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GUIMARAES, A. F. Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria intestinal da dieta
enriquecida com farinha de Coix lachryma-jobi L. no modelo de inflamacéo intestinal
induzida por TNBS em ratos. 2019. Dissertagdo (Mestrado em Farmacologia e
Biotecnologia) — Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Botucatu, 2019.

A Doenca Inflamatdria Intestinal € uma doenca considerada multifatorial com etiologia ainda
pouco elucidada que compreende duas principais formas clinicas, denominadas como
Retocolite Ulcerativa e a Doenca de Crohn que induzem quadros cronicos de inflamacdo em
diferentes regides do trato gastrointestinal, com periodos de exacerbacdo e remissdao dos
sintomas. Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis para a doenca apresentam sérios efeitos
colaterais e alto custo, o que faz com que o desenvolvimento de estratégias complementares
de prevencdo e tratamento seja uma importante meta na terapia da DIIl. A busca por
estratégias complementares de prevencao e tratamento, como o uso de alimentos funcionais
ricos em fibras e compostos bioativos, € uma perspectiva promissora, visto que as fibras tém
sido associadas a promocdo de efeitos prebidticos com consequente protecdo ao processo
inflamatdrio intestinal. Coix lacryma-jobi L., € uma planta cuja semente é rica em fibras e séo
amplamente utilizadas tanto na culinaria quanto na medicina tradicional chinesa onde sdo
indicadas para o tratamento de diversas doencgas. Este trabalho tem como objetivo avaliar os
efeitos da dieta enriquecida com farinha das sementes inteiras C. lachryma-jobi. no modelo de
inflamacéo intestinal induzida por &cido trinitrobenzenosulfénico em ratos. Para tanto foram
testadas trés dietas com racdo enriquecida de farinha de C. lachryma-jobi nas proporcgdes de
5%, 10% e 20%, onde foram avaliados parametros clinicos (consumo diario, peso corporal e
diarreia), macroscépicos (escore, extensdo da lesdo, relacdo peso/comprimento cdlico e
aderéncia) e bioquimicos (mieloperoxidase, fosfatase alcalina e glutationa total) em dois
protocolos de indugdo do processo inflamatério distintos: A) animais tratados, submetidos ao
processo de inducdo de inflamacdo intestinal no dia 33 e mortes 2 dias apds; B) animais
tratados, submetidos ao processo de inducdo da inflamacéao intestinal no dia 33 e mortos 8
dias ap6s. Adicionalmente, foi realizada a analise bromatoldgica das sementes. Nenhuma das
dietas nas proporcGes analisadas foi capaz de alterar parametros clinicos ou macroscopicos.
As avaliagOes bioquimicas mostraram que nenhuma das concentracdes avaliadas foi capaz de
evitar a deplecdo dos niveis de glutationa e de diminuir a atividade das enzimas
mieloperoxidase e fosfatase alcalina. A analise bromatoldgica evidenciou uma alta propor¢édo
de fibras insolUveis e baixa de fibras soltveis. A auséncia de efeitos protetores foi associada a
baixa concentracdo de fibras sollveis presentes nas sementes desta espécie e os resultados
sugerem que a suplementacdo dietética com farinha de C. lachryma-jobi ndo se mostra como
um produto Gtil como terapia complementar para a DIl em humanos.

Palavras-chave: Doenca Inflamatoria Intestinal, TNBS, Adlay, lagrimas de Nossa Senhora.
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GUIMARAES, A. F. Evaluation of the intestinal anti-inflammatory activity of the
enriched-diet with Coix lachryma-jobi L. flour in the TNBS-induced intestinal
inflammation model in rats. 2019. Thesis (Master in Pharmacology and Biotechnology) -
Botucatu Institute of Biosciences, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Botucatu, 2019.

