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Prefacio



A tese "Avaliacdo dos efeitos de dietas enriquecidas com frutos das espécies
Theobroma grandiflorum e Musa spp AAA em diferentes modelos de inflamacéo
intestinal” foi realizada em quatro capitulos.

O primeiro capitulo descreve aspectos gerais da doenca inflamatoria intestinal,
como sua fisiopatologia, etiologia, epidemiologia, os principais farmacos utilizados na
clinica e novas estratégias terapéuticas baseadas em produtos naturais.

O segundo inclui os dados do trabalho desenvolvido no Laboratério de
Fitomedicamentos, Farmacologia e Biotecnologia (FitoFarmaTec) do Instituto de
Biociéncias, UNESP-campus de Botucatu-SP. A ideia surgiu em estudar alimentos
funcionais provenientes da Amazonia no modelo de inflamacéo intestinal induzida por
TNBS em ratos. Em viagem de coleta em parceria com pesquisadores da UFPA, alguns
frutos de importancia na alimentacdo da populacdo amazbnica e também do Brasil
foram coletados, incluindo Acai, Buriti e Cupuacu (Theobroma grandiflorum), que
devido a suas composicbes em fibras alimentares e compostos antioxidantes
demonstravam potencial como terapia complementar ao tratamento da Doenca
Inflamatéria intestinal em humanos. Dentre estas trés espécies, o projeto focou o estudo
da dieta enriquecida com polpa de cupuacu no modelo de inflamagéo intestinal em ratos
Wistar, e este capitulo estd nas normas de publicacdo da revista Nutrition Research.

O terceiro capitulo foi realizado durante doutorado “sanduiche™ pelo programa
PDSE da CAPES na metade do ano de 2015, junto ao Departamento de Farmacologia
da Faculdade de Farméacia da Universidade de Granada-Espanha. Devido a resultados
prévios no nosso laboratorio, a farinha de banana nanica verde (Musa spp AAA) no
modelo de inflamacdo intestinal induzida por TNBS em ratos foi selecionada para
realizacdo de estudos em outro modelo de inflamacdo intestinal, o modelo de
inflamacdo intestinal induzida por DSS em camundongos C57BL/6J. O grupo do
Professor Julio Gaélvez é referéncia no estudo da inflamacdo intestinal, tanto
experimental quanto em humanos, e nosso laboratério tem uma parceria com 0 grupo
espanhol ha muitos anos.

O quarto capitulo descreve as consideracdes gerais da tese, mostrando 0s
principais resultados obtidos e os potencias produtos alimentares como tratamento
complementar da Doenca Inflamatoria Intestinal em humanos.

Durante o periodo de realizacdo do doutorado, foi realizada ainda uma serie de

atividades, descritas abaixo:
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Laboratdrio de Didatica em Farmacologia 2013 90 91
Tépicos de atualizacdo em farmacologia: Tépicos de
atualizacdo em Farmacologia: Mediadores da resposta 2013 30 100
inflamatoria
Tépicos de atualizacdo em farmacologia: Tépicos de
atualizacdo em Farmacologia: Mediadores da resposta 2013 60 100
inflamatéria 11
Empreendorismo 2014 60 100
Tépicos Especiais em Farmacologia e Biotecnologia:
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Resumo



