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RESUMO: O óxido nítrico (NO) é um radical livre sintetizado endogenamente por várias células do nosso organismo. Apresenta um
amplo espectro de ações fisiológicas, sendo as mais importantes o seu mecanismo de ação parácrino no relaxamento da musculatura
lisa, sua atividade neurotransmissora em vários sistemas e seu envolvimento no processo inflamatório. O NO é sintetizado em
diferentes tecidos através da conversão da L-arginina em L-citrulina  pela ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) . Objetivos:
Este estudo tem por objetivo demonstrar o envolvimento do óxido nítrico no processo intestinal inflamatório de ratos Wistar
submetidos à colite experimental com ácido acético. Material e métodos: Foram utilizados 20  ratos machos Wistar, com peso entre
250 e 350 gramas divididos em dois grupos de 10 animais. Os animais do grupo em estudo foram submetidos à administração
intracolônica, por enema, de uma solução de ácido acético diluído a 7% e com volume de 3 ml. O grupo controle recebeu apenas
enema de solução salina. Foram avaliados os índices histológicos, a expressão da enzima óxido nítrico sintase (iNOS) e a pressão
anal esfincteriana. Resultados: Os índices histológicos apresentaram uma significativa elevação no grupo colite quando comparados
ao grupo controle, tanto na avaliação macroscópica quanto na microscópica. A expressão da enzima iNOS  também foi significativa-
mente maior no grupo colite quando comparada ao grupo controle. A pressão anal esfincteriana foi significativamente mais baixa no
grupo colite na comparação ao grupo controle. Conclusão: Os animais submetidos à colite experimental apresentam um aumento
da expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível (i-NOS). Este aumento, associado ao conseqüente aumento do nível de óxido
nítrico, ocasiona uma diminuição dos níveis de pressão anal esfincteriana.
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INTRODUÇÃO

O óxido nítrico (NO) é um radical livre sinteti-
zado endogenamente por várias células do nosso orga-
nismo e inicialmente conhecido como fator relaxante do
endotélio (EDRF). Apresenta um amplo espectro de
ações fisiológicas sendo as mais importantes o seu me-
canismo de ação parácrino no relaxamento da muscula-
tura lisa, sua atividade neurotransmissora em vários sis-
temas e seu envolvimento no processo inflamatório 1,2.

O NO é sintetizado em diferentes tecidos atra-
vés da conversão da L-arginina em L-citrulina  pela
ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS)3. Formas
constitutivas (cNOS) assim como induzidas (iNOS)
foram descritas. As formas constitutivas da enzima
responsável pela produção de óxido nítrico são a  nNOS
(neuronal) e a eNOS (endotelial). A produção de óxido
nítrico através das isoformas constitutivas de NOS são
essenciais para a manutenção de tecidos, integridade
vascular, neurotransmissão, motilidade intestinal e re-
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laxamento da musculatura anal esfincteriana4. No en-
tanto, é a forma induzível (iNOS) que apresenta ex-
pressão aumentada em manifestações da doença in-
testinal inflamatória e especialmente no foco da infla-
mação associada com ulceração e depleção de células
caliciformes5 . Estudos demonstram que um aumento
do NO está relacionado com um aumento na expres-
são da iNOS6 e isto contribui significativamente na
imunopatia gastrintestinal durante eventos crônicos de
inflamação7. O papel exato do aumento da concentra-
ção de  óxido nítrico na fisiopatologia da doença intes-
tinal inflamatória ainda é motivo de muita discussão;
entretanto, inúmeros estudos demonstraram um papel
benéfico desta molécula nesta situação. É bem conheci-
da a ação do óxido nítrico diminuindo o recrutamento
leucocitário no endotélio através da sua atividade inibitó-
ria sobre as moléculas de adesão. A diminuição da pro-
dução de IL-12 por macrófagos também foi demonstra-
da em animais submetidos à colite experimental. Em
ambos os casos há uma ação direta do óxido nítrico ini-
bindo o processo inflamatório.  Já foi demonstrado que
ratos modificados geneticamente para não produzirem
iNOS desenvolviam uma colite muito mais severa em
resposta ao ácido acético do que os animais controles8,9.

