RPMI 1640 completo. Baço foi colocado em 2mL de meio RPMI completo, 

macerado, centrifugado a 1200 rpm por 7 minutos a 4°C, o sobrenadante foi 

desprezado, e então foram adicionados 9mL de água destilada e 1mL de PBS 

10x. A suspensão foi centrifugada a 1200 rpm por 7 minutos a 4°C, o 

sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 1mL de meio 

RPMI completo. Tanto as suspensões de linfonodo cecal quanto de baço foram 

contadas em câmara de Neubauer para determinação da quantidade de células 

utilizando-se o corante eritrosina. 

Para retirada de células da lâmina própria (Santiago et al., 2011), o cólon 

foi removido, lavado três vezes com 15mL de solução de HBSS 1x e incubado 

em 25mL de meio IEL sob agitação por 30 minutos a 37°C. A solução contendo 

o tecido foi então agitada vigorosamente por 25-30 segundos, filtrada e o 

sobrenadante descartado. O tecido foi incubado com 30mL de colagenase tipo 

2 (400U/mL - Sigma) em meio HBSS 1x sob agitação por 30-40 minutos a 

37°C, macerado, filtrado e centrifugado em 30mL de meio IEL a 1400 rpm por 5 

minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido 

em 12mL de meio IEL, centrifugado novamente a 1400 rpm por 10 minutos a 

4°C, o sobrenadante foi mais uma vez descartado e o precipitado ressupendido 

em 200µL de meio IEL. 

As suspensões celulares (25µL) foram plaqueadas em placa de 96 

poços de fundo U juntamente com 10µL dos anticorpos; as amostras foram 
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incubadas por 30 minutos a 4°C no escuro, lavadas duas vezes com 175µL de 

PBS 1x adicionado de azida a 0,01% e centrifugadas a 1300 rpm por 7 minutos 

a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, as amostras foram fixadas com 200µL 

de solução fixadora contendo 10g/L de paraformaldeído e transferidas para 

tubos de contagem. As amostras foram lidas em citômetro de fluxo (FACScan – 

Becton Dickinson), a aquisição dos dados foi feita com o programa 

CELLQuestTM e a análise com o programa FlowJo 7.6. Para cada 

imunofenotipagem, foram coletadas informações relativas aos aspectos 

morfométricos de tamanho e granulosidade, bem como aspectos 

imunofenotípicos de 30.000 eventos para linfonodo cecal e baço e de 10.000 

eventos para lâmina própria. 

Nos três tecidos analisados, foram feitas marcações para determinação 

da presença e ativação de: 

- célula dendrítica: CD11c MOMA; 

- monócito e macrófago: MOMA CD80; 

- linfócito B: CD19 CD5 CD21; 

- linfócito T auxiliar: CD4 CD44 CD69; 

- linfócito T regulador: CD4 CD25 LAP e CD4 CD25 FOXP3. 

Os resultados foram obtidos utilizando-se a estratégia de análise 

convencional. Esse tipo de análise consistiu na seleção da população celular 

de interesse, baseada em aspectos morfométricos, através de gráficos de 

distribuição pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). Após a 

seleção da região de interesse (R1), o percentual de subpopulações celulares 

fluorescentes, dentro da população selecionada, foi obtido em gráficos 

bidimensionais de distribuição pontual de fluorescência, como mostrado nas 

figuras abaixo. 
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Figura 2 – Populações de linfócitos (A) e de monócitos/macrófagos/célula 

dendrítica (B). 

 

Figura 3 – Delimitação dos quadrantes para análise dos marcadores CD11c e 

MOMA, dentro da população de monócitos/macrófagos/célula dendrítica. 

 

A B 
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Figura 4 – Delimitação da marcação de MOMA positivo (A), dentro da 

população de monócitos/macrófagos/célula dendrítica e de CD80 positivo (B), 

dentro da população positiva para MOMA. 

 

Figura 5 – Delimitação da marcação de CD4 positivo (A) e de CD19 positivo 

(B), ambos dentro da população de linfócitos. 

A B 

A B 
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Figura 6 – Delimitação da marcação de CD44 positivo (A) e da marcação de 

CD69 positivo (B), ambos dentro da população positiva para CD4. 

 

 

Figura 7 – Delimitação da marcação de CD5 positivo (A) e da marcação de 

CD21 positivo (B), ambos dentro da população positiva para CD19. 

 

 

A B 

A B 
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Figura 8 – Delimitação dos quadrantes para análise dos marcadores CD25 e 

LAP (A) e dos marcadores CD25 e FOXP3 (B), ambos dentro da população 

positiva para CD4. 

 

Contagem Total de Leucócitos no Sangue 

 

 No dia do sacrifício, foi retirado sangue da veia caudal para contagem de 

leucócitos totais no sangue. O sangue retirado foi adicionado ao corante Turk, 

responsável pela lise de eritrócitos, numa diluição de 1:10 e a contagem foi 

feita em câmara de Neubauer, sendo contadas as células presentes nos quatro 

quadrantes externos. Após a contagem, o número total de leucócitos foi dado 

pela fórmula: 

n° total de leucócitos = somatório do n° de células nos quadrantes x 2,5 

x 10 

sendo 10 o fator de diluição e 2,5 o fator relacionado ao volume da câmara. 

 

Contagem Diferencial de Leucócitos no Sangue 

 

 Para a contagem diferencial de leucócitos no sangue foi feito esfregaço 

de boa qualidade corado pelo kit Panótico Rápido (LaborClin, Pinhais, PR), e 

levado ao microscópio para observação. A avaliação da lâmina foi feita com 

objetiva de 100x. A contagem de células foi realizada da metade para o fim da 

borda do esfregaço, em zigue-zague, totalizando a contagem de 100 células, 

entre neutrófilos, eosinófilos, monócitos, linfócitos e basófilos. 

A B 
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Análise de Rolamento e Adesão Leucocitários no Cólon por Microscopia 

Intravital 

 

 Para a realização da microscopia intravital, os camundongos em estado 

de jejum por 20 horas foram anestesiados intraperitonealmente com solução de 

ketamina (10%) e xilazina (2%). A veia jugular direita foi canulada, os animais 

receberam injeção intravenosa de rodamina 6G (Sigma Chemical Co. USA) 

(0,15mg/Kg), e o cólon foi exposto para a análise das interações entre 

leucócitos e endotélio na microcirculação. A microcirculação colônica foi 

visualizada através de um microscópio de fluorescência, com objetiva de 20x, 

(Nikon Eclipse, Japan) conectado a uma câmera (Nikon, Japan) que transmitia 

a imagem a um monitor de televisão. As imagens foram gravadas em DVD 

para análises posteriores. 

 Os leucócitos em rolamento foram avaliados contando-se o número de 

células que passavam por um determinado ponto da vênula por minuto. O 

leucócito foi considerado aderido, quando permaneceu estacionário por pelo 

menos trinta segundos, sendo a adesão leucocitária total quantificada como o 

número de células aderidas em 100µm de extensão da vênula (Dourado et al., 

2011). 

 

Análise de Citocinas no Cólon por ELISA 

 

 Foram analisadas as concentrações de citocinas no cólon. Para isso, o 

órgão foi limpo com PBS 1x, pesado em balança analítica (100mg), 

homogeneizado com 1mL de solução de extração de citocinas, centrifugado a 

10000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi usado no ensaio de 

ELISA. 

 O ensaio de ELISA, com duração de três dias, foi feito com kits de 

anticorpos (BD Systems, San Diego, CA, USA), seguindo o protocolo 

recomendado pelo fabricante. Brevemente, no primeiro dia a placa de 96 poços 

foi sensibilizada com 50µL de anticorpo de captura e incubada em câmara 

úmida no escuro a 4°C por 24 horas. No segundo dia, após lavar a placa 6 

vezes com PBS 1x acrescido de Tween 20 a 0,1% (Sigma), foi feito o bloqueio 

com 200µL de PBS 1x acrescido de albumina bovina a 1% (Sigma) por 1 hora. 
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A placa foi lavada 2 vezes com PBS 1x acrescido de Tween 20 a 0,1% 

(Sigma), 50µL das amostras foram adicionadas e foi feita incubação overnight 

em câmara úmida no escuro a 4°C. No terceiro dia, após lavar a placa 6 vezes 

com PBS 1x acrescido de Tween 20 a 0,1% (Sigma), foram acrescentados 

50µL do anticorpo de detecção e feita incubação por 1 hora em câmara úmida 

no escuro a 4°C; a placa foi lavada 6 vezes, foram acrescentados 50µL de 

estreptovidina e feita incubação por 45 minutos. A placa foi novamente lavada 

por 6 vezes, foram então acrescentados 50µL do cromógeno OPD (1,2 

diaminobenzeno, 1,2 fenilenodiamina – Sigma), as amostras foram incubadas 

por 30 minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e a reação foi parada 

com 20µL de ácido sulfúrico (H2SO4) a 1M. A absorbância foi medida por 

espectrofotometria em comprimento de onda de 490nm. Os resultados foram 

expressos em ng/mL depois de obtida a fórmula pela curva padrão. 

Foi analisada a concentração das citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-4, IL-1β, IL-

17, TGF-β e IL-10. 

 

Análise de Estresse Oxidativo no Cólon 

 

 Para análise do estresse oxidativo o cólon foi retirado, limpo com PBS 

1x, medido com régua milimetrada e pesado em balança analítica. O órgão 

(100mg) foi então homogeneizado com 1mL de PBS 1x gelado, centrifugado a 

12000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi 

separado para as análises descritas abaixo. 