A Doenca Inflamatoria Intestinal (DII) € uma doenca com etiologia desconhecida e sem
terapéutica curativa disponivel, englobando, fundamentalmente, duas doencas distintas:
a Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU), ambas caracterizadas por
uma inflamacdo cronica do intestino, com periodos de exacerbacdo seguidos de
intervalos prolongados com remissdo dos sintomas, cujo tratamento com os farmacos
disponiveis apresentam sérios efeitos colaterais. Portanto, o desenvolvimento de novas
estratégias de tratamento que combinem eficacia e seguranca € uma importante meta na
terapia da DII. Produtos de origem natural, especialmente oriundos de fontes vegetais
com propriedades de modificar a microbiota intestinal tém sido amplamente estudados
como agentes preventivos e/ou curativo destas doengas, visto que a manipulagdo da
microbiota intestinal tem se mostrado como uma estratégia importante na manutencéo
da homeostase col6nica. Neste contexto, muitos frutos de origem tropical, com ampla
utilizacdo pela populacdo e ricos em fibras e/ou componentes que ativos como
antioxidantes e/ou anti-inflamatorios podem representar uma nova estratégia
complementar para a prevencédo ou cura da DIl. Dentre eles se destacam os frutos das
espécies Theobroma grandiflorum (cupuacu) e Musa spp AAA (banana nanica), ricos
em fibras alimentares e compostos fendlicos, os quais sdo potencialmente benéficos no
tratamento e prevencdo da DII. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos de
uma dieta enriquecida com polpa de cupuagu a 5 e 10% no modelo de inflamacéo
intestinal induzido por TNBS em ratos, e os efeitos de uma dieta enriquecida com
farinha de banana nanica verde a 10% e sua associacdo com Bifidobacterium breve no
modelo de inflamagdo intestinal induzida por DSS em camundongos. A dieta
enriquecida com polpa de cupuagu a 5% foi capaz de evitar a deple¢do do antioxidante
enddgeno glutationa, e a dieta enriquecida com polpa de cupuagu a 10% diminuiu a
atividade das enzimas mieloperoxidase e fosfatase alcalina, e também diminuiu 0s
niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-6, as dietas enriquecidas com polpa de
cupuacu foram capazes também de manter a citoarquitetura intestinal e a secrecdo de
muco no limen intestinal. Ja a dieta enriquecida com farinha de banana nanica verde a
10% associada com o probidtico B.breve foi capaz de aumentar a expressao relativa
colonica de ZO-1 e MUC-1 e da citocina anti-inflamatéria TGF-f e aumentar a
expressao relativa de MMP-9, alem de diminuir a expressdo relativa, em fezes, do
género Clostridium. O probiotico B.breve isolado foi capaz de aumentar a expressdo
relativa de ZO-1 e a dieta enriquecida com farinha de banana nanica verde a 10%
isolada foi capaz de aumentar a expressdo relativa colénica de MMP-9 e ICAM-1 e
diminuir a expressao relativa fecal do género Clostridium. A dieta enriquecida com
polpa de cupuacu é potencialmente Util como produto complementar ao tratamento da
DIl em humanos, devido aos seus resultados apresentados no modelo de inflamacéo
intestinal induzido por TNBS em ratos. Ja a dieta enriquecida com farinha de banana
verde se mostrou Util como produto complementar ao tratamento da DIl em humanos
associada ao probiotico B.breve, devido aos resultados apresentados na inflamacéo
intestinal induzida por DSS em camundongos.
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Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a disease with unknown etiology and no curative