Este estudo tem por objetivo demonstrar o
envolvimento do óxido nítrico no processo intestinal in-
flamatório de ratos Wistar submetidos à colite experi-
mental com ácido acético. As medidas de expressão
da iNOS e da manometria ano-retal serão os
parâmetros utilizados para avaliar a presença do óxido
nítrico neste modelo experimental. A histologia será
utilizada para demonstrar a presença de colite.

MATERIAL E MÉTODOS

A realização dos procedimentos com os ani-
mais deste trabalho é de acordo com aqueles preconi-
zados pela Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde do
Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação do Hospital de
Clínicas de Porto Alegre (HCPA) pela resolução
normativa 04/97 10.

1-Animais
Foram utilizados 20 ratos machos Wistar divi-

didos em dois grupos: colite (CL) e controle (CO), com
peso entre 250 e 350 gramas, provenientes do Centro
de Reprodução e Experimentação de Animais de La-
boratório (CREAL) do Instituto de Ciências Básicas
da Saúde da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos no Centro
de Experimentação Animal do HCPA durante o expe-
rimento, em ciclo de 12 horas claro/escuro e tempera-
tura entre 20 e 25ºC. A água e a ração foram adminis-
tradas ad libitum. A técnica escolhida para a indução
da colite foi uma adaptação daquelas descritas por
Yamada et al. (1992) e Tannahill et al. (1995). Os ani-
mais foram submetidos à administração intracolônica,
por enema, de uma solução de ácido acético diluído a
7% e com volume de 3 ml. Para a administração do
enema foi utilizado um cateter plástico de 0,8mm de
diâmetro com três orifícios distais para melhor disper-
são da substância. O cateter foi introduzido a aproxi-
madamente 8 cm da margem anal, sendo retirado gra-
dualmente com a instilação do ácido acético. A morte
dos animais foi realizada após as medidas de pressão,
com anestesia do animal mediante a administração de
uma mistura de Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg e
Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de peso corporal
intraperitonialmente para retirada do intestino grosso
distal (2,5 cm). Após foi realizado o pneumotórax para
a morte do animal.

2 - Exame Anátomopatológico e
Histopatológico

Após o sacrifício, foi promovida a retirada com-
pleta do intestino grosso. Este foi aberto, limpo e enca-
minhado para a análise histológica que se realizou  em
duas etapas:

MACROSCÓPICA – Foi realizada análise
macroscópica do intestino grosso logo após o sacrifício
e abertura do mesmo. Os danos à mucosa foram avalia-
dos através de um escore que varia de 0 a 5, adaptado
de Morris et al11.

MICROSCÓPICA – Uma vez fixado em
formol a 10%, o material foi enviado ao patologista para
análise microscópica em hematoxilina e eosina. O pro-
tocolo para avaliação histológica da mucosa baseia-se
no Índice Histológico de Atividade Inflamatória descri-
to por Sandborn12. Todas as lâminas foram lidas por
patologistas experientes, sem conhecimento prévio das
características de cada animal e com acesso somente
aos seus próprios resultados.

3 - Medidas de Pressão Anal Esfincteriana
Antes da morte, os animais foram levemente

anestesiados com Isoflurano® para a realização das
medidas de pressão anal esfincteriana. Utilizamos um
aparelho de manometria anorretal (Proctossystem-
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Viotti – SP) com cateter de balão e medida em cm de
H2O. Foram realizadas três medidas subseqüentes,
sendo realizada a média entre os três valores. (Read et
al, 1992) 13.

4 - Preparação dos Extratos Citoplasmáticos
Os extratos citoplasmáticos utilizados para a

expressão da iNOS foram preparados por um
homogeneizado do intestino em um tampão de lise
(NaCl 140 mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris 20
mM; pH 8,0), ao qual se adicionaram inibidores de
proteases. O homogeneizado foi incubado durante 30
minutos a 4 ºC, sendo centrifugado durante 30 minutos
a 13.000 xg a 4 ºC, o sobrenadante retirado em alíquotas
e armazenado a -80°C.