 

Avaliação da peroxidação lipídica por TBARS (substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico) 

 

 A geração de radicais livres e a peroxidação lipídica são reações 

extremamente rápidas, que são, geralmente, mensuradas pelos seus produtos, 

principalmente as substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), entre 

as quais o malondialdeído (MDA) é a principal. A formação do MDA, pela 

quebra de ácidos graxos poli-insaturados, é um método conveniente para se 

determinar o grau de peroxidação lipídica, uma vez que o ácido tiobarbitúrico 
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reage com o MDA, formando um aduto na proporção de 2:1, sendo este 

detectado espectrofotometricamente. 

 A medida dos metabólitos, reativos ao ácido tiobarbitúrico, foi realizada 

em microplacas (Buege & Aust, 1978). Para isso, ao sobrenadante de cólon 

(250µL) foi adicionado 500µL da solução contendo ácido tricloroacético (TCA 

15%), ácido tiobarbitúrico (TBA 0,0375%) e ácido clorídrico (HCL 0,25 N). As 

amostras foram mantidas em banho-maria fervente por 15 minutos e então 

colocadas sob água corrente até esfriarem. Foram adicionados 750µL de álcool 

butílico, e os tubos foram vigorosamente agitados. As amostras foram 

centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, e 200µL do 

sobrenadante foram plaqueados, em duplicata. A absorbância foi medida 

espectrofotometricamente em comprimento de onda de 535nm, e os resultados 

foram normalizados pela concentração de proteína no cólon (Lowry et al., 

1951). 

 

Dosagem da Concentração de Hidroperóxidos no Cólon 

 

 O ensaio da oxidação ferrosa do xilenol orange consiste basicamente na 

oxidação de íons ferrosos (Fe2+) a férricos (Fe3+) sob condições ácidas pelos 

hidroperóxidos (Nourooz-Zadeh et al., 1994; Banerjee et al., 2002). O indicador 

utilizado é o xilenol orange, uma vez que se liga ao íon férrico produzindo um 

cromóforo azul-arroxeado, detectado espectrofotometricamente. 

 A medida da concentração de hidroperóxidos foi realizada em 

microplaca. No momento da realização do ensaio, uma parte da solução FOX 

(preparado pela dissolução do xilenol orange e do sulfato ferroso amoniacal em 

250mM de H2SO4 para uma concentração final de 1 e 2,5mM, respectivamente) 

foi diluída em nove partes da solução de metanol contendo 4,4mM de BHT 

(hidroxitolueno butilado), obtendo-se, assim, o reagente FOX-2. Para as 

dosagens, ao sobrenadante de cólon (20µL) foram acrescentados 180µL do 

reagente FOX-2, diretamente na microplaca, em duplicata, e o branco foi feito 

utilizando água deionizada no lugar do sobrenadante. Em seguida, as amostras 

foram mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos, e a absorbância foi 

medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 560nm. 
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 Na segunda etapa da técnica, foi realizada a redução dos hidroperóxidos 

com trifenilfostina (TPP). A TPP é utilizada como eficiente ferramenta para 

distinção entre peróxido de hidrogênio e peróxidos (não-H2O2), já que a 

presença de TPP indica o teor de peróxido de hidrogênio na amostra (Nourooz-

Zadeh et al., 1994; Banerjee et al., 2002). Ao sobrenadante do órgão (15µL) 

foram adicionados 5µL da solução de TPP em metanol (TPP a 10mM), 

diretamente na microplaca, em duplicata, e o branco foi feito utilizando água 

deionizada. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 30 

minutos, após este tempo foi acrescentado 180µL do reagente FOX-2. As 

amostras foram mantidas novamente a temperatura ambiente por mais 30 

minutos e a absorbância foi medida espectrofotometricamente em comprimento 

de onda de 560nm. 

 A concentração de hidroperóxidos foi estimada pelo coeficiente de 

extinção de hidroperóxidos, 4,3 x 10-4M-1, e pelo coeficiente de extinção do 

cromóforo azul-arroxeado produzido pelo xilenol orange, ao se ligar aos íons 

férricos, 1,5 x 10-4M-1. Para quantificar os hidroperóxidos da amostra foram 

subtraídas as dosagens com TPP daquelas sem TPP (sem TPP - com TPP = 

quantidade de hidroperóxidos da amostra), e o resultado foi normalizado pela 

concentração de proteína no cólon (Lowry et al., 1951). 

 

Dosagem da Atividade da Superóxido Dismutase no Cólon 

 

 A dosagem da atividade da superóxido dismutase (SOD) é baseada na 

sua habilidade de limpar radicais superóxidos (O2
-), diminuindo a razão de 

auto-oxidação do pirogallol (Dieterich et al., 2000). Para esta dosagem, em 

placa de 96 poços, foram adicionados 30µL do sobrenadante de cólon, 99µL do 

PBS 1x, 6µL do MTT (brometo de dimetiltiazol-difeniltetrazolium) e 15µL do 

pirogallol. No branco, o pirogallol foi substituído por PBS 1x, e no padrão a 

amostra foi substituída por PBS 1x. As amostras foram incubada por 5 minutos 

a 37ºC, a reação foi parada com 150µL de DMSO (dimetil sulfóxido) e a 

absorbância foi medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 

570nm. 

 Para o cálculo da atividade, foi considerado que 1 unidade (U) de SOD é 

capaz de evitar a auto-oxidação de 50% de pirogallol do padrão. Após a 
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normalização pela concentração de proteína no cólon (Lowry et al., 1951), o 

resultado foi expresso em unidades de SOD por mg de proteína. 

 

Dosagem da Atividade da Catalase no Cólon 

 

A dosagem da atividade de catalase se baseia no declínio da 

absorbância do peróxido de hidrogênio (H2O2), em comprimento de onda de 

240nm, pela metabolização deste pela catalase (2H2O2  2H2O + O2) (Nelson 

& Kiesow, 1972). 

Para esta dosagem, 25µL do sobrenadante do tecido já diluído (1:25) em 

PBS 1x foram acrescentados a 1mL de PBS 1x em cubeta de quartzo. Foram 

então acrescentados 25μL de solução de H2O2 0,3M e a absorbância foi 

medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 240nm por dois 

minutos. Os cálculos foram feitos pela diferença de leitura no tempo final pelo 

tempo inicial, dividido pelo volume (mL) da amostra e depois dividido por dois 

para obtenção do resultado da atividade da enzima em 1 minuto. Após a 

normalização pela concentração de proteína no cólon (Lowry et al., 1951), o 

resultado foi expresso em delta E por minuto por g de proteína. 

 

Dosagem de Proteína no Cólon 

 

 A dosagem da concentração de proteína em extrato colônico foi feito de 

acordo com Lowry (Lowry et al., 1951). Para isso, em 250µL de amostra diluída 

(1:50) foram adicionados 250µL da solução A (1 parte de sulfato de cobre, 1 

parte de tartarato de sódio e 100 partes de carbonato de sódio) e 25µL de Folin 

diluído (1:2). Imediatamente após o Folin, as amostras foram agitadas em 

vórtex e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. As amostras foram 

então plaqueadas (200µL) em placa de 96 poços e a absorbância foi medida 

espectrofotometricamente em comprimento de onda de 660nm. Os resultados 

foram expressos em mg/mL depois de obtida a fórmula pela curva padrão, feita 

com albumina. 
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Avaliação da Ação da Tributirina Durante a Indução da Colite Experimental 

 

Animais, Dieta, Soluções e Delineamento Experimental - 3 dias de DSS 

 

Para avaliação da ação da tributirina durante a indução da colite 

experimental, foi feito um delineamento com oferecimento de DSS por 3 dias.  

Para isso, camundongos C57BL/6 machos e fêmeas de sete a nove 

semanas de idade, obtidos e mantidos no Biotério Ênio Cardillo Vieira, do 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB), Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG), foram mantidos em gaiolas coletivas, com ciclo claro/escuro de 12 

horas, temperatura controlada (22°C ± 2°C) e acesso livre a dieta e água. 

Os camundongos foram divididos nos três grupos: 1- sem indução de 

colite e sem suplementação dietética de tributirina (grupo CONTROLE), 2- com 

indução de colite e sem suplementação dietética de tributirina (grupo COLITE) 

e 3- com indução de colite e com suplementação dietética de tributirina (grupo 

COLITE + TBT). Os animais dos grupos CONTROLE e COLITE receberam 

dieta AIN-93M e os animais do grupo COLITE + TBT receberam dieta AIN-93M 

com suplementação de tributirina a 0,5% durante 10 dias. O DSS, para indução 

da colite ulcerativa, foi introduzido no 7° dia, e a água com este composto foi 

oferecida até o 10° dia (Figura 9). No 10° dia experimental, os animais foram 

anestesiados intraperitonealmente com solução de ketamina (10%) e xilazina 

(2%) para retirada de órgãos. 

 

 

Figura 9 – Delineamento experimental com três dias de DSS 
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Análises do Delineamento Experimental - 3 dias de DSS 

 

Neste delineamento, foram analisados: 

- morfometria do cólon, 

- presença de eosinófilos e neutrófilos no cólon, pela atividade das 

enzimas peroxidase de eosinófilos e mieloperoxidase, 

- estresse oxidativo no cólon, por TBARS, dosagem de hidroperóxidos, 

atividade da superóxido dismutase e atividade de catalase. 

Os métodos estão devidamente descritos acima. 

 

Análise Estatística 

 

Os resultados foram avaliados, quanto à distribuição normal, pelo teste 

de Kolmogorov-Smirnov e quanto à presença de outliers pelo teste de Grubbs e 

pelo teste de Box-Plot. Os dados que assumiram distribuição normal foram 

submetidos ao teste ANOVA one-way, seguido pelo teste de comparações 

múltiplas de Newman-Keuls. Os dados que assumiram distribuição não 

paramétrica foram analisados pelo teste de ANOVA Kruskal-Wallis, seguido 

pelo teste de comparações múltiplas de Dunns.  