Inflammatory Bowel Disease is a multifactorial disease with a not fully elucidated etiology
that comprises two main clinical forms designate as Ulcerative Colitis and Crohn's Disease,
which present chronic inflammation in different regions of the gastrointestinal tract, with
periods of exacerbation and remission of the symptoms. The pharmacological treatments
available for the disease have serious side effects and high cost, which makes the
development of complementary prevention and treatment strategies an important goal in IBD
therapy. The search for complementary treatment and prevention strategies, such as the use of
functional foods rich in fiber and bioactive compounds, are a promising prospect, since the
fibers have been associated with the promotion of prebiotic effects with consequent protection
of the inflammatory bowel process. Coix lacryma-jobi L., is a plant containing seed rich in
fiber and are widely used both in cooking and traditional Chinese medicine for the treatment
of several diseases. This work aims to evaluate the effects of the diet enriched with flour of
the whole seeds of C. lachryma-jobi in the experimental model of intestinal inflammation
induced by trinitrobenzenesulfonic acid in rats. Three diets enriched with C. lachryma-jobi
flour were tested in the proportions of 5%, 10% and 20% and were evaluated in the clinical
parameters (daily food intake, body weight, diarrhea), macroscopic damage (score, lesion
extension, weight/length ratio, adherence), biochemical parameters (myeloperoxidase,
alkaline phosphatase, total glutathione) in two different protocols: A) Treated animals
submitted to induction of intestinal inflammation at 33 day and died after 2 days; B) Treated
animals submitted to the process of induction of intestinal inflammation at 33 day and died
after 8 days. In addition, the bromatological analysis of the seeds was carried out. None of the
diets were able to alter clinical or macroscopic parameters. Biochemical evaluations showed
that none of the concentrations evaluated was able to avoid the depletion of glutathione levels
and decrease myeloperoxidase and alkaline phosphatase activities. The bromatological
analysis evidenced a high proportion of insoluble fibers and low soluble fibers. The absence
of protective effects was associated with the low concentration of soluble fibers present in the
seeds, these results suggest that dietary supplementation with C. lachryma-jobi flour is not a
useful product as a IBD complementary therapy in humans.

Key words: Inflammatory = Bowel Disease, TNBS, Adlay, Job tears.
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INTRODUCAO




A Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) é caracterizada pela inflamagdo cronica da
mucosa intestinal, que compromete estrutural e funcionalmente o trato gastrointestinal
(BOUMA & STROBER, 2003). O que distingue a resposta imunoldgica normal da reposta
nos casos de DIl € uma incapacidade de regulacao dessas respostas (HANAUER, 2006). Em
pessoas saudaveis, o intestino torna-se inflamado em resposta a um patégeno em potencial,
retornando a um estado normal quando o patégeno é eliminado do intestino (HANAUER,
2006). No entanto, em individuos com DII, a inflamacdo decorre da resposta inapropriada e
continua do sistema imune da mucosa a presenca normal da flora intestinal ou de residuos da
dieta (PODOLSKY, 2002). Esse desequilibrio imunoldégico da mucosa intestinal esta
associado principalmente as células do sistema imune adaptativo, que respondem contra
antigenos da flora intestinal ou da dieta produzindo condi¢des inflamatorias cronicas em
portadores da doenca (DE MATTOS et al., 2015).

A Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU) sdo os subtipos mais
comuns de DII, embora apresentem muitas similaridades, sdo clinicamente diferentes
(PANACCIONE, 2013). A DC apresenta regides lesionadas intercaladas por porcdes
saudaveis e pode ocorrer em todo o trato gastrointestinal, sendo mais comum na regido
terminal do ileo, no ceco, na regido perianal e no colén (BOUMA & STROBER, 2003,
TORRES et al., 2017), e caracteriza-se pela formacdo de estenoses, fistulas, Ulceras e
granulomas ao longo da mucosa (DE MATTOS et al., 2015). A inflamacéo € tipicamente
segmentar, assimétrica e transmural (TORRES et al., 2017). As manifestacdes clinicas da DC
podem incluir diarreia ou diarreia sanguinolenta, desnutricdo, dor abdominal e perda de peso
(DE MATTOS et al., 2015).

N&o h& distribuicdo especifica para o sexo na DC em adultos. O inicio da doenca
geralmente ocorre da segunda a quarta década de vida (TORRES et al., 2017). Entre os
fatores ambientais que contribuem para o aparecimento da doenca o tabagismo é o mais bem
estudado, e estd associado a um aumento de duas vezes no risco de DC (TORRES et al.,
2017). Ha evidéncias de predisposicdo genetica, visto que aproximadamente 12% dos
pacientes tém historia familiar de DC (TORRES et al., 2017). Os judeus tém um risco trés a
quatro vezes maior de desenvolver a doenca do que populagbes ndo judias, e as ascendéncias

afro-americana e asiatica estio associadas ao menor risco (TORRES et al., 2017).

A liberacéo localizada de certas citocinas, como interleucina-12 (I1L-12), IL-17, fator

de necrose tumoral-a (TNF-a) e interferon-y (IFN-y), tem sido relacionada a inflamagéo
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intestinal crénica observada em pacientes com DC (DE MATTOS et al., 2015). A producéo
de IL-12 e IL-18 por células apresentadoras de antigenos e macréfagos gera uma
diferenciacdo polarizada em relacdo ao linfocito Thl, levando a uma liberacdo aumentada de
citocinas pro-inflamatdrias, incluindo TNF-a e IFN-y. Além disso, as citocinas liberadas por
células Thl estimulam as células apresentadoras de antigenos a secretar um espectro mais
amplo de citocinas inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-18 (DE MATTOS et al.,
2015).