5 - Expressão Protéica
A técnica utilizada para detecção da expres-

são iNOS foi a de Western blot, sendo utilizado o sis-
tema descrito por Laemmli (1970) para a eletroforese
e para o blotting a técnica descrita por Towbin e cola-
boradores (Towbin et al, 1979). Foi selecionada uma
quantidade de amostra equivalente a 75 µg de prote-
ína; adicionou-se a solução (H2O, tris/HCl 0,5 M, DTT
1% e azul de bromofenol), incubando durante 5 minu-
tos a 100 ºC. Após realizou-se a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 10% em tampão de eletroforese
(Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 3,5 mM; pH 8,8).
Depois de separadas, as proteínas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose, a fim de permi-
tir a sua exposição aos anticorpos. Para realizar a
transferência, uma vez extraído o gel, este foi equili-
brado num tampão de transferência (Tris 25 mM,
glicina 0,2 M e metanol 20%). A transferência se re-
alizou a 13 volts durante 25 minutos. Para comprovar
que a transferência estava correta, introduziu-se a
membrana de nitrocelulose numa solução de verme-
lho Ponceau para visualizar as proteínas totais. A
membrana foi lavada em agitação durante 5 minutos
com PBS (0,14 M NaCl, 1,4 mM KH

2
PO

4
, 8 mM

Na
2
HPO

4
, 2,7 mM KCl). Depois foi colocada duran-

te 30 minutos em solução de bloqueio (5% de leite em
pó desnatado em PBS-Tween 20 frio) a 37ºC. A
membrana de nitrocelulose foi então incubada
overnight a 4º C com o anticorpo primário policlonal
específico para iNOS (130 kDa, BioMol®). Após este
período, a mesma foi lavada 5 vezes com PBS-Tween
20. Posteriormente foi incubada durante uma hora e
meia com um anticorpo anti-imunoglobulina de coe-

lho unido a HRP (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca).
Transcorrido este tempo novamente foi lavada 5 ve-
zes em PBS-Tween 20. A detecção das proteínas foi
realizada por quimiluminescência utilizando um kit
comercial ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, Grã-Bretanha), expondo a membrana du-
rante 2 minutos a esta mistura comercial. Posterior-
mente se introduziu a membrana em um cassete junto
com o filme de revelação (Amersham Hyperfilm ECL,
UK) durante aproximadamente 2 minutos. Depois de
revelado, o filme foi secado e quantificadas as ban-
das por densitometria, utilizando o programa Scion
Image 4.02 para Windows (Scion Corporation,
Frederick, USA). Os resultados foram expressos em
unidades arbitrárias. A diluição utilizada para o
anticorpo da iNOS foi 1/1000 em leite a 1%.

6 - Estudo Estatístico
O teste utilizado para análise de variância dos

resultados foi de ANOVA para medidas repetidas dos
animais de um mesmo grupo e entre grupos diferentes,
a fim de podermos comparar as diferenças observa-
das em cada parâmetro estudado seguido do teste
Student-Newman-Keuls. Os resultados foram expres-
sos como média e desvio padrão para cada um dos
grupos do experimento.

RESULTADOS

A avaliação histológica demonstra nas figuras
1 e 2 a preservação da estrutura de todas as camadas
da parede do intestino grosso no grupo controle. Nas
figuras 3 e 4, observa-se importante destruição da
mucosa com edema de submucosa, infiltrado inflamató-
rio e destruição de vasos do grupo submetido à colite
experimental. A tabela 1 descreve os índices de avali-
ação histológica macroscópica e microscópica em
ambos os grupos.

A pressão anal esfincteriana está significati-
vamente diminuída no grupo colite quando comparado
ao grupo controle. Na tabela 1 observa-se a variação
de pressão anal esfincteriana entre os dois grupos, com-
parando-os aos índices histológicos.

Os valores da expressão da enzima iNOS está
significativamente aumentado no grupo colite quando
comparado ao grupo controle (Figura 5). A importante
relação entre o aumento da expressão desta enzima e
a diminuição da pressão anal esfincteriana está demons-
trada na tabela 2.
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DISCUSSÃO

As limitações no conhecimento da etiologia da
doença intestinal inflamatória, bem como a inexistência
de marcadores específicos da atividade da doença di-
ficulta as intervenções terapêuticas que, desta manei-
ra, concentram-se principalmente no combate às con-
seqüências da amplificação das cascatas inflamatórias
e às repercussões sistêmicas destas14.