Os resultados foram expressos como média e erro padrão. As análises 

estatísticas foram realizadas com auxílio do software GraphPad Prism 5.0, e o 

nível de significância foi de 5% (p<0,05). 
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Resultados 

 

 Foram feitas análises de consumo alimentar, consumo hídrico, variação 

ponderal, comprimento do cólon, análise histopatológica e presença de 

eosinófilos e neutrófilos nos quatro grupos iniciais e não foi observadas 

diferenças estatísticas entre o grupo controle e o grupo TBT. Considerando 

essa igualdade estatística, somente o grupo controle foi utilizado para 

comparações estatísticas com os outros grupos experimentais, e os demais 

experimentos foram realizados com três grupos experimentais: grupo 

CONTROLE, grupo COLITE e grupo COLITE + TBT. 

 

Consumo Alimentar e Consumo Hídrico 

 

 O consumo alimentar não apresentou diferença durante os quinze dias 

de experimento entre os três grupos experimentais (Figura 10). Com o 

resultado de consumo alimentar, foi calculada a ingestão diária de tributirina, 

que mostrou que os animais ingeriram por volta de 20mg de tributirina/dia. 
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Figura 10 – Consumo alimentar durante o experimento. Grupo controle: AIN-

93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite 

(DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de 

tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão, em g/dia/animal. n=11/11/11. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls, p<0,05. 
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 Quanto ao consumo hídrico (Figura 11), o grupo controle apresentou 

maior consumo na segunda semana em relação aos outros grupos e em 

relação a ele mesmo na primeira semana. Os grupos colite e colite + TBT, na 

segunda semana, não apresentaram diferença quando comparados entre eles 

ou em relação ao consumo na primeira semana, indicando que o consumo de 

DSS foi similar entre os grupos experimentais. 
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Figura 11 – Consumo hídrico durante o experimento. Grupo controle: AIN-93M 

e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 

2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de 

tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão, em mL/dia/animal. n=11/11/11. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Variação Ponderal, Sangue Oculto nas Fezes e Comprimento do Cólon 

 

 Durante o experimento, os grupos colite e colite + TBT ganharam menos 

peso com a introdução do DSS, na segunda semana, em relação ao controle e 

em relação aos três grupos na primeira semana. Este resultado, ao menos no 

grupo colite, era esperado, pois diminuição do ganho de peso e até perda de 

peso é um dos sinais encontrados na colite experimental induzida por DSS, 

mas observa-se que não houve melhora com o uso da tributirina neste 

parâmetro clínico (Figura 12). Com a variação ponderal, foi calculada a dose de 

tributirina por quilo de peso, e esta dose foi por volta de 1g de tributirina/kg de 

peso do animal, mostrando que a dose oferecida neste trabalho está abaixo da 
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dose que foi letal (Egorin et al., 1999), indicando que a dose aqui utilizada seria 

segura e não mostraria toxicidade. 
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Figura 12 – Variação ponderal durante o experimento. Grupo controle: AIN-

93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite 

(DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de 

tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão, em gramas. n=13/13/12. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

 Não houve sangramento anal visível, e a presença de sangramento 

oculto foi detectada pelo teste de sangue oculto nas fezes em ambos os grupos 

com colite experimental, a partir do segundo dia após a introdução do DSS na 

água de beber dos animais. Esta presença permaneceu nestes dois grupos até 

o dia da eutanáisa. 

 O comprimento do cólon foi menor nos grupos colite e colite + TBT em 

relação ao controle (Figura 13). Apesar de não ter sido observada melhora 

neste parâmetro pela suplementação com tributirina, este resultado era 

esperado no grupo colite, uma vez que diminuição do comprimento colônico é 

um dos sinais da colite experimental induzida por DSS. 
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Figura 13 – Comprimento do cólon. Grupo controle: AIN-93M e sem indução 

de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo 

colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de tributirina e com 

indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como média±erro padrão, 

em centímetros. n=13/13/12. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras 

diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

 Estes resultados de sinais clínicos indicam indução da colite 

experimental nos grupos com DSS, apesar de não ter havido efeitos da 

tributirina na melhora destes parâmetros. O próximo passo foi a avaliação 

histológica do cólon, para comprovação desta indução e para avaliação de 

algum efeito positivo do nutriente. 

 

Análise Histológica 

 

A análise histológica mostrou efetiva indução da doença no grupo colite 

e ainda uma melhora substancial no grupo colite + TBT em relação ao grupo 

colite. A Figura 14 mostra o aspecto morfológico do cólon, observado em 

microscópio óptico, dos três grupos analisados. 
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Figura 14 – Aspecto morfológico do cólon. Quadro A: grupo controle, AIN-93M 

e sem indução de colite; quadro B: grupo colite, AIN-93M e com indução de 

colite (DSS 2% p/v); quadro C: grupo colite + TBT, AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v); 

quadro D: foco do infiltrado inflamatório do grupo colite, AIN-93M e com 

indução de colite (DSS 2% p/v). Aumento de 40 vezes (quadros A, B e C), e 

aumento de 200 vezes (quadro D). 

 

Na Figura 15 está apresentado o resultado do escore histopatológico, no 

qual o grupo colite + TBT difere estatisticamente do grupo colite, com valor 

menor, se aproximando do grupo controle. Analisando cada grupo, observa-se 

que o grupo controle se apresentou dentro dos padrões de normalidade, com 

arquitetura do cólon íntegra, presença de células caliciformes e ausência de 

infiltrado inflamatório na mucosa e submucosa. O grupo colite apresentou 

áreas com intensa ulceração, ausência de glândulas em grande parte da 

mucosa, depleção de células caliciformes, presença de abscessos das criptas, 

espessamento da camada muscular e intenso infiltrado inflamatório. Já o grupo 

colite + TBT apresentou um quadro patológico intermediário tendendo para 

uma mucosa mais íntegra, com uma área comprometida menor e intensidade 
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de lesão reduzida, infiltrado inflamatório reduzido e sem erosão de epitélio, 

preservando parcialmente a arquitetura da mucosa. Este resultado, além de 

provar que a colite foi realmente induzida nos animais, mostra o efeito trófico 

da tributirina, pela melhora da arquitetura colônica, e também o seu efeito anti-

inflamatório, pela diminuição do infiltrado inflamatório encontrado. 
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Figura 15 – Escore histopatológico total do cólon. Grupo controle: AIN-93M e 

sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% 

p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de tributirina e 

com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como média±erro 

padrão. n=8/4/4. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes 

representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Na Figura 16A e B são apresentados os itens usados no escore 

histopatológico, e pode-se observar a melhora encontrada com o uso da 

tributirina em quatro dos cinco parâmetros analisados. 
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Figura 16 – Itens usados no escore histopatológico do cólon. Grupo controle: 

AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de 

colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% 

de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão. n=8/3/3 para arquitetura da mucosa, teste: ANOVA one-

way e Newman-Keuls, p<0,05. n=8/4/4 para infiltrado inflamatório, 

espessamento do músculo, teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls, p<0,05. 

n=8/4/4 para presença de abscesso e depleção de células caliciformes. Letras 

diferentes representam diferença estatística. 

 

Permeabilidade Intestinal 

 

 Com a melhora na mucosa intestinal constatada pelo escore 

histopatológico, o próximo passo foi a avaliação da permeabilidade intestinal. 

Os resultados mostram aumento desta permeabilidade decorrente da indução 

da colite experimental e mostram que houve ação da tributirina na 
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normalização deste parâmetro, com o grupo colite + TBT em estado 

intermediário entre os grupo controle e colite (Figura 17). 
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Figura 17 – Determinação da permeabilidade intestinal usando DTPA marcado 

com Tecnésio. Grupo controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: 

AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M 

com suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% 

p/v). Resultado expresso como média±erro padrão, em porcentagem de dose 

encontrada no sangue. n=5/5/5, teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. 

Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Perfil Imunológico 

 

 O escore histopatológico também mostrou diminuição do infiltrado 

inflamatório no grupo colite + TBT. Para avaliação deste infiltrado, foram 

realizadas análises da população de linfócitos, macrófagos, células dendríticas, 

neutrófilos e eosinófilos no cólon dos animais. 

 

Análise Indireta de Eosinófilos e Neutrófilos no Cólon 

 

Na análise indireta da presença de eosinófilos no cólon pela 

quantificação da atividade da peroxidase de eosinófilos, observa-se uma 

diminuição destas células no grupo colite + TBT em relação ao grupo colite 

com tendência à volta a normalidade, apesar de ainda não ter chegado ao nível 

normal do grupo controle (Figura 18). 
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Figura 18 – Análise indireta da presença de eosinófilos no cólon pela 

quantificação da atividade da enzima peroxidase de eosinófilos. Grupo 

controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com 

indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão, em unidades arbitrárias. 

n=14/10/8, teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes 

representam diferença estatística, p<0,05. 

 

 Analisando a presença de neutrófilos no cólon pela quantificação da 

atividade da enzima mieloperoxidase, também é observada melhora no grupo 

colite + TBT, uma vez que a diferença observada entre o grupo colite e controle 

desaparece quando a tributirina é introduzida (Figura 19). 