Na RCU, diferente do que ocorre na DC, o processo inflamatorio € continuo e
exclusivamente na regido da mucosa do célon (BOUMA & STROBER, 2003), geralmente,
sem apresentacdo de granulomas (MAGRO et al., 2017). Além de envolver a mucosa
intestinal, pode acometer também a submucosa promovendo &reas continuas de inflamacao,
ulceracdo, edema e hemorragia ao longo do comprimento do célon (ORDAS, et al., 2012;
BOUMA & STROBER, 2003). Diarreia sanguinolenta com ou sem muco € uma
caracteristica marcante da RCU podendo ocorrer também, dor abdominal, febre, mal-estar e
perda de peso, dependendo da extensdo e da gravidade da doenca (DANESE & FIOCCHI,
2011).

A RCU apresenta-se principalmente no final da adolescéncia e inicio da idade adulta,
embora o diagnéstico possa ser feito em qualquer idade, mas também ocorre um pequeno pico
na incidéncia em algumas populacdes ap6s a quinta década de vida e a doenca parece afetar
ambos os sexos igualmente (MAGRO et al., 2017). A utilizagdo de tabaco protege e reduz a
gravidade da RCU, mas pode ndo melhorar o curso natural da doenca (ORDAS, et al., 2012).
Em contraste, ex-fumantes tém um risco aproximadamente 70% maior de desenvolver a
doenca, que é frequentemente mais extensa e refrataria ao tratamento comparado com
individuos que nunca fumaram (MAGRO et al., 2017). Assim como ocorre na DC, os judeus
tém uma taxa de colite ulcerativa que € de trés a cinco vezes maior que aquela de outros
grupos étnicos, e também gémeos monozigdticos tém taxas de concordancia para RCU de 6—
13% (ORDAS, et al., 2012).

Na RCU ocorre um aumento substancial na secregéo da IL-13, a principal interleucina
responsavel pela inflamacdo e cronicidade desta condi¢do (DE MATTOS et al., 2015). Apesar
do envolvimento de linfécitos Thl, os pacientes com RCU também apresentam resposta Th2
e aumento da secrecédo de IL-4, IL-5 e IL-9 (DE MATTOS et al., 2015). Assim como na DC,
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as citocinas relacionadas ao Th17 também se encontram aumentadas (DE MATTOS et al.,
2015).

Por ser uma doenca que apresenta curso clinico prolongado e recorrente, a DIl
constitui um importante problema de saide publica, atingindo principalmente a populacao
jovem (HANAUER, 2006). A presenca, a frequéncia e a gravidade dos sintomas da doenca
sdo preditivos de qualidade de vida relacionada a saude dos pacientes (WILLIAN et al., 2018)
comprometendo principalmente suas habilidades de trabalho, produtividade a longo prazo,
educacdo e a vida social (VICTORIA et al., 2009).

Em 2017, a DII foi considerada a doenga global com a maior prevaléncia nos paises
ocidentais, e 0s paises recentemente industrializados tém documentando maiores indices na
incidéncia com relacdo aos anos anteriores (KAPLAN & NG, 2017). Os dados
epidemioldgicos disponiveis apontam que a DIl é mais frequente em paises industrializados
(HANAUER, 2006; WILLIAMS & GOH, 2011), sendo a maior incidéncia anual no Canada,
norte da Europa, Nova Zelandia e Austrélia (KAPLAN & NG, 2017). A prevaléncia é mais
elevada na Europa, no Canada e nos Estados Unidos (KAPLAN & NG, 2017).

No Brasil, ainda sdo escassos 0s estudos sobre os aspectos epidemioldgicos da DII,
sendo que a maioria deles descreve apenas as caracteristicas clinicas, bem como frequéncia de
internacdo hospitalar por DII, sem referéncia a incidéncia e prevaléncia dessas doencas em
termos populacionais (VICTORIA et al., 2009). Mas ainda assim, nos estados onde se tem
dados epidemioldgicos, tem se observado um subito aumento na incidéncia de DC e RCU nos
estados do Piaui, de 1988 a 2012, e de S&o Paulo, onde a incidéncia de DIl dobrou de 4,5 a
cada 100.000 habitantes no periodo de 1991-1995 para 9,7 a cada 100.000 habitantes, no
periodo de 2001-2005 (KAPLAN & NG, 2017). Dados do Uruguai e Barbados mostraram
padrdes semelhantes aos do Brasil, indicando que a incidéncia de DIl esta aumentando na
América Central e do Sul (KAPLAN & NG, 2017). Pode-se atribuir esta tendéncia ao
aumento do namero e aperfeicoamento dos métodos diagnosticos ou, até mesmo, a um real
crescimento da populacdo doente (STEINWURZ, 1999).