treatment available, encompassing essentially two distinct diseases: Crohn's disease
(CD) and ulcerative colitis (UC), both characterized by chronic inflammation of the
intestine, with periods of exacerbation followed by long intervals with symptom
remission whose treatment with available drugs has serious side effects. Therefore, the
development of new treatment strategies that combine effectiveness and safety is an
important goal in the treatment of IBD. Dietary products are among the therapeutic
approaches used to modify intestinal microbiota and to promote protective effects
during the intestinal inflammatory process, since the manipulation of the intestinal
microbiota has been shown as an important strategy in the maintenance of colonic
homeostasis. In this context, many tropical fruits, widely used by population and
because its composition rich in dietary fibers and activity compounds such as
antioxidants and anti-inflammatory may represent a new complementary strategy for the
prevention or cure of IBD. In this way, the fruits of Theobroma grandiflorum
(cupuassu) e Musa spp AAA (dwarf banana), rich in dietary fruits and phenolic
compounds, are potentially beneficial in the prevention and treatment of IBD. The aim
of the present study was to evaluated the effects of a 5% and 10% cupuassu pulp
enriched diet on the TNBS-induced intestinal inflammation model in rats and the effects
of a 10% green dwarf banana flour enriched diet and its association with
Bifidobacterium breve in the DSS-induced intestinal inflammation in mice. The
enriched diet with cupuassu pulp at 5% maintained colonic levels of the endogenous
antioxidant gluatione, and the enriched diet with cupuassu pulp at 10% diminish the
activity of the enzymes myeloperoxidase and alcaline phosphatase, and diminish the
levels of the inflammatory cytokines IL-1p e IL-6, both enriched diets were also able to
maintain the intestinal cytoarchitecture and the secretion of mucus in the intestinal
lumen. The 10% green dwarf banana flour enriched diet associated with the probiotic
B.breve was able to increase colonic relative expression of ZO-1 and MUC-1, and the
anti-inflammatoy cytokine TGF-B, its increase also the relative expression of MMP-9,
beyond diminish the relative expression, in faecal samples, of Clostridium genus. The
monoterapy with the probiotic B.breve increase the relative expression of ZO-1 and the
green dwarf banana flour increased the colonic relative expression of MMP-9 and
ICAM-1 and reduced the faecal relative expression of Clostridium genus. The cupuassu
pulp enriched diet is potentially useful as a complementary product to the treatment of
IBD in humans because of its results presented in the TNBS-induced intestinal
inflammation model in rats. Therefore, the green dwarf banana flour enriched diet
associated with the probiotic B.breve could be useful as a complementary product to the
treatment of IBD in humans because of its results presented in the DSS-induced
intestinal inflammation model in mice.
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Capitulo |

Introducéao



A Doenga Inflamatéria Intestinal (DIIl) engloba, fundamentalmente, duas
doencas distintas: a Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU). Ambas
caracterizam-se por uma inflamacdo cronica do intestino, com periodos de
exacerbacdo seguidos de intervalos prolongados de remissdo dos sintomas
(ABRAHAM; CHO, 2009), sendo marcada pela ulceracdo e infiltragdo de neutrofilos
na mucosa, desconforto ou dor abdominal com hébitos intestinais alterados tais como
diarreia e constipagdo (SINGH et al., 2003), no entanto, ocorrem algumas diferencas
quanto as caracteristicas e distribui¢do do processo inflamatorio.

A Doenca de Crohn é uma inflamagdo transmural do trato gastrointestinal
(TGI) que pode afeta-lo por completo, desde a boca até o anus. Normalmente se
apresenta de forma descontinua em varias porcGes do TGl e pode promover
complicacdes como estenoses, abscessos ou fistulas. Esta doenca caracteriza-se ainda
pela infiltracdo de linfécitos, formacdo de granuloma e fibrose (COLLINS;
CROITORU, 1994; BAUMGART; SANDBORN, 2007).

A Retocolite Ulcerativa € uma doenca inflamatdria intestinal restrita ao célon
e que dependendo da extensdo e localizacdo da inflamacéo pode ser classificada em
proctite (parte inferior do colon e reto), colite distal (c6lon sigmoide com ou sem
envolvimento do colon descendente) ou pancolite (envolvimento de todo o célon)
(BAUMGART; SANDBORN, 2007). Histologicamente, a inflamacdo na RCU se
restringe a camada mucosa colénica, sendo caracterizada pela infiltracdo de linfocitos
e granuldcitos e presenca de abscessos das criptas com infiltracdo de neutrofilos
(COLLINS; CROITORU, 1994).

Clinicamente, a RCU é caracterizada pela ocorréncia de diarreia severa com
sangue, muco e pus, perda do peristaltismo e da rigidez da parede intestinal e

perfuracdo. Porém, na doenca de Crohn, a apresentacdo clinica depende do local da



inflamag&o, podendo incluir dor abdominal intensa, diarreia, febre, ocorréncia de
estreitamento do Iimen intestinal (estenoses), desenvolvimento de fistulas e até
mesmo sinais de obstrucdo intestinal (BOUMA; STROBER, 2003; BAUMGART;
SANDBORN, 2007).

As doencas inflamatorias intestinais sdo consideradas um dos grandes
problemas da populagdo moderna, uma vez que geram repercussdes importantes na
qualidade de vida de seus portadores, acarretando alteracbes no ambito social,
psicoldgico e profissional (KAPLAN, 2015).