A utilização de modelos experimentais é am-
plamente aceita, pois a maioria das inflamações intes-
tinais apresenta as mesmas características clínicas, in-
dependentemente do seu agente etiológico. Os meca-
nismos desencadeantes e reguladores do processo in-
flamatório na colite experimental  não parecem diferir
daqueles encontrados em humanos. Uma vez que nem

Figura 1 - Fotomicrografia do intestino grosso de animais do
grupo controle. Epitélio glandular (EG), submucosa (SM) com
vasos e as camadas musculares circulares e longitudinais (M), luz
intestinal (L) 40X.

M

SM

EG

L

Figura 2 - Fotomicrografia do intestino grosso de animais do
grupo controle. Epitélio simples glandular (EG), a lâmina própria
(LP), a muscular da mucosa (MM), submucosa (SM) com vasos e
as camadas musculares circulares (MC) e longitudinais (ML), 200X.

MC

SM MM

LP

EG

Figura 3 - Fotomicrografia do intestino grosso de animais do
grupo colite. Destruição das criptas (CP) com extenso edema de
submucosa (E) 100X.

CP

E

Figura 4 - Fotomicrografia do intestino grosso de animais do
grupo colite. Destruição das criptas (CP) com extenso edema de
submucosa (E) e infiltrado inflamatório (IF), 100X.

E

IF

CP

sempre tem-se o número de pacientes necessários para
um estudo ou os riscos oriundos da pesquisa são muito
grandes, vários modelos experimentais de colite têm
sido desenvolvidos. Warren e Watkins15 descreveram
vários modelos animais de doença intestinal inflamató-
ria, podendo ser classificados de acordo com  as suas
características de apresentação (aguda ou crônica ),
pela maneira de desenvolvimento (induzido ou espon-
tâneo) ou ainda pela forma de indução (tóxica, infecci-
osa, imunomediada). Os dois modelos mais
freqüentemente utilizados são a indução sob a forma
de enema com ácido acético e com ácido trinitri benzeno
sulfúrico (TNBS)16,17.

A avaliação histológica do cólon dos animais
em estudo é um método altamente fidedigno e utilizado
para identificação e quantificação da colite 5,18,19,20,21.
Infiltrado celular inflamatório, destruição da arquitetu-
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ra das criptas, depleção de células caliciformes, he-
morragia na submucosa, edema de parede e ulcera-
ções são alguns dos parâmetros utilizados para o diag-
nóstico e quantificação da colite. Morris e Sandborn11,12

desenvolveram um método que permite quantificar e
classificar o grau de inflamação no cólon  micro e
macroscopicamente, respectivamente. Este método

vem sendo usado para facilitar a comparação entre
diferentes grupos de estudo. Em nosso estudo obser-
vou-se um nítido aumento dos escores inflamatórios no
grupo colite, quando comparados com o grupo controle
tanto nos índices macroscópicos (CL 3,75 X CO zero)
quanto nos microscópicos (CL 4 X CO zero),  demons-
trando, portanto, a evidência histológica de colite.

O óxido nítrico exerce várias importantes fun-
ções antinflamatórias, tais como a regulação da ex-
pressão de moléculas de adesão, prevenção da agre-
gação plaquetária, estímulo à síntese de GMPc e inibi-
ção da lipoperoxidação. O seu potencial efeito na do-
ença intestinal inflamatória, entretanto, ainda suscita
discussão. Baseados na literatura atual, é difícil con-
cluir se o óxido nítrico participa na progressão do pro-
cesso inflamatório na colite ou se apresenta um efeito
benéfico, preservando a mucosa e prevenindo o recru-
tamento de leucócitos para o tecido colônico 22,23,24.

O presente trabalho confirma os achados de
trabalhos anteriores que demonstraram um aumento
da produção de óxido nítrico na colite, quando compa-
rado ao grupo controle. (CL 0,49U X CO 0,22U). O
método que utilizamos neste estudo foi a dosagem da
enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) pela téc-
nica de Western Blot. Como já foi citado anteriormen-
te, em situações de atividade inflamatória o óxido nítrico
é sintetizado através da ação da iNOS convertendo a
L-arginina em L-citrulina e óxido nítrico. O principal
sitio de formação e liberação da isoforma induzível  é o
macrófago onde a produção é estimulada em resposta
a infecção, endotoxina bacteriana e citoquinas como a
IL2 e a TNF.

