AVA
AVAVAV

unesp

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

TESE DE DOUTORADO

Avaliacao dos efeitos de dietas enriquecidas com
frutos das espécies Theobroma grandiflorum e Musa
spp AAA em diferentes modelos de inflamacéao
intestinal

Alexandre da Silveira Chagas

Orientador: Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi
Co-orientador: Prof. Dr. Julio Juan Galvez Peralta

Tese apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Farmacologia e
Biotecnologia do Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Unesp,
como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Doutor em
Botucatu Farmacologia e Biotecnologia.

2017



Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Instituto de Biociéncias — Campus de Botucatu

Programa de Pds-Graduacdo em Farmacologia e Biotecnologia

TESE DE DOUTORADO

Avaliacdo dos efeitos de dietas enriquecidas com frutos das espécies
Theobroma grandiflorum e Musa spp AAA em diferentes modelos de
inflamacao intestinal

Alexandre da Silveira Chagas

Tese apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Farmacologia e
Biotecnologia do Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Unesp,
como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Doutor em
Farmacologia e Biotecnologia.

Orientador: Professor Dr. Luiz Claudio Di Stasi

Co-Orientador: Professor Dr. Julio Juan Galvez Peralta

Botucatu
2017



FICHE CATRLOGRAFICA ELRBORADE PELA SEQEO TEC. AQUIS. TRATRMENTC DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECE E DOCUMENTRCAD - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIZ RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDE VICENTE-CRB &/3651

Chagasz, Alexandre da Silveira.

Avaliacdo dos sfeitos de dietas enriquecidas com frutos
das easpécies Theobroma grandiflorum e Musa spp ARARR =m
diferentes modelos de inflamacdo intestinal / Rlexandre da
Silveira Chagas. - Botucatu, 2017

Tese (doutorado) - Universzidade Esztadual Paulista "Jdulio
de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de Botucatu

Orientador: Luilz Claudio Di Stasi

Coorientador: Julioc Juan Galvez Peralta

Capes: 21001006

1. Doengas inflamatdrias intestinais. Z. Intestinos -
Inflamagdoc. 3. Crohn, Doenca de. 4. Proctocolite. 5. Frutas
- Uso terapéutico.

Palavras—-chave: D3S5; Inflamacic intestinal; Musa spp ARRA;
TNBS; Theobroma grandiflorum.




Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" - Instituto de Biociéncias —
Campus de Botucatu

Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia e Biotecnologia

TESE DE DOUTORADO

Alexandre da Silveira Chagas

Avaliacdo dos efeitos de dietas enriquecidas com frutos das espécies
Theobroma grandiflorum e Musa spp AAA em diferentes modelos de
inflamacéo intestinal

BANCA EXAMINADORA

1° Prof. Titular - Dr. Luiz Claudio Di Stasi

Dpto. Farmacologia / Instituto de Biociéncias — UNESP — Botucatu-SP

2° Prof. Assistente Doutor - Dr. Fernando Gomes Romeiro
Dpto. Clinica Medica / FMB — UNESP — Botucatu-SP

3° Prof. Adjunto — Dr. Carlos Augusto R. Martinez
Dpto. Cirurgia / Faculdade de Medicina — USF — Braganga Paulista-SP

4° Prof. Adjunto - Dr. Josias Rodrigues
Dpto. Microbiologia / Instituto de Biociéncias — UNESP — Botucatu-SP

5° Profa. Adjunto - Dra. Juliana Aparecida Severi
Dpto. Farmécia e Nutricdo / UFES — Alegre-ES



Auxilio
Financeiro:

CAPES

(Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior)



Dedicatoria



Ao meu pai Carlos Alberto e a minha mée EI0, pelos ensinamentos,
educacéo, cuidados e pelo apoioincondicional para a realizagdo dos meus

sonhos:

Aos meus amigos e irmdos da Republica S6- Kanela, pela amizade e

unido de todos esses anos em que estamos juntos;

Ao0s meus amigos que conheci na Espanha que sempre estiveram comigo
em todos 0s momentos nessa aventura que € morar fora do pais : Sarah,

Leo, Gi, Pablo, Nieves, Manolo, Rick. Gracias por la amistad chicos!!!

A todos os meus amigos, que mesmo estando longe, sempre torcem pelo

Meu Sucesso.