A epidemiologia da Doenca Inflamatoria Intestinal estd sendo analisada em
diversos estudos e apesar das tendéncias para o aparecimento da DIl estarem mudando,
certos padrdes demograficos parecem ser semelhantes. As taxas de incidéncia sdo
maiores em paises desenvolvidos e mais industrializados, como no nordeste Europeu,
Reino Unido, Ameérica do Norte e Austrélia, estima-se que 0,5% da populacdo ocidental
é portadora dessas doencas (KAPLAN, 2015). A medida que os paises em
desenvolvimento evoluem para paises industrializados, a incidéncia da DIl aumentou e
fatores de risco ambientais associados a sociedades industrializadas estdo inegavelmente
envolvidos com a patogénese da DIl (ANANTHAKRISHNAN, 2015). Dados mundiais
indicam que a incidéncia da DIl esta em um range de 10-30 para cada 100.000
habitantes, sendo que nos Estados Unidos mais de 1 milhdo de pessoas apresentem a
doencga, enquanto na Europa o nimero de portadores chega a 2,5 milhdes (KAPLAN,

2015).

No Brasil, poucos estudos analisam os aspectos epidemioldgicos da DI, sendo
gue a maioria apenas descreve 0s aspectos clinicos e a frequéncia de admissdo em
hospitais em funcdo dessa enfermidade, sem qualquer tipo de referéncia quanto a

incidéncia ou prevaléncia na populacdo. Um estudo de SOUZA et al. (2002) realizado



em um hospital publico de Ribeirdo Preto, interior de Sdo Paulo, mostrou que a
admissdo em hospitais em funcdo da DIl é mais frequente para casos de DC e que
ocorreu um aumento nas doengas inflamatdrias intestinais de 40 para 61 casos para
cada 10.000 atendimentos realizados, em um periodo de cinco anos. VICTORIA et al.
(2009) constataram no hospital da Universidade Estadual Paulista — Botucatu —SP que
a maioria dos pacientes com DIl atendidos era caucasiana e morava em centros
urbanos, dos quais 65% eram portadores de RCU e 25% de DC. Embora no Brasil
esses nimeros serem menores do que a taxa mundial, essa doenga vem se tornando
cada vez mais importante no nosso sistema de saude publica e privada.

Apesar da DIl ser objeto de pesquisa ha varias décadas, a sua etiologia ainda é
desconhecida e um Unico agente ou mecanismo isolado ndo parecem ser suficientes
para produzir ou desencadear a doenca. A interacdo de fatores genéticos e ambientais
(dieta, farmacos, tabagismo e fatores psicologicos), em combinacdo com a microbiota
intestinal, dispara um mecanismo que ativa celulas que comp&em o sistema de defesa
da mucosa intestinal, deste modo, sua etiologia é considerada multifatorial (SU et al.,
2009). Por meio de uma resposta imune exagerada e inapropriada da mucosa a
microbiota intestinal normal, a qual é facilitada por alteracbes na barreira epitelial
intestinal e mediada principalmente por células T da mucosa, se desencadeia uma
intensa sintese e liberacdo de diferentes mediadores pré-inflamatorios, incluindo
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, eicosanoides, fator de agregacdo
plaquetaria e indmeras citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-12. Neste sentido, esta
descrito um grande aumento na sintese col6nica de leucotrieno B4 (WALLACE,
1994), o qual devido sua capacidade quimiotatica e ativadora de neutréfilos pode ser o
responsavel por grande parte da destrui¢do celular e necrose que caracterizam a DII.

A destruicdo celular e necrose, por sua vez, ocorrem devido a secrecdo de



mieloperoxidase e distintas proteases, especialmente das metaloproteinases, assim
como da geragdo de radicais livres derivados do oxigénio e do nitrogénio, os quais
tem sido implicado em diferentes fases do processo inflamatério (MILLER;
GRISHAM, 1995; KUBES; WALLACE, 1995).