 A diminuição de eosinófilos e neutrófilos indica ação da tributirina na 

melhora da inflamação causada pela colite experimental. 
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Figura 19 – Análise indireta da presença de neutrófilos no cólon pela 

quantificação da atividade da enzima mieloperoxidase. Grupo controle: AIN-
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93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite 

(DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de 

tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão, em unidades arbitrárias. n=13/10/7, teste: ANOVA Kruskal-

Wallis e Dunns. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Perfil Leucocitário na Lâmina Própria 

 

Quanto ao perfil leucocitário na lâmina própria, não houve diferença 

entre os três grupos estudados na quantidade de célula dendrítica encontrada 

(marcadores CD11c positivo e MOMA negativo) (Figura 20A) nem na presença 

de monócitos e macrófagos (marcador MOMA positivo) (Figura 20B). Quanto 

aos macrófagos ativados (marcadores MOMA positivo e CD80 positivo), 

observa-se aumento no grupo colite + TBT em relação ao controle, sem 

diferença, porém, entre os dois grupos com indução da doença (Figura 20C). 
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Figura 20 – Porcentagem de células dendríticas (A), de monócitos e 

macrófagos (B) e de macrófagos ativados (C) na lâmina própria. Grupo 

controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com 

indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão, em porcentagem de células. 
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n=5/6/6 para A e n=4/6/6 para B e C. Teste: ANOVA one-way e Newman-

Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

  

 A população de linfócitos B1 (marcadores CD19 positivo e CD5 positivo), 

relacionados à resposta imune imediata no tubo digestivo, não foi diferente 

entre os três grupos (Figura 21A). Já os linfócitos B ativados (marcadores 

CD19 positivo e CD21 positivo) estavam diminuídos nos grupos colite e colite + 

TBT em relação ao grupo controle (Figura 21B). 
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Figura 21 – Porcentagem de linfócito B1 (A) e de linfócitos B ativados (B) na 

lâmina própria. Grupo controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: 

AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M 

com suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% 

p/v). Resultado expresso como média±erro padrão, em porcentagem de 

células. n=5/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras 

diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Os linfócitos T auxiliares de memória (marcadores CD4 positivo e CD44  

positivo) foram encontrados em maior quantidade nos grupos colite e colite + 

TBT em relação ao grupo controle (Figura 22A), mesmo resultado obtido 

quando linfócitos T auxiliares ativados (marcadores CD4 positivo e CD69 

positivo) foram analisados (Figura 22B). 
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Figura 22 – Porcentagem de linfócito T auxiliar de memória (A) e de linfócito T 

auxiliar ativado (B) na lâmina própria. Grupo controle: AIN-93M e sem indução 

de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo 

colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de tributirina e com 

indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como média±erro padrão, 

em porcentagem de células. n=4/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

 Foi analisada também a presença de linfócitos T reguladores, com dois 

marcadores. Usando o marcador LAP, peptídeo associado à latência (CD25 

positivo e LAP positivo), observa-se que o grupo colite + TBT difere do grupo 

controle, com maior quantidade destas células (Figura 23A), porém sem 

diferença em relação ao grupo colite. Já analisando o fator de transcrição 

usado como marcador nuclear de regulação, FOXP3 (Figura 23B), o que se vê 

é um aumento nos grupos colite e colite + TBT em relação ao controle. O 

aumento destas células no grupo colite mostra uma tentativa de regulação da 

inflamação, que, caso não houvesse, levaria a um quadro muito pior da doença 

nestes animais. O fato de as células LAP positivas estarem aumentadas com a 

suplementação com tributirina mostra a amplificação desta regulação com o 

uso deste nutriente. 
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Figura 23 – Porcentagem de linfócito T regulador na lâmina própria. Grupo 

controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com 

indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão, em porcentagem de células. 

Quadro A: marcadores CD25 positivo e LAP positivo, n=5/6/6. Quadro B: 

marcadores CD25 positivo e FOXP3 positivo, n=5/6/6. Teste: ANOVA one-way 

e Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Em resumo, a indução da doença levou ao aumento de linfócito T 

auxiliar ativado, linfócito T auxiliar de memória e linfócito T regulador (FOXP3 

positivo). A suplementação com tributirina, por sua vez, aumentou a presença 

de macrófagos ativados e de linfócito T regulador (LAP positivo). 

 A indução da colite com DSS altera principalmente o cólon mas pode 

levar a mudanças no sistema imune em outros órgãos como linfonodo cecal e 

baço. Para avaliarmos estas alterações sistêmicas e a possível ação da 

tributirina, análises de perfil leucocitário foram realizadas no linfonodo cecal, no 

baço e no sangue. 

 

Perfil Leucocitário no Linfonodo Cecal 

 

 A análise de célula dendrítica (marcadores CD11c positivo e MOMA 

negativo) no linfonodo cecal, órgão imunológico responsável pela primeira 

drenagem do cólon, mostra uma quantidade diminuída nos grupos colite e 

colite + TBT em relação ao grupo controle (Figura 24). 



Resultados 

84 

 

controle colite colite + TBT
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0 a

b

b

%
 c

é
lu

la
s

(C
D

1
1
c
+

 M
O

M
A

-)

 

Figura 24 – Porcentagem de célula dendrítica no linfonodo cecal. Grupo 

controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com 

indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão, em porcentagem de células. 

n=5/6/6, teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes 

representam diferença estatística, p<0,05. 

 

A presença de monócitos e macrófagos (marcador MOMA positivo) 

neste órgão está aumentada no grupo colite + TBT apenas em relação ao 

grupo controle (Figura 25A), mas os macrófagos ativados (marcadores MOMA 

positivo e CD80 positivo) não apresentaram diferença entre os três grupos 

(Figura 25B). 
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Figura 25 – Porcentagem de monócitos e macrófagos (A) e de macrófagos 

ativados (B) no linfonodo cecal. Grupo controle: AIN-93M e sem indução de 

colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite 

+ TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de 

colite (DSS 2% p/v). n=5/6/6 para A e B. Resultado expresso como média±erro 

padrão, em porcentagem de células. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. 

Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 
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 A presença de linfócitos B1 (marcadores CD19 positivo e CD5 positivo) 

está diminuída nos grupos colite e colite + TBT em relação ao controle (Figura 

26A). Já os linfócitos B ativados (marcadores CD19 positivo e CD21 positivo) 

se encontram aumentados nos grupos colite e colite + TBT em relação ao 

controle (Figura 26B). 

controle colite colite + TBT
0

2

4

6

8

a

b

b

%
 c

é
lu

la
s

(C
D

1
9
+

 C
D

5
+

)

controle colite colite + TBT
0

20

40

60

80

100

a b b

%
 c

é
lu

la
s

(C
D

1
9
+

 C
D

2
1
+

)

A B

 
Figura 26 – Porcentagem de linfócitos B1 (A) e de linfócitos B ativados (B) no 

linfonodo cecal. Grupo controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: 

AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M 

com suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% 

p/v). Resultado expresso como média±erro padrão, em porcentagem de 

células. n=5/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras 

diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

 A análise de linfócitos T mostrou que nem a quantidade de linfócitos T 

auxiliar de memória (marcadores CD4 positivo e CD44 positivo) nem os 

linfócitos T ativados (marcadores CD4 positivo e CD69 positivo) foram 

diferentes entre os três grupos analisados (Figura 27A e B). 
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Figura 27 – Porcentagem de linfócitos T auxiliar de memória (A) e de linfócitos 

T auxiliar ativados (B) no linfonodo cecal. Grupo controle: AIN-93M e sem 

indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); 
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grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de tributirina e com 

indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como média±erro padrão, 

em porcentagem de células. n=5/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls, p<0,05. 

 

 Este mesmo resultado foi encontrado na análise de linfócitos T 

reguladores (marcadores CD25 positivo e LAP positivo e também marcadores 

CD25 positivo e FOXP3 positivo). Nenhum dos três grupos diferiu na 

porcentagem de células encontradas com estas marcações (Figura 28A e B). 
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Figura 28 – Porcentagem de linfócito T regulador no linfonodo cecal. Grupo 

controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com 

indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão, em porcentagem de células. 

Quadro A: marcadores CD25 positivo e LAP positivo, n=5/6/6. Quadro B: 

marcadores CD25 positivo e FOXP3 positivo, n=5/6/6. Teste: ANOVA one-way 

e Newman-Keuls, p<0,05. 

 

 Em resumo, no linfonodo cecal houve maior ativação de linfócitos B nos 

dois grupos com indução de colite experimental e diminuição de célula 

dendrítica e linfócitos B1. Apenas no grupo colite + TBT houve quantidade de 

monócitos e macrófagos maior do que no grupo controle. 

 

Perfil Leucocitário no Baço 

 

 A análise do baço revelou que não houve diferença entre os três grupos 

estudados quanto a célula dendrítica (CD11c positivo e MOMA negativo), 
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monócitos e macrófagos (MOMA positivo) e macrófagos ativados (MOMA 

positivo e CD80 positivo) (Figura 29 A, B e C). 
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Figura 29 – Porcentagem de células dendríticas (A), de monócitos e 

macrófagos (B) e de macrófagos ativados (C) no baço. Grupo controle: AIN-

93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite 

(DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de 

tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão, em porcentagem de células. n=5/6/6 para A e n=5/5/6 para 

B e C. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls, p<0,05. 