Agradecimentos



Aos meus amigos do laboratorio, Kita, Ana, Celso, Luiz, Tainan,
Cris, Erika, Késsien, Aline, Vinicius, Lesvi pelo apoio, diversao e

muitos ensinamentos;

A mis amigos de Galvez's Team: Teresa, Pepe, Maria, Maria
Helena, Pilar, Francesca, Desi, y especialmente a Alba por toda la

ayuda en Granada. Gracias por os haber conocido!

Ao meu co-orientador professor Dr Julio Galvez por todo apoio,

ensinamentos e acolhimento em Granada;

Ao professor Dr Anderson Herculano pelo apoio na coleta dos frutos

de cupuacu no Parg;

Aos amigos do FitoFarmaTec, Patricia, Eduardo, Elisa, Ramon, Fer, Pri;

A todos os professores e funcionarios do departamento de Farmacologia;

Aos funcionarios da Pés Graduacao;

A todos que auxiliaram de alguma maneira a realizacédo deste trabalho.

Vil



Ao professor Dr Luiz Claudio Di Stasi por todos esses anos de orientacéo,
ensinamentos, paciéncia, apoio e competéncia na elaboracédo deste trabalho,

e principalmente, na participa¢do da minha formacéo

viii



"Freedom of thought is best promoted by the

gradual illumination of men's minds which
follows from the advance of science."" Charles

Darwin



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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Matricula nimero: 121122-4
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Farmacocinética 2013 75 100
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:
Topicos Integrados de Farmacologia e Biotecnologia da 2016 30 100

Doenga Inflamatéria Intestinal e Reproducéo Bovina
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Integracdo das Vias Metabolicas nos Estados
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Fundamentos
Metodologia e Redacdo Cientifica 2011 60 90
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Total de carga horaria em atividades complementares = 675
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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.

XVii



Sumario



Sumario

[ =T0 [ [or=1 (0] 4 - SRS UTORPRROROS v
AGIA0ECTMENTOS ...ttt b bbbt n b b Vi
o ] =10 o SRRSO X
RESUIMO ...ttt e et e e s Rt e e e ss b e e e s sbe e e asbeeentaeeebeeeanes XV
(02T o1 1] [0 1 OO 1
T (T [N o7 oSSR 2
(0T 1 (0] (o 1 SO USPRPSSSRRT 11
Anti-inflammatory effects of a cupuassu pulp (Theobroma grandiflorum) enriched diet

in TNBS-induced intestinal inflammation .............ccoccooiiiiin 12
L0 1011 (1] Lo TN I 1 USSR 34

Avaliacdo dos efeitos da monoterapia e do tratamento combinado do probidtico
Bifidobacterium breve com a farinha de banana verde (Musa spp AAA) na inflamagéo

intestinal induzida por DSS em camundONQOS .........ceeiueeieieeieeie e 35
(0= 011 (1] [0 11 A OSSO U R TRSOP PR 52
CONSIAErACOES TINAIS ... .eivveveeieiie ittt eee st e se et e e et e e et e e saaesaesneesreeneeneens 53
AANBXOS ...ttt bbb e e bt e R b e e e nr e e nn e e nns o4

XiX



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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Abstract

Cupuassu is a Brazilian Amazon rainforest fruit, phylogenetically close to cocoa, with
excellent flavor and high agro-economic potential, its pulp is rich in polyphenols such
as flavones, flavan-3-ols and proanthocyanidins, which are kwon to exert antioxidant
and anti-inflammatory effects, including against IBD. The aim of this study is to
evaluate the intestinal anti-inflammatory effects of a cupuassu pulp enriched diet in
trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) model of rat colitis. Cupuassu pulp was
incorporated in Wistar rat's normal diet in two different concentrations (5% and 10%)
and were given ad libitum thirty five days before intestinal inflammatory induction.
Non-colitic and TNBS-control groups (n=7) were also included. Animals were
sacrificed 48 hours after the induction of the inflammatory process. Body weight,
colonic weight/length and production of inflammatory and oxidative stress markers
were evaluated. Statistical significance was set at p<0.05. Cupuassu pulp at 5%
prevented the depletion of endogenous antioxidant glutathione and cupuassu pulp at
10% reduced the activity of myeloperoxidase and the levels of pro-inflammatory
cytokines IL-1p and IL-6 when compared with TNBS-control group. Cupuassu pulp
enriched diet also improves mucin production. Cupuassu, at both concentrations, was
able to ameliorate the alterations induced by TNBS in inflammatory and oxidative stress
markers. The dietary use of this fruit constitutes an important dietary supplement and
complementary medicine product to prevention and treatment of human inflammatory

bowel disease.