Os radicais livres desempenham um papel chave na génese e manutengédo da
DIl, sendo que alguns estudos comprovam a existéncia de alteragdes nos niveis
oxidativos em biopsias de mucosas de colon procedentes de pacientes com esta
doenca (LIH-BRODY et al., 1996). Este desequilibrio se traduz em um incremento no
estresse oxidativo acompanhado de uma diminuicdo nas defesas antioxidantes
fisiologicas (LOGUERCIO, 1996), especialmente dos niveis de glutationa total. O
ataque dos radicais livres sobre os lipideos de membrana gera o processo de
peroxidacdo lipidica, dando lugar a uma reacdo em cadeia que perpetua o ciclo de
formagdo destes agentes agressores, a0 mesmo tempo em que origina uma
desestruturacdo da membrana celular e a consequente morte da célula (LIH-BRODY
etal., 1996; LOGUERCIO, 1996).

A terapéutica atualmente utilizada para o tratamento das doencas inflamatérias
intestinais inclui um grande ndmero de farmacos, dentre os quais estdo o0s
aminossalicilatos, os glicocorticéides, os imunossupressores (YAMOMOTO-
FURUSHO, 2007) e a terapia biolégica (MORRISON et al., 2009). Infelizmente, a
terapéutica disponivel ndo representa a cura da DIl e os farmacos disponiveis ou
possuem sérios efeitos colaterais, como o0s glicocorticéides (NAVARRO;
HANAUER, 2003), e/ou sdo de alto custo, como por exemplo, o infliximabe (YUN;
HANAUER, 2009). Tais aspectos limitam imensamente sua utilizacdo, além de
existirem pacientes que nao respondem a nenhum dos farmacos existentes.

Recentemente, novos procedimentos terapéuticos tém sido propostos,



especialmente com produtos naturais com atividade antioxidante e/ou
imunomoduladora e de produtos reconhecidos como prebidticos, capazes de melhorar
a resposta das células colnicas ao processo inflamatorio que se instala. De fato, ha
ainda a necessidade de estudos para a obtencdo de novas estratégias terapéuticas que
maximizam a eficacia dos farmacos, enquanto minimizam sua toxicidade
(SCRIBANO, 2008).

A alimentacdo vem se tornando uma importante estratégia no tratamento da
doenca inflamatdria intestinal e produtos alimentares com propriedades funcionais
estdo sendo incorporados na dieta de pacientes portadores dessa doengca com o intuito
de prevenir recidivas e melhorar sua qualidade de vida. Esses alimentos, definidos
como funcionais, sdo produtos que além das caracteristicas nutricionais essenciais
trazem beneficios a saude e sdo potenciais na prevencdo e tratamento de doencas.
Podem ser classificados como fibras alimentares, acidos graxos poli-insaturados,
proteinas, peptidios, aminoécidos ou cetoacidos, minerais, vitaminas e compostos
antioxidantes (ANDLAUER; FURST, 2002). Dentre esses alimentos se destacam 0s
prebioticos, os quais sdo definidos como ingredientes alimentares ndo digeriveis que,
quando consumido em quantidades suficientes, seletivamente estimulam o
crescimento e/ ou atividade de uma ou de um ndmero limitado de micro-organismos
no célon, o que resulta em beneficios para a sadde (DUNCAN, 2013). Os prebioticos
mais estudados sdo os amido-resistente, oligossacarideos, como inulina e os fruto-
oligossacarideos, dissacarideos, como a lactulose, e polissacarideos componentes da
parede celular vegetal, como as ligninas e pectinas (ALMEIDA et al., 2003). Com
uma dieta rica em carboidratos prebioticos se aumenta a fermentacdo anaerdbica das
bactérias colénicas e como consequéncia ha um aumento da producdo luminal de

acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), principalmente acetato, propionato e butirato.