A etiologia da DIl ainda néo foi definitivamente esclarecida, entretanto, acredita-se
que o desenvolvimento da doenca seja resultado da interacdo entre fatores genéticos, fatores
ambientais e o sistema imunoldgico (WILLIAMS & GOH, 2011). Tem sido sugerido que a
DIl pode resultar de: 1) um desequilibrio entre as respostas de células T pro-inflamatérias e

anti-inflamatorias; 2) uma resposta imune inata aberrante devido ao reconhecimento
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bacteriano defeituoso, autofagia e apresentacdo de antigeno; 3) uma funcdo de barreira
epitelial alterada; e / ou 4) um desequilibrio da microbiota intestinal com alteracbes nas
relagBes mutuas entre os membros da microbiota e entre estes e o hospedeiro, levando a um
estado denominado disbiose, caracterizado por mudangas na composicdo e diversidade de

microbiota e comprometimento de suas fun¢cdes (CAMMARQOTA et al., 2015).

Entre os fatores genéticos relacionados a doenca, estudos da associagdo genémica
ampla (GWAS) identificaram mais de 160 loci/genes de susceptibilidade que foram
significativamente associados a DIl (PONDER & LONG, 2013). Apesar das caracteristicas
clinicas distintas, aproximadamente 30% dos loci/genes relacionados a DIl séo
compartilhados entre a RCU e DC, indicando que ambas envolvem vias comuns e podem
fazer parte de um processo continuo (KHOR et al., 2011). Para DC, as descobertas de genes
se concentraram no processamento defeituoso de bactérias intracelulares, autofagia e
imunidade inata, enquanto que para RCU, o foco tem sido na funcéo de barreira (PONDER &
LONG, 2013). O gene NOD2 foi o primeiro gene a ser associado a doenca, ele esta envolvido
no reconhecimento e na resposta bacteriana, e € 0 gene mais comumente associado a DIl em
suas duas formas clinicas (CONNELLY & KOLTUN, 2016).

Dentre os fatores dietéticos associados a DI, alguns relatos sugeriram que 0 consumo
de acucar refinado pode ser um fator de risco para DC (TORRES et al., 2017), mas ndo RCU
(DE MATTOS et al.,, 2015). Também foi relatado que o consumo de gordura esta
positivamente associado com a RCU, enquanto o consumo de frutas, vegetais e fibras
parecem diminuir o risco de DIl (DANESE et al., 2004). O uso de anti-inflamatorios nao-
esteroidais (AINEs) tem sido comumente associado com um aumento do risco de
desenvolvimento de DIl (CONNELLY & KOLTUN, 2016).

A desregulacdo das respostas imunes na mucosa intestinal tem sido associada a
etiologia da DIl (CAMMAROTA et al., 2015). O sistema imunoldgico tem o importante
papel de promover a tolerancia imunologica, de forma a evitar uma resposta imune especifica
contra a grande massa de bactérias comensais, sendo assim, o sistema imune da mucosa é
essencial para o estabelecimento e controle da inflamacdo intestinal e da leséo, com citocinas
desempenhando um papel central na modulagdéo da DIl (DE MATTOS et al., 2015).
Alteracbes na autofagia, processamento de antigeno, regulacdo da sinalizacdo celular e
homeostase das células T geralmente resulta em reducdo da depuracdo de patdgenos,
contribuindo assim para o surgimento de distarbios inflamatérios em individuos suscetiveis

(FARIA et al., 2015).
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Atualmente, os tratamentos para DIl sdo sintométicos e atuam na redugdo do processo
inflamatorio durante as recidivas até o periodo em que o doente é mantido em remissdo dos
sintomas clinicos (SALES-CAMPOS et al., 2015). Até a década de 1960 havia poucos
tratamentos para a doenca inflamatoria intestinal, apos esse periodo ocorreu uma mudanca
drastica na perspectiva dos pacientes com DIl devido ao surgimento de trés classes de
farmacos destinados ao tratamento da doenca, os aminossalicilatos, os glicocorticoides e 0s
imussupressores, (WILLIAMS & GOH, 2011).