Keywords: Theobroma Grandiflorum, cupuassu, Inflammatory Bowel Disease, TNBS.
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1. Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic disease of the gastrointestinal
tract and usually refers two related conditions, Ulcerative colitis and Crohn's disease,
characterized by chronic and spontaneously relapsing inflammation [1]. Although the
etiology of IBD remains unknown, it is believed that a variety of factors such as
environmental, genetic, immunological and exacerbated immune response to intestinal
microbiota play an important role in the pathogenesis of the inflammatory bowel
disease [2]. In fact, intestinal microbiota modulates intestinal homeostasis and
immunological functions and a lot of experimental evidences support the role of luminal
bacteria in the initiation and development of the intestinal inflammatory process [3].
Several approaches are used to modulate intestinal microbiota, but particular attention
has been oriented for dietary use prebiotics. Prebiotics are defined as selectively
fermented ingredients that allow specific changes, in both the composition and activity
in the intestinal microbiota, which confers benefits upon host well-being and health [4].
Prebiotics stimulate growth of commensal protective bacteria and therefore enhancing
resistance to disease-inducing bacteria colonization and contributing to colitis
improvement [5]. Prebiotics are fermented by anaerobic colonic bacteria producing
short chain fatty acids (SCFASs), mainly acetate, butyrate and propionate. In colon,
butyrate is the principal energy source for colonocytes and has an essential role in the
maturation of colonic epithelium, regeneration of mucosa, and induction of cell
differentiation [4,5]. The impact of prebiotics on the host immune system can also
contribute to their beneficial effects once prebiotics modulate the production of

cytokines diminishing intestinal inflammation [4].
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Oxidative stress induced by the generation of reactive oxygen species (ROS) is a
leading cause of a number of human chronic diseases, such as cancer, diabetes,
Alzheimer's and other neurodegenerative , cardiovascular, lung, liver, kidney diseases
and IBD. Antioxidant compounds, especially polyphenols from plants, counteract the
harmful effects caused by ROS and therefore could prevent chronic diseases related to
oxidative stress. Actions of antioxidant compounds include scavenging and neutralizing
activity against free radical species, inhibiting reactive species production, regulation of
antioxidant enzymes such as superoxide dismutase and glutathione peroxidase,
counteraction of the glutathione depletion, thus preventing the damage to lipids proteins
and nucleic acids [6].

Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum. (Malvaceae) known as
cupuassu in Brazil, is a tropical fruit widely cultivated in the north the country. Its fruit
pulp is highly appreciated because of its acidic taste and intense fragrance and
frequently used to prepare juices, ice creams, sweets and jellies [7]. Seeds have received
special attention because of their potential for being used to produce an analogue of
chocolate called "cupulate” [8]. Phytochemical studies have demonstrated that cupuassu
pulp contain potent antioxidant polyphenols including flavones, flavan-3-ols and
proanthocyanidins, which are mainly derived from epicatechin, similar to those found in
other Theobroma species, in particular Theobroma cacao [9,10]. Those flavonoids have
been described to be associated with potential health benefits such as antioxidant,
anticancer, anti-inflammatory activities, cardiovascular protective properties,
modulation of immune response and endothelial function [11,12]. The study of
cupuassu is of interest due to its phytochemical composition that combines cocoa-like
flavan-3-ols and proanthocyanidins with anti-inflammatory 8-hydroxyflavones [13].

Based on this, the aim of our study was evaluate intestinal anti-inflammatory effect of
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cupuassu pulp enriched diet in TNBS model of intestinal inflammation.

2. Methods and Materials

2.1. Collect and diet preparation

Fruits of cupuassu were collected, in partnership with researchers from the
Universidade Federal do Pard (UFPA), in Paracuid farm located in the Amazon
rainforest city of Terra Alta / Para-Brazil, in August 2013. After collection, fruits were
washed, separation of peel, pulp and seed was made and pulp was frozen at -80° C and
brought to Universidade Estadual Paulista (UNESP) in Botucatu/SP to prepare the
enriched diet. Cupuassu pulp was incorporated in standard normal rodent food (Nuvilab,
PR, Brazil) at two concentrations, 5% and 10%. After homogenization, water was added
to produce a paste. The paste was placed in a pelletizer to produce diet pellets
containing 5% or 10% cupuassu pulp and stored at refrigerator until the starts of the
experiments. The ingredient composition of the diets was calculated from the major
nutrients of the normal Nuvilab rodent food, taking into account the addition of 5% or

10% cupuassu pulp (Tablel).