Os AGCCs podem atuar de forma direta, ou indireta sobre o c6lon, modificando o pH,
diminuindo atividade da iNOS (6xido nitrico sintetase indutiva) e os niveis de TNF-a
no colon (RODRIGUEZ-CABEZAS et al., 2002). Dos AGCCs produzidos, o butirato
apresenta papel central na regulacdo de varias atividades das células epiteliais do
célon, pois, exerce sua atividade anti-inflamatéria através de varios mecanismos.
Entre estes, estdo a reducdo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, indu¢do da
expressdo de IL-10 e TGF-B, além de reduzir a proliferacédo e ativacao de linfdcitos e,
possuir um papel importante na maturacdo do epitélio colbnico, regeneracdo da
mucosa e inducdo da diferenciacdo celular (ALGIERI; RODRIGUEZ-NOGALES,
2014; LOOIJER-VAN LANGEN ET AL, 2009).

A microbiota intestinal estd intimamente relacionada com a fisiopatologia da
DIl. Estudos clinicos demonstram que a composi¢cdo da microbiota de pacientes
portadores dessas doencas é diferente em relacdo a individuos saudaveis, sendo
encontrada também uma menor diversidade bacteriana na DII, especialmente em
regides onde a inflamacdo esta em maior atividade. Em geral, os filos Firmicutes e
Bacteroides estdo reduzidos no intestino desses pacientes (DERIKX et al, 2016). Uma
estratégia terapéutica na DIl € a manipulacdo da microbiota intestinal, através de
alimentos que contém prebidticos e/ou probioticos. Probioticos sdo definidos como
micro-organismos Vvivos que apos a ingestdo em uma quantidade adequada, exercem
beneficios a saude (CHINGWARU, 2010). Essa estratégia de manipulacdo da
microbiota intestinal através da alimentacdo € vista como um caminho promissor na
intervencdo terapéutica e profilatica contra a inflamacéo intestinal (VILADOMIU et al,
2013).

Com base nestas informacgdes, selecionamos as espécies Theobroma

grandiflorum (cupuacu), para avaliar os efeitos de uma dieta enriquecida com sua polpa



no modelo de inflamag&o intestinal induzida por TNBS em ratos, devido sua
composicdo em fibras alimentares, principalmente pectina, (VRIESMANN;
PETKOWICZ, 2009) e Musa spp AAA, para avaliar os efeitos de uma dieta enriquecida
com farinha de banana nanica verde e sua associagcdo com o probiotico Bifidobacterium
breve no modelo de inflamacédo intestinal induzido por DSS em camundongos. Essa
variedade de banana foi selecionada para o estudo devido a resultados prévios em nosso
laboratério no modelo de inflamagdo intestinal induzida por TNBS em ratos

(SCARMINIO et al., 2012).
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Capitulo IV

Considerac0es finais



Com base no exposto:

A dieta enriquecida com polpa de cupuacu (Theobroma grandiflorum) possui atividade
anti-inflamatoria intestinal no modelo de inflamacdo induzida por TNBS em ratos. A
dieta a 5% evitou a deplecdo do antioxidante enddgeno glutationa e a dieta a 10%
impediu 0 aumento da atividade das enzimas mieloperoxidase e fosfatase alcalina, assim
como evitou o0 aumento dos niveis das citocinas IL-1p e IL-6. As dietas enriquecidas, em
ambas as proporg¢des, foram capazes de manter a citoarquitetura do epitélio intestinal e a

secrecao de muco.

A dieta enriquecida com farinha de banana nanica verde (Musa spp AAA) a 10%
associada com o probidtico B.breve foi capaz de aumentar a expressao relativa coldnica
de ZO-1 e MUC-1, da citocina anti-inflamatoria TGF-p ¢ de MMP-9, além de diminuir a
expressdo relativa, em fezes, do género Clostridium. O probidtico B.breve isolado foi
capaz de aumentar a expressdo relativa de ZO-1 e a dieta enriquecida com farinha de
banana nanica verde a 10% isolada aumentou a expressao relativa colénica de MMP-9 e
ICAM-1 e diminuiu a expressdo relativa fecal do género Clostridium, no modelo de

inflamacdo intestinal induzida por DSS em camundongos.
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