Dentre os farmacos utilizados no tratamento, além dos aminossalicilatos como a
mesalazina e a sulfasalazina, glicocorticoides como a prednisona e a prednisolona e
imunossupressores como a azatioprina, destaca-se a terapia bioldgica, baseada principalmente
no uso de anticorpos monoclonais anti-TNF-a (FIOCCHI, 2012). Contudo, alguns dos
farmacos utilizados sdo de alto custo, sendo a maioria promotora de sérios efeitos colaterais,
0s quais se agravam pela necessidade de seu uso crénico (SCRIBANO, 2008). Em geral, estes
medicamentos amenizam 0s sintomas da doencga sem afetar sua etiologia, de modo que se
considera que a DIl ainda ndo possua uma cura farmacologia (DI STASI et al., 2015). Com
base nestes aspectos e dificuldades, novas estratégias de tratamento, alternativas ou
complementares a estes medicamentos, tém sido propostas especialmente com foco no
desenvolvimento de novos anticorpos monoclonais, moduladores do estresse oxidativo e da
microbiota intestinal (DI STASI et al., 2015).

O intestino humano é colonizado por uma microbiota diversificada que inclui mais de
1000 espécies de bactérias (SOMMER & BACKHED, 2013). Esse complexo ecossistema é
de grande importancia para o bem-estar humano, sendo responsavel por modular a fisiologia e
0 sistema imune do trato gastrointestinal (CAMMAROTA et al., 2015). Essa microbiota
comensal utiliza substratos derivados principalmente da dieta do hospedeiro para o
metabolismo fermentativo, e os metabdlitos produzidos sdo determinados principalmente
pelos compostos presentes na dieta (RUSSELL et al., 2013). Desta forma, a dieta pode
modular a microbiota intestinal, reduzindo a populacdo de micro-organismos prejudiciais e/ou
a enriguecendo com bactérias benéficas ao hospedeiro (TAN et al., 2014). Considerando a
importdncia que a microbiota intestinal tem no desenvolvimento de doencas do trato
gastrointestinal e em outras doencas crbnicas, o conceito de alterar esta comunidade
bacteriana € uma das estratégias mais promissoras para a prevencdo e tratamento dessas
doengas (BOSSCHER et al., 2009).
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Dentre os varios produtos alimentares usados na prevencdo e tratamento da DII, e
outras doencas cronicas, destacam-se 0s probioticos, prebidticos e os simbidticos, este Ultimo
representando a administragdo conjunta de probidticos e prebidticos (DAMASKOS &
KOLIQOS, 2008). Os probidticos sdo micro-organismos vivos, que quando administrados por
via oral e s8o capazes de sobreviver ao acido do estdbmago e a bile, mantendo-se viaveis e
seguros para o consumo humano por prolongados periodos de armazenamento (DAMASKOS
& KOLIOS, 2008).

Prebidticos sdo definidos como ingredientes ndo digeriveis, seletivamente
fermentados, que induzem mudancas especificas na atividade e composi¢cdo da microbiota
intestinal, proporcionando beneficios ao bem-estar e satde do hospedeiro (ROBERFROID,
2007). Esses constituintes alimentares ndo digeriveis agem no aumento da populacdo de certas
bactérias e, portanto, alteram quantitativamente a microflora intestinal (DAMASKOS &
KOLIOS, 2008). Desde a sua introducéo, o conceito de prebidticos tem atraido muita atencéo,
estimulando o interesse cientifico e industrial. No entanto, muitos componentes alimentares,
especialmente muitos oligossacarideos alimentares e polissacarideos (incluindo fibra
alimentar), tém sido reivindicados como tendo atividade prebidtica, mas para tanto se deve
levar em consideracdo alguns critérios como: 1) resisténcia a acidez gastrica, a hidrolise por
enzimas de mamiferos e a absorcdo gastrintestinal; 2) fermentacdo pela microflora intestinal;
e 3) estimulacdo seletiva do crescimento e/ou atividade dessas bactérias intestinais que
contribuem para a saude e o bem-estar (ROBERFROID, 2007).