2.2. Animals

Tree-week-old male Wistar rats were obtained from ANILAB- Paulinea-SP and
were housed in standard environmental conditions (21 £2°C, 60—70% humidity) with 12

hours light/dark cycles and air filtration (3 or 4 animals/cage). Animals had free access
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to water and food. Experimental protocols met the ‘‘Guidelines of Animal
Experimentation’’ approved by the Ethics Committee for Animal Research (Protocol
number 042/04-CEEA), Institute of Biosciences, UNESP - Universidade Estadual

Paulista.

2.3. Induction of colitis and assessment of the inflammatory process

Rats were randomly assigned into 4 groups with 7 animals each. Intestinal
inflammation was induced using the method originally described by Morris et al. (1989)
[14] using 10 mg of TNBS dissolved in 0.25ml 50% ethanol(v/v). Rats from non-colitic
group received 0.25 mL of saline (NaCl 0.9%, pH 7.0) and normal diet (Nuvilab, PR,
Brazil) in all experiment. The TNBS-control group received normal diet for 35 days
prior colitis induction and 2 days thereafter. Two colitic groups received 5% or 10%
enriched-diet with cupuassu pulps in the same conditions of the TNBS-control group.
Animals from all groups were killed 2 days after colitis induction.

Animal body weights, occurrence of diarrhea, and total food intake for each group
were analyzed daily. Once the rats were killed, the colon was removed aseptically and
placed on an ice-cold plate and longitudinally opened.

After, the colonic segment was cleaned of fat and mesentery and blotted on filter
paper; each specimen was weighed and its length measured. Colon was longitudinally
opened and lesion was measured by its extension and assigned a macroscopic score of
0-10 by two observers unaware of the treatment according to the criteria described by
Bell et al. (1995) [15]. Afterwards, colon was divided into different longitudinal pieces

for the biochemical assays.
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2.4. Biochemical analysis in colon samples

MPO activity was measured according to the technique previously described by
Krawisz; Sharon; Stenson (1984) [16]. Samples were suspended in 1 ml of 50nM
phosphate buffer incorporating 0.5% hexadecyltrimethylammonium bromide (pH 6.0)
and minced with scissors for 15 s on an ice-cold plate. The resultant suspension was
subsequently diluted to a final 1:20 w/v ratio, homogenised for 1 min with an automatic
Heidolphhomogeniser, sonicated for 10 s and subjected to three freeze-thaw cycles. The
homogenates were then centrifuged at 7000g and 4° C for 10 min, and the supernatants
were assayed for MPO activity. The results are expressed as MPO units per g of wet
tissue. Total GSH content was quantified with the recycling assay (Anderson, 1985)
[17]. Samples were thawed, minced, diluted to a concentration of 1:20 (w/v) in ice-cold
5% (w/v) trichloroacetic acid and homogenized. The homogenates were centrifuged at
2000g for 10 min at 4° C, the supernatants were collected and centrifuged at 9000g for 5
min at 4° C and those supernatants were used to quantify glutathione content. The
results are expressed as nmol per g of wet tissue. ALP activity was measured
spectrophotometrically using disodium nitrophenyl phosphate (5.5 mM) as the substrate
in 50 mM glycine buffer containing 0.5 mM MgCl, pH 10.5 (Bessey; Lowry; Brock,
1946; Smith; Harris; Peters, 1984) [18,19].

Colonic samples for cytokines determinations were weighed, homogenized, minced
on an ice-cold plate and resuspended in a centrifugation tube containing 10 mM/L
phosphate buffered saline pH 7.4 (1:5 w/v). The tubes were placed in a shaker
submerged in a 37°C water bath for 20 minutes and then centrifuged at 9000 x g for 30 s
at 4°C. The supernatants were frozen at -80°C until assayed. The IL-1f and IL-6 levels

were quantified by a DuoSet ELISA Kit to measure the concentration of the natural and
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recombinant rat enzyme according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems,

Inc., Minneapolis, Minnesota, USA). The results were expressed as pg per ml.