As medidas de pressão esfincteriana através
de manometria ano-retal variaram significativamente
entre os dois grupos. O grupo de animais com colite
apresentou níveis de pressão esfincteriana significati-
vamente inferiores ao grupo controle (CO 68cm H

2
O

X CL 30cm H
2
O).

Tabela 1 - Média dos índices macro e microscópicos de colite e da manometria anal esfincteriana.

Grupos Experimentais
CO CO+G CL G+CL

Macroscopia 0+ 0 0+ 0 3,7+0,2* 2,7+0,3#

Microscopia 0+ 0 0+ 0 3,0+0,1* 1,8+0,3#

Manometria (cm de  H
2
O) 68 + 3,7 65+ 3,6 30  + 4,1* 50   +2,8#

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrão da média (DP) de 5 animais em cada grupo.
* - diferença significativa entre o grupo CO e CL (p<0,05).

Tabela 2 - Expressão da NO sintase induzível (iNOS)
e a avaliação da manometria anal esfincteriana.

Grupos Experimentais
CO CL

iNOS 0,22+0,01 0,49+0,03*
Manometria (cm de  H

2
O) 68    +3,7 30    +4,1*

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrão da
média (DP) de 5 animais em cada grupo.
* - diferença significativa entre o grupo CO e CL (p<0,05).

Figura 5 - Expressão da NO sintase induzível (iNOS). A) Repre-
sentação da análise por Western blot. B) Valores foram expressos
pela média + desvio padrão da média (DP) de três diferentes ob-
servações.

• Diferença significativa entre o grupo CO e CL (p<0,05).
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Estudos recentes da musculatura lisa dos
esfíncteres do trato gastrintestinal de ratos sugerem
que o óxido nítrico é um dos mediadores ou
neurotransmissores inibitórios25,26.  Esta sugestão baseia-
se principalmente na ação direta inibitória do óxido nítrico
sobre a musculatura lisa. O esfíncter anal interno é um
músculo liso que reconhecidamente apresenta-se sob o
controle inibitório do óxido nítrico. Estudos demonstram
a liberação de óxido nítrico em resposta à estimulação
de neurônios não-adrenérgicos e não-colinérgicos
(NANC) do esfíncter anal interno. Experimentos reali-
zados em ratos com estimulação dos neurônios NANC
e bloqueio adrenérgico e colinérgico demonstraram um
relaxamento da musculatura esfincteriana, associado a
uma maior liberação de óxido nítrico27.

Atualmente é bem aceito o conceito de que o
óxido nítrico é formado e liberado por células endoteliais
e que possui um importante efeito relaxante sobre a
musculatura lisa dos vasos. Recentemente; porém, um
espectro mais amplo de ação do óxido nítrico vem sen-
do evidenciado no que se refere à musculatura lisa.
Observa-se um efeito de segundo mensageiro, media-
dor e também de neurotransmissor inibitório responsá-
vel pelo relaxamento da musculatura lisa intestinal. Estas
evidências são suportadas pelo efeito relaxante obtido
com a L-arginina, bloqueio do relaxamento pelo uso de

inibidores da L-arginina (L-NNA) e pelo efeito direto
do óxido nítrico sobre a musculatura lisa vascular e
intestinal 28,29.

A origem do óxido nítrico que atua sobre a
musculatura anal esfincteriana ainda não é bem clara.
Entretanto, parecem existir algumas evidências de que
as células musculares lisas do intestino possam ser as
responsáveis pela síntese e liberação de óxido nítrico
em resposta à neurotransmissão inibitória. De acordo
com o que foi investigado, parte do processo de rela-
xamento da musculatura lisa intestinal em resposta ao
neurotransmissor VIP é mediada pela liberação de óxido
nítrico pelas próprias células da musculatura lisa. Esta
sugestão é fortalecida pelo fato do VIP ocasionar rela-
xamento do músculo esfíncter anal interno, ao mesmo
tempo em que ocorre um aumento de liberação de óxi-
do nítrico. Além disso, este relaxamento do músculo
esfíncter anal interno induzido pelo VIP é bloqueado
pela presença de inibidores da NOS30,31.