Esta claramente estabelecido que muitas das propriedades benéficas da microbiota
intestinal sdo atribuidas a fermentacdo de prebi6ticos por bactérias, com consequente
producdo de é&cidos graxos de cadeia curta (AGCCs), como o acetato, propionato e
principalmente o butirato (MACFARLANE & MACFARLANE, 2012). O ceco e 0 intestino
grosso podem absorver de maneira eficiente e rapida os AGCCs pelos colondcitos, com
apenas cerca de 5% de AGCCs sendo secretados nas fezes (FENG et al., 2018). Essas
substancias agem principalmente como agentes imunomoduladores e anti-inflamatorios, visto
gue sdo capazes de inibir importantes rotas da resposta imune e inflamatoria
(MACFARLANE & MACFARLANE, 2012). Os AGCCs agem inibindo o fator de
transcricdo NF-kB e as enzimas ciclooxigenases, agentes responsaveis pela formagdo de
mediadores da inflamacdo como citocinas pro-inflamatorias, prostaglandinas e os leucotrienos
(MACFARLANE & MACFARLANE, 2012). Estes metabdlitos agem também inibindo
macrofagos e neutrofilos responsaveis pela producdo de TNF-o e outras citocinas pro-
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inflamatorias, o que confere a estes metabolitos um papel importante como agente
antitumoral, anti-obesidade e no tratamento de doencgas cardiovasculares, diabetes e
principalmente em doencas inflamatorias cronicas como a DIl (MACFARLANE &
MACFARLANE, 2012; HAVENAAR, 2011; WONG et al., 2006; HAMER et al., 2008).

Um importante prebidtico comum na dieta séo as fibras alimentares, que formam um
grupo de substancias vegetais que resistem a hidrélise por enzimas digestivas do intestino
delgado (GALVEZ et al., 2005), e constituem um ingrediente determinante da composicédo
microbiana (BROTHERTON & TAYLOR, 2013). As fibras alimentares sdo carboidratos
complexos que podem ser classificadas como sollveis, que sdo principalmente polissacaridos
ndo celuldsicos como pectina, gomas, mucilagem ou como insollveis, que consistem
principalmente em componentes da parede celular, como celulose, lignina, hemicelulose (DAI
& CHAU, 2017), que tém uma ampla gama de efeitos fisiologicos e sdo considerados cruciais
para a saude humana (VERSPREET et al., 2016). As fibras sollveis, sdo facilmente
fermentéveis pelas bactérias do colon, enquanto as fibras insoltveis sdo apenas pouco ou nada
fermentadas (JAMES et al., 2003).

Devido a estes efeitos, varios prebioticos sdo potenciais produtos complementares para
a prevencéo e tratamento da DIl em humanos. Estudos com este enfoque tém sido realizados
pelo nosso grupo de pesquisa, que tem se dedicado nos ultimos anos a estudar diferentes
produtos com base na hipGtese de que atuem como prebiéticos. Entre estes produtos,
destacam-se a polidextrose (WITAICENIS et al., 2010), a lactulose (CAMUESCO et al.,
2005), as farinhas das raizes de Typha angustifolia L. (taboa) (FRUET et al., 2012), das folhas
de Cnidoscolus aconitifolus (Chaya) (DALMAU, 2018), dos frutos de Musa sp AAA (banana
nanica verde) (ALMEIDA-JUNIOR et al., 2017a, SCARMINIO et al., 2012) de Euterpe
oleraceae Mart. (acai) (CURIMBABA, 2014), Musa sp AAB (banana prata verde) (COSTA,
2018), Hibiscus esculentus L. (Quiabo) (OLIVA, 2018).

Coix lacryma-jobi L., uma espécie da familia Poaceae é popularmente conhecida
como adlay, lagrimas de Jo ou, ainda, no Brasil, como lagrima de Nossa Senhora (Figura 1),
devido ao formato oval de seus frutos (DIAZ, 1987). As sementes dessa planta sdo
amplamente utilizadas, sendo um importante alimento em algumas partes da Asia (CORKE et
al., 2016), onde sdo adicionadas em sopas e caldos sob a forma de farinha ou gréos inteiros
sem casca (SCHAAFFHAUSEN, 1952). Podem ser ainda utilizadas em bebidas como cha ou
serem fermentadas para a producdo de cerveja e outras bebidas alcoolicas (CORKE et al.,

2016). A semente Coix lacryma-jobi foi listada no Bencao Gangmu um popular livro de
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herbologia chinés editado por Shi-zhen Li em 1596 e na edi¢do de 2015 da Farmacopéia
chinesa (YU et al., 2017), onde séo indicadas para tratar artrite, diarreia, remocéo de calor,
diurese, ajudando na drenagem de pus, estimulando a fun¢do do pulméo e do bago, bem como
agente estomacal, diurético, analgésico, antiespasmodico e anti-inflamatorio (YIN et al.,
2018, ZHU, 2017). As sementes sdo produzidas principalmente no Leste e Sudeste da Asia,
incluindo China, Japdo, Filipinas, Birménia e Tailandia (BHANDARI et al., 2012).