2.5. Preparation of fecal samples and gas chromatography analysis

The fecal samples were collected after death of animals and stored in plastic tube
at -80°C. The extraction process was based on the work Garcia-Villalba [20] with
modifications. Feces were weighed and frozen at -80°C immediately after collection.
Once thawed, feces were suspended in 1ml of phosphoric acid 0,5% per 100mg of
sample, were homogenized with vortex for about 1 min and centrifuged for 10min at
17950 x G. Each milliliter of water supernatant was extracted with 1ml of ethyl acetate
for 1 min and centrifuged for 10min at 17950 x G. Prior to analysis, a 1ml volume of
the organic phase was transferred into a tube and octanoic acid added as internal
standard (1S) at a final concentration of 750ug/ml. The IS was used to correct for
injection variability between samples and minor changes in the instrument response.
Three independent replicate extractions were performed per sample with two injections
each.

Chromatographic analysis was carried out using a GC-MS Thermo Scientific,
model FOCUS equipped with an automatic liquid sampler (Thermo - triplus DUO), and
coupled to a Thermo — 1SQ 230ST mass detector. The GC was fitted with a high
polarity, polyethylene-glycol fused silica capillary TG-WASMS (30m, 0.25mm id,
0.25m film thickness) and helium was used as the carrier gas. Injection was made in
split mode with an injection volume of 1ul and split flow 300ml/min. The injector
temperature was 250°C. A glass liner with a glass wool plug at the lower end of the

liner was used to avoid the contamination of the GC column with non-volatile fecal
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material. Every ten fecal samples injected a blank sample with ethyl acetate was
inserted to check for memory effects. The column temperature was initially 80°C, then
increased to 120°C at 50°C/min, to 160°C at 70°C/min and kept at this temperature for
50 sec, to 180°C at 70°C/min and kept at this temperature for 1 min, and finally to
210°C at 70°C/min and kept at this temperature for 1 min. Solvent delay was 3.5 min.
The detector was operated in electron impact ionization mode (electron energy 70 eV),
scanning the 30-250 m/z range. Identification of the SCFAs was based on the retention
time of standard compounds and with the assistance of the NIST 08 and NIST online
libraries. The peaks were quantified as the relative abundance of the total ionic count
with respect to the internal standard. The concentration (mg/ml) of each SCFA was
calculated using the linear regression equations (R2 > 0.99) from the corresponding

standard curves obtained with 12 different concentrations.

2.6. Histological Analysis

Representative whole of colon was taken from a region 0.5 cm above the
inflamed region. Samples were fixed in ALFAC solution (80% alcohol, acetic acid and
formaldehyde) for 24 h at 4 °C. Then the samples were routinely processed for
embedding in paraplast, cut into 7 mm thick sections and put into histological slides and
it was stained with Hematoxylin—Eosin (HE).

For PAS/Alcian Blue analysis was used the protocol previously described by
Linden; Florin; Mcguckin (2008) [21]. De-waxed sections were immersed in 100%
ethanol for 10 min, rinsed in water for 10 min, immersed in 3% acetic acid for 2 min
and stained in 1% Alcian Blue 8GX in 3% acetic acid (pH 2.5) for 2.5 h. Nonspecific

stain was removed with 3% acetic acid and rinsed in water for 10 min. The slides were
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then oxidized in 1% periodic acid in water at room temperature for 10 min, washed in
water for 5 min, immersed in Schiff’s reagent for 10 min, rinsed in water for 5 min and
then three times in 0.5% sodium metabisulphite before a final wash in water. To reveal
O-acetylated oligosaccharides sections were first treated with 0.1 M KOH for 30 min

and then 1 mM periodic acid prior to the Schiff reagent.

2.7. Statistics

Parametric data are expressed as the mean + S.E.M., and the differences between
means were tested for statistical significance using one-way analysis of variance
(ANOVA). Nonparametric data (score) are expressed as the median (range) and were
analyzed with the Kruskal-Wallis test. Statistical significance was set at p < 0.05.

Differences between proportions were analyzed with the y2 test.

3. Results

Intracolonic administration of TNBS resulted in an inflammation after 48h with
a severe necrosis of the colonic mucosa, bowel wall thickening enhancing weight/length
ratio, hyperemia, diarrhea and adhesions to adjacent organs (Table 2). Treatment with
cupuassu pulp both in 5% and 10%, when compared with TNBS-control group was not
capable to alter none of these parameters. No statistical differences were observed in
food consumption or weight gain between the experimental groups that received the
cupuassu pulp enriched diet and those that received the normal diet (data not shown).