Assim sendo, podemos concluir que, baseados
nos resultados deste trabalho, os animais submetidos à
colite experimental apresentam um aumento da expres-
são da enzima óxido nítrico sintase induzível (i-NOS).
Este aumento, associado ao conseqüente aumento do
nível de óxido nítrico, ocasiona uma diminuição dos ní-
veis de pressão anal esfincteriana.

ABSTRACT: The nitric oxide (NO) is a free radical synthesized from some cells of our organism. It presents with an ample
specter of physiological actions being the most important its mechanism of action in the relaxation of the smooth musculature,
its neurotransmissor activity in some systems and its involvement in the inflammatory process. The NO is synthesized in
different tissues by the conversion of the L-arginine in L-citruline with the action of the enzyme nitric oxide sintase(NOS).
Objectives: the aim of this study is to demonstrate the involvement of nitric oxide in the inflammatory intestinal process of
Wistar rats submitted to experimental colitis with ascetic acid. Material and methods: 20 male Wistar rats had been used with
weight between 250 and 350 g divided in two groups of 10 animals. The animals of the group in study had been submitted to
intracolonic administration, by enema, of a solution with acid ascetic diluted to 7% - 3 ml. The control group received only enema
with saline solution. The histological scores, the expression of the enzyme nitric oxide sintase (iNOS) and the sphincteric anal
pressure had been evaluated. Results: The histological scores had presented a significant rise in the group colitis when compared
with the control group in the macroscopic as well as in the microscopical evaluation. The expression of the enzyme iNOS was also
significantly higher in the colitis group when compared to the control group. The sphincteric anal pressure was significantly
lower in the group colitis when compared to control group. Conclusion: The animals submitted to the experimental colitis
presented an increase of the iNOS expression. This increase, associated with the consequent increase in nitric oxide level,
causes a reduction of the sphincteric anal pressure levels.

Key words: Nitric oxide; colitis; anal sphincter pressure.

REFERÊNCIAS

1. Palmer RMJ, Moncada S. Nitric oxide release accounts for the
biological activity of endothelium-derived relaxing factor.
Nature 327:524-526, 1987.

2. Ignarro LJ, Buga GM. Endothelium-derived relaxing factor
produced and released from artery and vein is nitric oxide.
Proc Natl Acad Sci USA 84:9265-9269, 1987.

3. Martinez AR, Marin J. Role of vascular nitric oxide in physiological
and pathological conditions. Pharmacol Ther. Vol 75, 111-134, 1997.



O Papel do Óxido Nítrico na Pressão Anal Esfincteriana
de Ratos Submetidos à Colite Experimental

Henrique Sarubbi Fillmann e Cols.

442

Vol. 26
Nº 4

Rev bras Coloproct
Outubro/Dezembro, 2006

4. Baylis C, Vallance P. Measurement of nitrite and nitrate levels
in plasma and urine – what does this measure tell us about the
activity of endogenous nitric oxide system? Circulation and
hemodinamics 59-62, 1998.

5. Salas A, Gironella M, Salas A, Soriano A, Sans M, Iovanna J,
Piqué JM, Panès J. Nitric oxide supplementation ameliorates
dextran sulfate sodium-induced colitis in mice. Laboratory
Investigation 82(5): 597-607, 2002.

6. Sans M, Panès P, Ardite E, Elizalde JI, Arce Y, Elena M, Lobb
R, Piqué JM. VCAM-1 and ICAM-1 mediate leucocyte-
endothelial cell adhesion in rat experimental colitis.
Gastroenterology 1999;116:874-883.

7. Grisham MB, Yamada T. Neutrophils, nitrogen oxides and
inflammatory bowel disease. Ann NY Acad Sci 664:103-115
(1992).

8. Seguí J, Sans M, Pique J, Panès J. Superoxide dismutase
ameliorates TNBS-induced colitis by reducing oxidative stress,
adhesion molecule expression, and leucocyte recruitment into
inflamed intestine. Journal of Leucocyte Biology 2004; 76:537-
544.

9. Kruidener L, Kuiper I, Lamers CB, Verspaget  I. Intestinal
oxidative damage in inflammatory bowel disease: semi
quantification, localization and association with mucosal
antioxidants. J. Payhol. 2003; 201:28-36.