Figura 1. Fotografias das sementes da C. lacryma-jobi verdes e depois de colhidas.
Fotografias de Thelma de Barros Machado.

Devido ao seu extenso uso pela comunidade oriental, a composicao fitoquimica das
sementes de C. lacryma-jobi é bem conhecida. Estudos demonstram que as sementes possuem
em sua composicdo quimica 11,19% de umidade, 6,89% de lipidios, 12,2% de proteinas,
2,43% fibras e 2,16% de cinzas (WU et al., 2007). Deste contetdo lipidico, como o &cido
palmitico (12,8-13,7%), acido oleico (43,8-49,3%) e 4cido linoleico (34,7-40,3%)
representaram mais de 90% da composicdo total de acidos graxos, enquanto que os acidos
estedrico, linolénico e araquidico foram encontrados em menor quantidade (BHANDARI et
al., 2012). Os frutos possuem 7,48% de frutooligossacarideos (FOS) (MANOSROI et al.,
2011). Esqualeno, tocoferol, campesterol, ergostanol e friedelina, entre outros terpenos
esteroidais, também sdo encontrados em seus frutos (WU et al., 2007; BHANDARI et al.,
2012). Diversos isdmeros de vitamina-E, principalmente, y-tocoferol (39,5 %) e y-tocotrienol
(37,9 %) foram descritos (BHANDARI et al., 2012). Também fazem parte da composicéo
quimica das sementes alguns compostos fendlicos, como alcool coniferilico, acido siringico,
acido ferdlico e siringarossinol (KUO et al., 2001), bem como flavonoides, como
isoliquiritigenina, quercetina, apigenina, luteolina, nobiletina, tangeretina, eriodictiol,
naringenina, formononetina, rutina e kaempferol (ZHU, 2017). O teor total de carotendides da
C. lacryma-jobi foi de 10 mg de equivalente de -caroteno por 100 g de grdos (CHOI et al.,
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2007). As sementes sdo também, uma boa fonte de certos minerais como fosforo (299
mg/100g), magnésio (126 mg/100g), célcio (49 mg/100g), ferro (2,9 mg/100g), zinco (1,89
mg/100g) e manganés (1,89 mg/100g) (CORKE et al. 2016).

A combinacdo destes componentes, muitos deles com importantes efeitos
farmacoldgicos, e alguns com perfil de atuarem como agentes anti-inflamatorios orientaram-
nos na selecdo desta espécie para o presente estudo. Destacam-se entre estes compostos a
presenca de frutooligossacarideos (FOS), acidos graxos de cadeia longa tais como &cido
linolénico, linoleico e oleico e, varios esteroides como o B-sitosterol e campesterol, os quais,
por diferentes mecanismos, possuem importantes efeitos anti-inflamatérios, inclusive em
modelos experimentais de inflamag&o intestinal (JOHNSON-HENRY et al., 2014). Os FOS
sdo fibras consideradas prebidticas e usadas como substrato por Bifidobacterium e
Lactobacillus para producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCCs) via processo de
fermentacdo (LE BLAY et al., 1999; MURAD-REGADAS et al., 2006; JOHNSON-HENRY
et al., 2014). Estes AGCCs tais como acetato, propionato e butirato promovem protecdo da
mucosa intestinal frente ao processo inflamatdrio, agindo por diferentes mecanismos de acéo
(MEIJER et al., 2010) de modo que produtos ricos nestes compostos podem ser benéficos na
inflamacdo intestinal. Da mesma forma, esta evidenciado que acidos graxos de cadeia longa,
especialmente o acido a-linolénico, sdo importantes agentes anti-inflamatérios na DII
(REIFEN et al., 2015), enquanto que compostos esteroidais tais como o [-sitosterol,
campesterol e outros, devido sua estrutura quimica similar aos glicocorticoides, sdo potenciais
produtos anti-inflamatérios (ALMEIDA-JUNIOR et al., 2017b).