 

 Quanto aos linfócitos B1 (marcadores CD19 positivo e CD5 positivo), 

houve normalização no grupo colite + TBT, chegando aos níveis do grupo 

controle (Figura 30A). Já os linfócitos B ativados (CD19 positivo e CD21 

positivo) não foram diferentes entre os três grupos experimentais (Figura 30B). 
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Figura 30 – Porcentagem de linfócitos B1 (A) e de linfócitos B ativados (B) no 

baço. Grupo controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M 

e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão, em porcentagem de células. 

n=5/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras 

diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

 A análise de linfócitos T mostrou que não houve diferença entre os três 

grupos quanto à presença de linfócito T auxiliar de memória (CD4 positivo e 

CD44 positivo) e linfócito T auxiliar ativado (CD4 positivo e CD69 positivo) 

(Figura 31A e B). Este mesmo resultado foi encontrado quanto a linfócitos T 

reguladores; nenhum dos dois marcadores utilizados (CD25 positivo e LAP 

positivo e também CD25 positivo e FOXP3 positivo) foi diferente entre os três 

grupos, mostrando não haver alteração na quantidade destas células neste 

órgão (Figura 32A e B). 
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Figura 31 – Porcentagem de linfócitos T auxiliar de memória (A) e de linfócitos 

T auxiliar ativados (B) no baço. Grupo controle: AIN-93M e sem indução de 

colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite 
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+ TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de 

colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como média±erro padrão, em 

porcentagem de células. n=5/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls, p<0,05. 

 

 Em resumo, a única alteração encontrada neste órgão foi na população 

de linfócitos B1, que estava diminuída no grupo colite + TBT em relação ao 

grupo colite. Estes resultados sugerem que, no nosso modelo experimental, as 

alterações sistêmicas são bastante discretas, e que a lesão e a resposta 

inflamatória são quase totalmente restritas ao cólon dos animais. 
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Figura 32 – Porcentagem de linfócito T regulador no baço. Grupo controle: 

AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de 

colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% 

de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão, em porcentagem de células. Quadro A: marcadores CD25 

positivo e LAP positivo, n=5/6/6. Quadro B: marcadores CD25 positivo e 

FOXP3 positivo, n=5/6/5. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls, p<0,05. 

 

Contagem Total e Diferencial de Leucócitos no Sangue 

 

 As contagens total e diferencial de leucócitos no sangue não 

apresentaram diferenças entre os três grupos analisados, suportando a ideia 

de que não há alterações sistêmicas pela indução da doença (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Leucograma do sangue 

Parâmetro 
Grupos 

Controle Colite Colite + TBT 

Quantidade Totala 17446±3173 16495±1040 17250±1221 

Eosinófilob 0,8±0,4 0,5±0,2 0 

Neutrófilob 18,5±5,2 14,6±2,3 12,1±2,7 

Basófilob 5,6±0,8 6,1±1,7 3,1±1,5 

Monócitob 2,8±1,3 2,4±0,4 3,1±0,8 

Linfócitob 72,1±5,5 75,1±2,4 81,5±3,4 

Grupo controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com 

indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

n=6/5/6 para quantidade total e monócitos e n=6/6/6 para eosinófilos, 

neutrófilos, basófilos e linfócitos. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls, 

p<0,05. a Resultado expresso como média±erro padrão, em células/mm3 de 

sangue. b Resultado expresso como média±erro padrão, em porcentagem de 

células. 

 

Rolamento e Adesão Leucocitários no Cólon 

 

 A diminuição do infiltrado inflamatório, principalmente eosinófilos e 

neutrófilos, observada com a suplementação com tributirina pode ser 

influenciada pela migração leucocitária. Para avaliar esta possibilidade, 

microscopia intravital de cólon foi realizada para contagem de rolamento e 

adesão de leucócitos neste órgão. 

 Os resultados mostraram que a suplementação com tributirina não 

alterou o maior rolamento leucocitário visto com a indução da doença (Figura 

33A), mas diminuiu a adesão de leucócitos (Figura 33B), levando a um estado 

intermediário entre os grupos controle e colite. 
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Figura 33 - Rolamento (A) e adesão (B) leucocitária no cólon. Grupo controle: 

AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de 

colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% 

de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão, em número de células/minuto (A) e em número de células 

aderidas/µm (B). n=3/3/3 para A e n=4/3/3 para B. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Análise de Citocinas no Cólon 

 

Outro importante aspecto imune são as citocinas, que podem influenciar 

negativa ou positivamente no controle da inflamação, de acordo com um perfil 

pró ou anti-inflamatório. Para avaliação deste perfil, foram medidas 

concentração de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IFN-γ, IL-4, IL-1β, IL-17) e 

de citocinas anti-inflamatórias (TGF-β e IL-10) em extrato de cólon dos animais. 

As concentrações de TNF-α e de IFN-γ não foram diferentes entre os 

três grupos experimentais analisados (Figura 34A e B). 
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Figura 34 – Concentração das citocinas TNF-α (A) e IFN-γ (B) no cólon. Grupo 

controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com 



Resultados 

92 

 

indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão, em ng de citocina/mL de extrato 

colônico. n=5/5/5 para cada citocina. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls, 

p<0,05. 

 

 As concentrações de IL-4 e de IL-17 não foram diferentes nos três 

grupos estudados (Figura 35A e B), e o resultado de IL-1β mostra uma 

quantidade maior no grupo colite + TBT em relação aos grupos controle e colite 

(Figura 35C). 
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Figura 35 – Concentração das citocinas IL- 4 (A), IL- 17 (B) e IL- 1β (C) no 

cólon. Grupo controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M 

e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). n= 

5/5/5 para A e B e n= 6/6/6 para C. Resultado expresso como média±erro 

padrão, em ng de citocina/mL de extrato colônico. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

 A concentração de TGF-β foi maior no grupo com suplementação com 

tributirina quando comparado ao grupo controle (Figura 36A). A determinação 

de IL-10 mostrou que o grupo colite apresenta uma quantidade diminuída desta 

citocina, quando comparado ao grupo controle, e que o grupo colite + TBT 

possui uma maior concentração desta, se igualando estatisticamente ao grupo 
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controle (Figura 36B). Este parece ser um efeito anti-inflamatório da tributirina, 

agindo no aumento destas duas citocinas potencialmente anti-inflamatórias. 
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Figura 36 – Concentração das citocinas TGF-β (A) e IL-10 (B) no cólon. Grupo 

controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com 

indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

n=5/6/6 para A e n=5/4/5 para B. Resultado expresso como média±erro padrão, 

em ng de citocina/mL de extrato colônico. Teste: ANOVA one-way e Newman-

Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Análise de Estresse Oxidativo no Cólon 

 

 O aumento do estresse oxidativo no cólon está ligado à inicialização e 

perpetuação da lesão e da inflamação na colite ulcerativa, e butirato tem 

potencial na modulação deste parâmetro (Abrahamse et al., 1999; Rosignoli et 

al., 2001; Damiani et al., 2007; Naito et al., 2007; Rezaie et al., 2007). Como a 

tributirina teve ação na diminuição de eosinófilos e neutrófilos, células efetoras 

da inflamação em colite ulcerativa e também responsáveis pelo aumento do 

estresse oxidativo pelas enzimas peroxidase de eosinófilos e mieloperoxidase, 

o próximo passo foi a avaliação do estresse oxidativo no cólon pela 

peroxidação lipídica, formação de hidroperóxidos e pela atividade das enzimas 

antioxidantes superóxido dismutase e catalase. 
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Avaliação da peroxidação lipídica por TBARS (substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico) e Dosagem da Concentração de Hidroperóxidos 

 

A peroxidação lipídica no cólon, analisada pela técnica de TBARS, não 

mostrou diferença entre os grupos experimentais (Figura 37A). Já a formação 

de hidroperóxidos apresentou-se elevada no grupo colite em relação ao 

controle e a suplementação com tributirina diminuiu este parâmetro, levando a 

um estado intermediário entre os grupos controle e colite (Figura 37B). 
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Figura 37 - Análise da peroxidação lipídica por TBARS (A) e dosagem da 

concentração de hidroperóxidos (B) no cólon. Grupo controle: AIN-93M e sem 

indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); 

grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de tributirina e com 

indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como média±erro padrão 

em µmol de MDA/g de proteína (A) e em µmol de hidroperóxido/g de proteína 

(B). n=5/5/6 para A e n=4/4/4 para B. Teste: ANOVA one-way e Newman-

Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Atividade da Enzima Superóxido Dismutase e Atividade da Enzima Catalase 

 

A atividade da enzima superóxido dismutase no cólon ficou aumentada 

no grupo colite + TBT em relação aos grupos controle e colite (Figura 38A), e a 

atividade da enzima catalase no mesmo órgão foi normalizada com a 

suplementação com tributirina (Figura 38B). 
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Figura 38 - Atividade da superóxido dismutase (A) e da catalase (B) no cólon. 

Grupo controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com 

indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão em unidade de SOD/g de 

proteína (A) e em delta E/minuto/g de proteína (B). n=5/4/5 para A e n=4/5/6 

para B. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes 

representam diferença estatística, p<0,05. 

 

 Os resultados obtidos até aqui mostram que a suplementação com 

tributirina apresenta efeitos positivos na colite experimental, agindo na lesão da 

mucosa colônica, na diminuição da presença de eosinófilos e neutrófilos, que 

são importantes células efetoras em doenças inflamatórias intestinais, e 

também na diminuição do estresse oxidativo colônico, responsável pela 

perpetuação da inflamação e da lesão encontradas. Mas estes resultados não 

permitiram afirmar se a ação da tributirina seria na reestruturação da mucosa 

colônica, ou seja, se haveria lesão no local e a suplementação levaria a uma 

regeneração da mucosa, ou se a tributirina agiria na proteção desta lesão, 

impedindo que ela ocorresse. Para a determinação da forma de ação da 

tributirina foi realizado o experimento com oferecimento de DSS por 3 dias, que 

tornaria possível a análise da evolução da lesão antes do pico inflamatório, 

obtido com sete dias de administração de DSS. 
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Avaliação da Ação da Tributirina Durante a Indução da Colite Experimental 

 

Consumo Alimentar e Consumo Hídrico 

 

Na avaliação da ação da tributirina na evolução da lesão induzida por 

DSS não foram encontradas diferenças nos consumos alimentar e hídrico entre 

os três grupos estudados (Figura 39A e B). 
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Figura 39 - Consumo alimentar (A) e consumo hídrico (B) com três dias de 

DSS. Grupo controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M 

e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão, em g/dia/animal (A) e em 

mL/dia/animal (B). n=3/3/3 para A e B. Teste: ANOVA one-way e Newman-

Keuls, p<0,05. 