10. Goldim JR, Raymundo MM. Pesquisa em saúde e direitos
dos animais. Segunda edição. Porto Alegre: HCPA, 1997.

11. Morris GP, Beck PL, Herridge MS. Hapten-induced model of
chronic inflammation and ulceration in the rat colon.
Gastroenterology; 96: 795-803, 1989.

12. Sandborn WJ, Tremaine WJ, Schroeder KW, Steiner BL.
Cyclosporine enemas for treatment-resistant, mildly to
moderately active, left-sided ulcerative colitis. Am J
Gastroenterol; 88(5): 640-45, 1993.

13. Read NW, Sun WM. Anorectal manometry. In Coloproctology,
Swash M. 119-145. 1992.

14. Sartor RB. Pathogenic and clinical relevance of cytokines in
inflammatory bowel disease. Immunol Res 10:465-471.

15.  Warren BF, Watkins PE. Animals models of inflammatory
bowel disease. Journal of Pathology; 172, 313-316, 1994.

16. Rugveit J, Llarsldsen, G. Respiratory burst of intestinal
macrophages in inflammatory bowel disease is mainly caused
by CD14 + L1 + monocyte-derived cells. Gut 1995; 37: 367-
373.

17. Williams JG, Hughes LE, Hallett MB. Toxic oxygen metabolite
production by circulating  phagocytic cells in inflammatory
bowel disease. Gut 1990; 31:187-93.

18. Powell-Tuck, Day DW, Lennard-Jones JE. Correlations
between defined sigmoidoscopic appearance and other

measures of disease activity in ulcerative colitis. Dig. Dis. Sci
1982;27(6)533-37.

19. Gomes P du Boulay C, Smith CL, Relationship between disease
activity indices and colonoscopic findings in patients with
colonic inflammatory bowel disease. Gut 1986;27(1)92-95.

20. Gue M, Fioramonti J, More J. Stress-induced enhancement of
colitis in rats: CRF and arginine vasopressin are not involved.
Am J Physiol 272:84-91, 1997.

21. Wallace JR, Braquet P, Cirino G. Assessment of the role of
platelet activating factor in an animal model of inflammatory
bowel disease. J Lipid Med 1:13-23, 1989.

22. Leffer AM, Leffer D. Nitric oxide protects in intestinal
inflammation. Am J. Physiol. 276:g572-575, 1999.

23. Rubbo H, Radi R. Antioxidant properties of nitric oxide. In:
Ignaro L, ed. Nitric oxide biology and pathobiology, advances
in pharmacology. Academic Press: 57-82, 2000.

24. Muijsers RBR, Folkerts G. Peroxinitrite: a two-faced
metabolite of nitric oxide. Life Sciences, vol 60, 21: 1833-
1845, 1999.

25. Burleigh DE. Pharmacology of the internal anal sphincter. In:
Coloproctology and the pelvic floor. Henry MM, Swash M.
P 37-52,1992.

26. Womac NR. Anorectal function. Diseases of the colon and
rectum. 30:319-323, 1987.

27. Garrel C, Fontecave M. Nitric oxide: chemistry and biology.
In: Analysis of free radicals in biological systems, Favier et al.
P 21-35, 1995.

28. Hechtman HB, Barlow C. Moderation of anal sphincter tone
with nitric oxide agonists and antagonists. Arch Surg. Vol 131:
775-784, 1996.

29. Ignarro LJ, Lippton H. Mechanism of  vascular smooth muscle
relaxation by organic nitrates, nitrites and nitric oxide. Journal
of Pharmacology and Experimental Therapeutics 218, 739-
749, 1981.

30. Cho C. Current roles of nitric oxide in gastrointestinal
disorders. J Physiol Paris, 95(1-6): 253-256, 2001.

31. Shibata C, Sasaki I, Matsuno S. Intragastric capsaicin stimulates
motility of upper gut and proximal colon via distinct pathways
in conscious dog. Digestive Diseases and Sciences, vol 44; 6:
1083-1089, 1999.

Endereço para correspondência:
HENRIQUE SARUBBI FILLMANN
Avenida Ipiranga, 6690 – conj.  307
90.610-000 - Porto Alegre (RS)
Fone: (51) 3336-5254
E-mail: hfillmann@terra.com.br