Varios efeitos benéficos a saude foram atribuidos a C. lacryma-jobi preparadas em
diferentes formas. Muitos desses efeitos foram investigados por diversos ensaios in vitro. A
atividade antioxidante tem sido a propriedade mais estudada por varios ensaios. O extrato de
agua quente rico em frutooligossacarideos apresentou atividade de eliminacdo do radical livre
semelhante a da vitamina C em ensaio de DPPH (MANOSROI et al., 2014). Fracdes de
extratos e compostos isolados da casca, farelo e inteira apresentaram efeitos anti-
inflamatorios, inibindo a producgéo e secrecdo de IL-6 e TNF-a e produgdo de Oxido nitrico
(NO), e inibindo a expressdo de iINOS e COX-2 em células RAW?264.7 ativadas por
lipopolissacarideos (HUANG et al., 2014, HUANG et al., 2009a, HUANG et al., 2009b).
Determinadas fracdes, extratos e compostos isolados desta espécie também mostraram
atividade anti-cancer contra uma gama de células cancerigenas humanas in vitro como cancer
de mama, carcinoma de bexiga, pulmao, figado, célon, estbmago, melanoma, carcinoma

32



epidérmico da boca, adeno carcinoma cervical (ZHU, 2017), carcinoma de colo do Utero
(CHANG et al., 2018) cancer de colon (MANOSROI et al., 2019). Algumas fracbes de C.
lacryma-jobi também atuaram regulando producédo de testosterona, como agentes terapéuticos
para a sindrome do ovario policistico e também apresentaram propriedades de prevencao da
osteoporose em testes in vitro (ZHU, 2017). O extrato da farinha de C. lacryma-jobi ainda
apresentou efeitos anti-alérgicos reduzindo a liberacdo de histamina e citocinas e suprimindo

a producao da proteina quinase B (CHEN et al., 2012).

Em um trabalho realizado por Lin & Tsai (2008), hamsters com hipercolesterolemia
induzida pela dieta, foram tratados por 8 semanas com trés diferentes dietas, contendo 40% de
sementes inteiras, 38,05% de sementes sem 6leo ou 1,95% de 6leo de C. lacryma-jobi, onde
as dietas com sementes inteiras e sementes sem Oleo, todos os niveis lipidicos foram
significativamente reduzidos, as trés dietas reduziram os niveis de triacilglicerol, colesterol
total e lipoproteina de baixa densidade (LDL) no soro, enquanto prolongavam a fase de
retardamento da oxidagdo de LDL e aumentavam a atividade da glicose-6-fosfato
desidrogenase em hamsters hiperlipidémicos. As sementes inteiras e as sementes sem 6leo

apresentaram melhores efeitos hipolipidémicos que o 6leo (LIN & TSAI, 2008).

Em Ulceras géstricas induzidas por indometacina em ratos o extrato etanolico das
sementes sem casca de C. lacryma-jobi apresentou atividade anti-tlcera, atuando diminuindo
biomarcadores oxidativos e o indice de Ulcera nos animais tratados (CHUNG, et al., 2011). O
isomaltooligossacarideo, produto da hidrélise enzimatica das sementes inteiras de C. lacryma-
jobi, apresentou efeito prebidtico, aumentando a populacdo fecal de Bacteroidetes em
voluntérias saudaveis que realizaram o consumo diério de 1000 mg do produto por 4 semanas
(NISHIMURA et al., 2014).

Guo et al, (2015) observaram que o extrato aquoso produzido a partir da decocgdo do
endosperma das sementes de C. lachryma-jobi promoveu o crescimento de Bifidobacterium e
Lactobacillus in vitro, indicando assim uma possivel atividade prebiotica para esse extrato.
Também foi observado nesse estudo, que diferentes concentracGes do extrato aquoso do
endosperma das sementes de C. lachryma-jobi promoveram a melhora na inflamagéo e da
estrutura do intestino em ratos com colite induzida por TNBS, levando a melhora dos

sintomas nos animais tratados (GUO et al.,2015).

Em outros trabalhos foram observadas diversas atividades anticancer em modelos

animais de cancer de pulmado e de coldn, anti-obesidade, no alivio da dismenorréia, na

33



regulacdo imunoldgica alérgica e na terapia para a sindrome dos ovarios policisticos, e ainda
anti-hiperuricemia (ZHU, 2017). Testes com humanos as sementes apresentaram efeitos na

melhora da condicéo da pele e na melhora do indice glicémico baixo (ZHU, 2017).

Com base nestas informac0es, a C. lacryma-jobi mostra-se com um potencial enorme
para ser estudada como um produto dietético para ser aplicado como terapia complementar na
doenca inflamatoria intestinal, de modo que esta espécie foi selecionada para a realiza¢do de

estudos voltados a determinacdo de sua potencial acdo anti-inflamatoria intestinal.

34



OBJETIVO




O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a atividade anti-
inflamatoria intestinal da dieta enriquecida com farinha das sementes inteiras de C. lachryma-

jobi no modelo de inflamacdo intestinal induzida por TNBS em ratos.
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