 

Variação Ponderal e Comprimento do Cólon 

 

A evolução ponderal dos animais não foi diferente nos três grupos, 

mostrando que com três dias de DSS ainda não há perda de peso ou menor 

ganho de peso comparado ao controle (Figura 40). A análise do comprimento 

do cólon não mostrou diferença entre os três grupos analisados (Figura 41). 
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Figura 40- Variação ponderal com três dias de DSS. Grupo controle: AIN-93M 

e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 

2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de 

tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão, em gramas. n=12/14/14. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls, p<0,05. 

 

 Os sinais clínicos ainda não mostraram indícios de presença da colite 

experimental. O próximo passo foi a avaliação histopatológica do cólon, que 

indicaria qual o nível de lesão já existente. 
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Figura 41 – Comprimento do cólon com três dias de DSS. Grupo controle: AIN-

93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite 

(DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de 

tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão, em centímetros. n=12/14/14. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls, p<0,05. 
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Análise Histológica 

 

 A análise histológica do cólon mostrou presença de lesão leve nos 

grupos com indução da doença. A Figura 42 apresenta o aspecto morfológico 

do órgão. 

 

 

Figura 42 – Aspecto morfológico do cólon com três dias de DSS. Quadro A: 

grupo controle, AIN-93M e sem indução de colite; quadro B: grupo colite, AIN-

93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); quadro C: grupo colite + TBT, AIN-

93M com suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 

2% p/v). Aumento de 40 vezes. 

 

 Analisando as imagens, observa-se que o grupo controle estava dentro 

dos padrões de normalidade, com arquitetura do cólon íntegra, presença de 

células caliciformes e ausência de infiltrado inflamatório na mucosa e 

submucosa. Já o grupo colite apresentou áreas com ulceração leve, depleção 

de células caliciformes em pequenas áreas da mucosa, sem abscessos das 

criptas, com espessamento da camada muscular, além de infiltrado inflamatório 
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moderado em algumas partes da mucosa. O grupo colite + TBT também 

apresentou áreas com ulceração leve e infiltrado inflamatório, indicando que a 

lesão ocorreu mesmo com a suplementação com tributirina. O escore 

histopatológico não se mostrou diferente entre os dois grupos com indução da 

colite experimental (Figura 43). 
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Figura 43 – Escore histopatológico total do cólon com três dias de DSS. Grupo 

controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com 

indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão. n=5/5/5. Teste: ANOVA one-way 

e Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

 A Figura 44A e B apresenta os itens usados no escore histopatológico, e 

o resultado confirma o escore total, no qual os grupos colite e colite + TBT são 

iguais estatisticamente. 
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Figura 44 – Itens usados no escore histopatológico do cólon com três dias de 

DSS. Grupo controle: AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M 

e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com 

suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). 

Resultado expresso como média±erro padrão. n=5/5/5 para todos os itens. 

Teste: ANOVA Kruskal-Wallis e Dunns, p<0,05. Letras diferentes representam 

diferença estatística. 

 

Análise Indireta de Eosinófilos e Neutrófilos no Cólon 

 

A análise neste tempo experimental mostrou que a infiltração de 

eosinófilos (Figura 45A) não foi diferente entre os grupos, mas a infiltração de 

neutrófilos apresentou-se aumentada no grupo colite e intermediária no colite + 

TBT em relação ao controle (Figura 45B). Este resultado mostra que o efeito da 
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tributirina em neutrófilos é um evento anterior à melhora trófica observada com 

a suplementação com este nutriente. 
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Figura 45 - Análise indireta da presença de eosinófilos (A) e análise indireta da 

presença de neutrófilos (B) no cólon com três dias de DSS. Grupo controle: 

AIN-93M e sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de 

colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% 

de tributirina e com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como 

média±erro padrão, em unidades arbitrárias. n=3/6/6 para A e n=3/3/4 para B. 

Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes representam 

diferença estatística, p<0,05. 

 

Análise de Estresse Oxidativo no Cólon 

 

 O aumento da mieloperoxidase no cólon está ligado ao aumento do 

estresse oxidativo. Para avaliação deste parâmetro, foram dosadas, no cólon, 

peroxidação lipídica, formação de hidroperóxidos e atividade das enzimas 

antioxidantes superóxido dismutase e catalase. 

 

Avaliação da peroxidação lipídica por TBARS (substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico) e Dosagem da Concentração de Hidroperóxidos 

 

A peroxidação lipídica no cólon não foi diferente entre os grupos 

experimentais (Figura 46A), e a formação de hidroperóxidos mostrou-se 

elevada nos grupos com indução da doença em relação ao controle (Figura 

46B), o que mostra que o aumento do estresse oxidativo no cólon tem 

importante papel na indução da lesão. 
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Figura 46 - Análise de TBARS (A), e dosagem da concentração de 

hidroperóxidos (B) no cólon com três dias de DSS. Grupo controle: AIN-93M e 

sem indução de colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% 

p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de tributirina e 

com indução de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como média±erro 

padrão, em µmol de MDA/g de proteína (A) e em µmol de hidroperóxidos/g de 

proteína (B). n=6/6/4 para A e n=5/3/5 para B. Teste: ANOVA one-way e 

Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Atividade da Enzima Superóxido Dismutase e Atividade da Enzima Catalase 

 

A atividade da enzima superóxido dismutase no cólon não se mostrou 

alterada entre os grupos analisados (Figura 47A), mas a atividade da enzima 

catalase foi menor nos grupos com indução da colite em relação ao controle 

(Figura 47B). 
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Figura 47 - Atividade da superóxido dismutase (A) e atividade da catalase (B) 

no cólon com três dias de DSS. Grupo controle: AIN-93M e sem indução de 

colite; grupo colite: AIN-93M e com indução de colite (DSS 2% p/v); grupo colite 

+ TBT: AIN-93M com suplementação de 0,5% de tributirina e com indução de 

colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como média±erro padrão em unidade 
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de SOD/g de proteína (A) e em delta E/minuto/g de proteína (B). n=8/8/8 para 

A e n=6/8/8 para B. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras 

diferentes representam diferença estatística, p<0,05. 

 

Os resultados dos experimentos com oferecimento de DSS por três dias 

mostram que há indução da lesão colônica no grupo com suplementação com 

tributirina. Assim, pode-se crer que este composto age na melhora desta lesão, 

atuando na regeneração da mucosa intestinal pela diminuição do estresse 

oxidativo e de células inflamatórias efetoras e ainda pelo aumento de citocinas 

anti-inflamatórias. Além disso, age também por apresentar um efeito trófico, 

levando a metabolismo energético aumentado e maior divisão celular, uma vez 

que o butirato é a principal fonte energética para os colonócitos (Hallert et al., 

2003; Menzel et al., 2004; Hamer et al., 2008). 
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Discussão 

 

 Estudos mostram as ações positivas do butirato em diversas situações 

patológicas como câncer e doenças inflamatórias já há diversas décadas, mas 

seu uso clínico oral é extremamente limitado, se não ausente, por suas 

peculiaridades, que trazem odor incômodo, sabor amargo, náuseas, anorexia 

e, assim, baixíssima aceitabilidade (Pomare et al., 1985; Jankowski et al., 1994; 

Hallert et al., 2003; Menzel et al., 2004; Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; 

Hamer et al., 2008). Além disso, o butirato, tendo metabolismo rápido e meia 

vida curta, dificultaria a manutenção da concentração ideal no lúmen intestinal 

e obrigaria a ingestão diversas vezes ao dia, assim como é observado com o 

uso de enemas (Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008). 

 A tributirina, objeto de análise neste estudo, mostra ações positivas tanto 

quanto o butirato e possui a grande vantagem de, fisicamente, ser um óleo, o 

que facilitaria sua introdução via oral no uso clínico (Watkins et al., 1999; 

Edelman et al., 2003; Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008). 

 A colite experimental induzida por DSS tem como sinais clínicos perda 

ponderal, anorexia, redução do comprimento do cólon e sangramento anal 

(Okayasu et al., 1990; Elson et al., 1995; Wirtz & Neurath, 2007). Com o 

protocolo experimental de 15 dias, nossos dados mostram menor ganho de 

peso dos animais nos grupos com DSS na segunda semana de experimento, 

mas não foi observada alteração da ingestão alimentar, sugerindo que esta 

alteração ponderal foi pela indução da doença, que poderia ter levado a maior 

catabolismo devido à lesão e inflamação intestinal, como já demonstrado 

(Fukata et al., 2007; Melgar et al., 2007). 

 Os animais com indução de colite experimental apresentaram 

encurtamento de cólon semelhante, independente da suplementação com 

tributirina. Um estudo com camundongos que foram alimentados com dieta 

contendo fibra (3%) e inoculados com a bactéria Eubacterium limosum, capaz 

de aumentar a produção de butirato, mostrou melhora neste parâmetro clínico. 

Apesar de não termos encontrado este mesmo resultado, é preciso levar em 

conta que enquanto a nossa forma de administração foi oral, o estudo citado 

levou a produção local de butirato, o que justifica esta diferença encontrada 

(Kanauchi et al., 2006). 
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 Os resultados da análise histopatológica mostram o efeito trófico da 

tributirina no cólon, melhorando a estrutura colônica, diminuindo o tamanho e a 

intensidade da lesão. Como estudos mostram este mesmo efeito com o uso de 

butirato, (Scheppach, 1996; Ramos et al., 1997; Kanauchi et al., 1999a; Vieira 

et al., 2011), a tributirina parece agir da mesma forma. 

 A análise histológica sugere que houve uma lesão inicial e que a 

suplementação com tributirina levou à regeneração da mucosa, uma vez que a 

parte apical da mucosa ainda apresenta algumas lesões e a parte basal se 

encontra íntegra. Como o butirato é a principal fonte de energia para os 

colonócitos e possui importante ação trófica, nossos resultados sugerem que o 

butirato foi usado para que houvesse metabolismo celular aumentado, maior 

divisão celular e, assim, reconstrução da mucosa lesada (Kanauchi et al., 

1999b; Videla et al., 2001; Saemann et al., 2002a; Hallert et al., 2003; Menzel 

et al., 2004; van Nuenen et al., 2005; Hamer et al., 2008). 

Juntamente com a ação trófica, observamos melhora na permeabilidade 

intestinal. O DTPA é usado para análise da permeabilidade paracelular, e 

observa-se que, com a reconstrução colônica e a melhora na arquitetura da 

mucosa obtida com a suplementação com tributirina, esta permeabilidade 

paracelular está se reconstituindo. Esta reconstrução pode ser pelo aumento, 

induzido pela tributirina, da expressão das proteínas das junções firme (Ohata 

et al., 2005). A diminuição da permeabilidade intestinal com o uso de butirato já 

foi descrita, sempre ligada a seu efeito trófico (Kanauchi et al., 1999b; Videla et 

al., 2001; Kinoshita et al., 2002; Saemann et al., 2002a; Menzel et al., 2004; 

van Nuenen et al., 2005; Peng et al., 2007; Hamer et al., 2008). 

 Na análise do infiltrado inflamatório no cólon, observamos que a maior 

infiltração de eosinófilos e neutrófilos decorrente da indução da colite 

experimental foi atenuada pela suplementação com tributirina. Eosinófilos 

apresentam ação rápida na resposta imune, e por isso são chamados de 

sentinelas imunes efetoras, mas também estão envolvidos com efeitos 

deletérios em síndromes de hipersensibilidade, incluindo asma, dermatites e 

rinites alérgicas (Rothenberg et al., 2001; Rothenberg, 2004; Barthel et al., 

2008). Em desordens intestinais, a maior parte das evidências demonstra 

acúmulo de eosinófilos no trato gastrointestinal, e este número aumentado está 

associado à perda de peso, má absorção, mudanças na arquitetura da mucosa 



Discussão 

107 

 

como achatamento das vilosidades e diminuição das criptas do cólon (Torpier 

et al., 1988; Talley et al., 1992; Rothenberg et al., 2001; Rothenberg, 2004). 

Levando em consideração a importância deste tipo celular no aumento da 

inflamação e do estresse oxidativo, pela enzima peroxidase de eosinófilos, a 

diminuição obtida no grupo colite + TBT mostra a ação eficiente da tributirina 

na diminuição da inflamação local, que levaria à melhora da mucosa, lesada 

pela presença de DSS. 

 Neutrófilos são outro importante tipo celular com ação efetora no trato 

gastrointestinal e agem através da liberação de componentes tóxicos, como a 

enzima mieloperoxidase, causando a morte de patógenos (Naito et al., 2007; 

Vinolo et al., 2011). Apesar desta importante ação na proteção do trato 

gastrointestinal, estudos com colite experimental induzida por DSS mostram 

grande migração de neutrófilos no cólon e demonstram que estas células são 

responsáveis pelo extensivo dano tissular, devido à liberação dos mesmos 

componentes tóxicos e radicais livres usados na morte de patógenos (Elson et 

al., 1995; Naito et al., 2007; Wirtz & Neurath, 2007). Assim, diminuição deste 

tipo celular no cólon com colite é bom prognóstico. Nossos dados mostram 

efeito da tributirina em neutrófilos, sendo capaz de diminuir sua presença neste 

estudo. Este resultado está de acordo com vários estudos, que mostram efeito 

do butirato neste tipo celular. Analisando isquemia e reperfusão intestinal em 

ratos wistar, a infusão intraluminal de ácidos graxos de cadeia curta protegeu a 

mucosa e diminuiu o infiltrado de neutrófilos na lâmina própria do cólon após 15 

minutos de isquemia (Aguilar-Nascimento et al., 2006). Outro estudo mostrou 

que o tratamento com enemas de butirato, após indução de colite experimental 

por DSS em ratos, reduziu o número de neutrófilos na lâmina própria 

(Venkatraman et al., 2003). Estudo em nosso laboratório também mostrou 

efeito do butirato via oral neste tipo celular, melhorando inflamação e dano da 

mucosa (Vieira et al., 2011). 

 A migração de leucócitos para o foco inflamatório é dependente do 

rolamento e da adesão das células inflamatórias no endotélio vascular. Nossos 

resultados mostram uma menor adesão leucocitária nos vasos do cólon nos 

animais do grupo colite + TBT comparado com os não suplementados. A 

adesão de leucócitos a receptores específicos nos vasos endoteliais, como 

selectinas, VCAM-1 e ICAM-1, fazem com que os leucócitos se fixem com 
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firmeza ao endotélio e migrem através dos espaços interendoteliais até o foco 

da inflamação (Abbas et al., 2008). Em concordância com nossos resultados, 

vários estudos mostram que o número destas moléculas de adesão está 

aumentado na colite ulcerativa. Além disso, estudos mostram também que a 

ação do butirato na adesão celular está ligada a sua capacidade de diminuição 

da expressão de moléculas de adesão como VCAM-1 e ICAM-1 (Viney et al., 

1996; Connor et al., 1999; Menzel et al., 2004; Zapolska-Downar et al., 2004). 

Nossos resultados mostram que apesar de a suplementação com tributirina 

não ter normalizado o rolamento leucocitário, foi capaz de diminuir a adesão 

celular, o que possivelmente contribuiu para a redução de neutrófilos e 

eosinófilos no cólon. 

 Macrófagos, além de terem importantes funções de fagocitose de micro-

organismos, são apresentadores de antígenos essenciais no sistema digestivo 

e ainda apresentam papel interessante na fagocitose do DSS na colite 

experimental, retirando este composto do meio intestinal (Okayasu et al., 

1990). A análise do perfil leucocitário da lâmina própria mostrou que a 

tributirina teve efeito no aumento de macrófagos ativados em relação ao 

controle, que pode ajudar no controle da inflamação pelo maior sequestro de 

DSS do meio colônico, diminuindo o efeito tóxico deste composto na mucosa 

intestinal. 

 Macrófagos também são produtores de IL-1β, o que justifica a maior 

concentração desta citocina no grupo colite + TBT. Esta citocina, apesar de 

importante mediadora pró-inflamatória, apresenta também efeitos na 

diferenciação celular e no remodelamento tissular (Ligumsky et al., 1990; Al-

Sadi & Ma, 2007). Assim, o aumento da concentração de IL-1β  no grupo colite 

+ TBT além dos níveis observados no grupo colite, associado à menor 

inflamação e maior integridade do cólon sugerem que a função da  IL1-β seria 

principalmente na reestruturação da mucosa intestinal e não como agente pró-

inflamatório. 

 Nossos resultados mostram maior presença de linfócito T regulador 

FOXP3 positivo na lâmina própria de animais com colite experimental, 

independente da suplementação com tributirina. Este subtipo de células T é 

muito importante para manutenção da homeostase intestinal e para controle de 

distúrbios inflamatórios (Singh et al., 2001; Round & Mazmanian, 2010). Estas 



Discussão 

109 

 

células agem suprimindo células apresentadoras de antígenos, seja por ação 

citotóxica ou pela produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β 

(Dejaco et al., 2005; Izcue et al., 2006). Assim, o aumento da população 

positiva para FOXP3 nos grupos com colite experimental sugere uma tentativa 

do organismo de controlar a inflamação estabelecida. 

 Além das células FOXP3 positivas, nós avaliamos também aquelas LAP 

positivas, e observamos que a suplementação com tributirina aumentou a 

porcentagem de células com este marcador na lâmina própria. As células T 

reguladoras LAP positivas são induzidas pela presença de TGF-β, pois o LAP 

faz parte da molécula de pró-TGF-β (Oida & Weiner, 2010). O TGF-β, por sua 

vez, é uma citocina pleiotrópica produzida por quase todos os tipos celulares. 

Acreditamos que um dos mecanismos anti-inflamatórios da tributirina seja a 

indução de TGF-β no cólon, levando, assim, ao aumento dos linfócitos T 

reguladores LAP positivo. O TGF-β apresenta importantes ações no controle da 

inflamação, incluindo supressão de resposta Th1 e de linfócitos citotóxicos, e 

inibição da proliferação e diferenciação de linfócitos T CD4. Todas estas ações 

contribuem para a prevenção e o controle de doenças inflamatórias intestinais 

(Becker et al., 2006; Oida & Weiner, 2010). 

 Juntamente com o aumento de TGF-β, houve aumento da citocina anti-

inflamatória IL-10 para níveis semelhantes aos do grupo controle. Nossos 

dados estão de acordo com estudos publicados, que mostram modulação 

desta citocina com o uso do butirato (Serpe et al., 2010; Vinolo et al., 2011). 

Esta citocina apresenta inúmeras ações anti-inflamatórias como inibição de 

produção de citocinas pró-inflamatórias como IFN-γ, inibição da apresentação 

de antígenos e da proliferação de linfócitos T CD4 (Li & He, 2004). Além disso, 

IL-10 é crucial para a integridade colônica, uma vez que animais nocautes para 

esta citocina desenvolvem naturalmente o quadro de colite ulcerativa 

(McCafferty et al., 2000; Specht et al., 2006). 

 No nosso estudo não foram detectadas alterações significativas nas 

citocinas pro-inflamatórias TNF-α, IFN-γ, IL-17 e IL-4 entre os grupos 

analisados. Porém, um estudo anterior demonstrou aumento de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α e IFN-γ em colite experimental induzida em coelhos 

(Kaneda et al., 2011). Estudo anterior do nosso grupo também acena para o 

aumento destas citocinas, porém em modelo de colite experimental crônica 
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induzida por DSS e não em colite aguda como descrito no atual estudo. Neste 

estudo com colite experimental crônica, o aumento destas citocinas ocorreu 

após dois períodos de administração de DSS e não apenas um, como ocorreu 

no atual estudo (Teixeira et al., 2011). Estas diferenças entre os modelos de 

colite podem ser os responsáveis pela falta de concordância entre os 

resultados. 

 Alguns estudos mostram a ação do butirato na redução de IL-8, IL-12 e 

TNF-α, esta última dosada também no nosso estudo (Huang et al., 1997; 

Saemann et al., 2000; Sanderson, 2004; Serpe et al., 2010; Vinolo et al., 2011). 

Esses estudos foram feitos em sua maioria em culturas in vitro  de um único 

tipo celular (em geral neutrófilos) após estimulação com LPS. Talvez nossos 

dados sejam discrepantes dos encontrados na literatura por características do 

comportamento in vivo das células do sistema imune devido às interações 

entre elas, assim como pelo tempo experimental usado, ou ainda por 

diferenças nos métodos utilizados. 

 Nossos dados mostram estabelecimento do estresse oxidativo no grupo 

colite, com aumento da presença de hidroperóxidos, aumento da atividade da 

mieloperoxidase de neutrófilos e da peroxidase de eosinófilos, e ainda 

diminuição da atividade da catalase. Eosinófilos e neutrófilos são células 

efetoras com importância fundamental na colite ulcerativa (Rothenberg et al., 

2001; Forbes et al., 2004; Rothenberg, 2004; Naito et al., 2007; Xavier & 

Podolsky, 2007). Estas células, primeiras a serem ativadas pelo sistema imune, 

migram até o local da lesão e, pelo burst respiratório, aumentam a quantidade 

de oxigênio no meio, que, por ação da NADPH oxidase, produz ânions 

superóxidos. Estes, por sua vez, reagem com a enzima superóxido dismutase, 

levando à produção de peróxido de hidrogênio. Em condições normais, em que 

não há este burst respiratório, essas reações ocorrem, em menor intensidade, 

e o peróxido de hidrogênio é catalisado, via catalase ou glutationa peroxidase, 

em água e oxigênio, levando à manutenção do equilíbrio entre produção de 

espécies reativas e sistema antioxidante. Porém, em condições patológicas, 

que levam à infiltração de neutrófilos e eosinófilos, este peróxido de hidrogênio, 

na presença de íons cloro ou bromo, é catalisado pelas enzimas do sistema 

peroxidase, como mieloperoxidase e peroxidase de eosinófilos, levando a 

produção de ácido hipocloroso (HOCl-) ou ácido hipobromoso (HOBr-), potentes 
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oxidantes de membranas. Esse é um dos mecanismos de ação destas células 

na defesa contra patógenos, que serão atacados por esses radicais livres e 

terão as membranas celulares danificadas, levando-os à morte (Martins, 2010). 

Mas, nas grandes infiltrações, como na colite ulcerativa, esses radicais livres 

atacam também as membranas das células colônicas, levando a aumento do 

dano tissular, o que leva também a aumento da inflamação, perpetuando a 

condição patológica (Rothenberg et al., 2001; Rothenberg, 2004; Naito et al., 

2007). A tributirina teve ação importante no controle desse estresse oxidativo, 

com diminuição das enzimas mieloperoxidase e peroxidase de eosinófilos, 

diminuição na formação de hidroperóxidos e ainda aumento da atividade da 

superóxido dismutase e normalização da atividade da catalase. Estudos 

mostram o potencial efeito do butirato no controle do estresse oxidativo. Este 

efeito parece ser por controle gênico, via acetilação de histonas, aumentando 

transcrição das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase, não analisada 

neste estudo, e catalase, que levaria à diminuição da produção de HOCl- 

possivelmente por competição direta por substrato, resultando em menor dano 

tissular. Além disso, esta modulação gênica garantiria maior acesso às 

enzimas de reparo ao DNA, diminuindo e evitando danos e erros no 

funcionamento e na estrutura celular (Abrahamse et al., 1999; Rosignoli et al., 

2001; Yin et al., 2001; Sauer et al., 2007; Kien et al., 2008). 

 Os resultados discutidos até agora mostram a melhora da colite 

experimental aguda com a suplementação com tributirina, com melhora da 

lesão da mucosa colônica, efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes. Estes 

resultados poderiam abrir as possibilidade de aplicação deste nutriente para 

uso terapêutico em pacientes com colite ulcerativa.  

 Nosso próximo passo foi a determinação da forma de ação da tributirina 

nesta doença inflamatória intestinal. A primeira pergunta nesta etapa do 

trabalho foi quanto à lesão presente no cólon; apesar dos achados histológicos 

indicarem uma lesão prévia seguida da reestruturação da mucosa, ainda existia 

a dúvida se a tributirina teria efeito na proteção, evitando que essa lesão 

ocorresse como no grupo colite, ou se a tributirina teria efeito terapêutico, 

induzindo a mais rápida regeneração da mucosa, reestruturando-a após a 

lesão. A segunda pergunta foi quanto ao parâmetro modulado por esta 

suplementação; como a tributirina mostrou um efeito muito interessante na 
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melhora dos parâmetros de estresse oxidativo e da infiltração de neutrófilos e 

eosinófilos, essas mesmas análises foram realizadas com este segundo 

protocolo experimental. 

 O protocolo de colite experimental aguda com ingestão de DSS por sete 

dias mostra que este é um período ideal para a indução da lesão, instalação da 

inflamação e aparecimento de sinais clínicos observados em humanos. O 

período experimental com 3 dias de oferecimento de DSS foi escolhido para 

que os animais tivessem suplementação com tributirina anterior à indução da 

doença pelo mesmo tempo do primeiro protocolo, e tivessem ingestão de DSS 

por três dias, ou seja, a lesão na mucosa estaria no início, e a inflamação e o 

estresse oxidativo ainda não estariam totalmente instalados. Isso nos permitiria 

avaliar a evolução da doença e a ação da suplementação com tributirina nesta 

evolução. 

 Estudos anteriores mostram que os sinais clínicos da colite experimental 

induzida por DSS começam a se estabelecer já no primeiro dia de ingestão 

deste composto culminando por volta do quinto dia de ingestão de DSS, 

quando a perda de peso e as alterações do comprimento do cólon podem ser 

notadas (Okayasu et al., 1990; Fritsch Fredin et al., 2007; Melgar et al., 2007; 

Yan et al., 2009). Nossos resultados mostram concordância com estes estudos, 

uma vez que a evolução ponderal e o comprimento do cólon estavam alterados 

após 7 dias, mas não após 3 dias de DSS. 

 A análise histopatológica após três dias de DSS comprovou que há 

desenvolvimento de lesão tanto no grupo colite quanto no grupo com 

suplementação, indicando que a tributirina não evitou que a lesão intestinal 

ocorresse, agindo na reconstrução e não da preservação da mucosa colônica. 

 Em relação ao estresse oxidativo, após três dias de DSS já ocorrem 

aumento de hidroperóxidos, da atividade de mieloperoxidase e diminuição da 

atividade da catalase em ambos os grupos com indução de colite experimental. 

Os dados sugerem que, além do estresse oxidativo ter papel essencial no 

aparecimento e na perpetuação da lesão, a ação efetiva da tributirina se dá 

após a instalação da lesão através da modulação deste parâmetro, iniciando 

com a redução da mieloperoxidase e, consequentemente, a menor migração 

de neutrófilos, e da normalização da atividade da catalase. 
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Conclusão 

 

 A suplementação com tributirina na colite experimental aguda 

apresentou efeitos positivos no cólon, diminuindo infiltrado inflamatório de 

eosinófilos e neutrófilos e também a adesão leucocitária, aumentando 

população de linfócito T regulador LAP positivo, aumentando citocinas anti-

inflamatórias TGF-β e IL-10, e ainda aumentando atividade das enzimas 

antioxidantes superóxido dismutase e catalase. Estes efeitos culminaram na 

melhora da arquitetura da mucosa e diminuição da permeabilidade intestinal. 

 Além disso, nós mostramos que a tributirina não protege a mucosa da 

lesão por DSS, mas age na reestruturação e reconstrução da mucosa lesada 

através da modulação do estresse oxidativo, agindo no aumento das enzimas 

antioxidantes, e através da modulação do infiltrado inflamatório, agindo na 

diminuição da presença de eosinófilos e neutrófilos. 
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Anexo 1 - Protocolo de Aceitação do CETEA 
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