Biochemically, the colonic damage was characterized by a reduction in colonic
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GSH level, increased MPO and ALP activities and IL-1p and IL-6 levels when
compared with non-colitic animals (Figure 1). Effects of enriched diet with cupuassu
pulp at 10% was evidenced by a significant reduction of MPO and ALP activities,
accompanied by significant reduction in pro-inflammatory cytokines IL-1p and 1L-6
colonic levels, whereas cupuassu pulp at 5% modulated only total glutathione levels
when compared with the TNBS-control group (Figure 1).

Acetate, propionate and butyrate concentrations were reduced in animals with
intestinal damage induced by TNBS when compared with non-colitic groups, while no
difference was observed on the valerate concentration (Figure 2). Besides Cupuassu
pulp enriched diet at 10% reduced concentration of acetate when compared with TNBS-
control groups no effects were observed on the butyrate, propionate and valerate
concentrations (Figure 2).

Microscopic analysis showed that TNBS disrupt intestinal cytoarchitecture,
producing notable edema in the submucosa layer with extensive ulcerations and
inflammatory cells infiltrate. Cupuassu pulp enriched diet at 5% and 10% recovered the
mucosa, reducing ulceration, edema and inflammatory cells (Figure 3). In addition,
TNBS produced mucin depletion in the mucosa and cell surface represented by a minor
blue staining. In cupuassu at 5%, the edema was reduced; the goblet cells were
replenished and there was a thick blue layer in the cell surface representing the
membrane-bond mucin. Cupuassu at 10% showed mild edema with intermediate mucin

production in goblet cells with no membrane-bond mucin (Figure 4).

4. Discussion

The present study was designed to evaluate the dietary intervention using
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cupuassu pulp as a potential dietary product because this fruit is rich in pectin and
antioxidants polyphenols [9]. Enriched diet containing 10% of cupuassu pulp prevented
the intestinal inflammatory process induced by TNBS. This effect was evidenced by
reduced MPO and ALP activities. Although MPO is consider to be a marker of
neutrophil infiltration and its measurement have been used to detect intestinal
inflammatory process, this enzyme also generates reactive intermediates, such as
hypochlorous acid, leading to oxidative damage of lipids and proteins [22]. Thus MPO
is responsible for the reduction in the antioxidant defenses of intestinal epithelia, such
as glutathione, an endogenous antioxidant peptide that is reduced in the course of the
intestinal inflammatory process [23]. Associated with that, alkaline phosphatase is a
sensitive biochemical marker of experimental intestinal inflammation [24].
Experimental evidences suggest that after disintegration of cell membrane occur release
of alkaline phosphatase as direct consequence of lipid peroxidation [25], indicating that
inhibitory action on the alkaline phosphatase activity can be interpreted, in part, as an
antioxidant properties too. Based on that, the decrease in MPO activity promoted by
cupuassu pulp at 10% can be considered both anti-inflammatory and antioxidant
intestinal activities.

In addition, the causative role of oxidative stress in the IBD pathophysiology has
been supported by described protective effects promoted by different antioxidative
compounds, including flavonoids, coumarins and other antioxidative compounds [26].
Phytochemical studies have demonstrated that cupuassu pulp and seeds contain potent
antioxidant polyphenols like flavones and proanthocyanidins [9]. This way, it is
possible that presence of antioxidant compounds in enriched diet with cupuassu pulp at
10% contribute with its antioxidant properties with simultaneous intestinal anti-

inflammatory activity.
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Associated with that, we identified that enriched diet with cupuassu pulp
reduced IL-1P and IL-6 colonic levels. Intestinal inflammatory process is characterized
by imbalance between pro-inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1p, IL-6 and
IFN-y, and anti-inflammatory cytokines such as IL-10, IL-4 and TGF-f. Analysis of the
inflamed mucosa from patients with UC and CD revealed an increased expression of
pro-inflammatory cytokines and relatively less abundant immunoregulatory cytokines
and this imbalance seen to be the central mechanism of modulation and mediation of
IBD in response to exposure to various pathogens in the gut [27]. The intestinal anti-
inflammatory activity of cupuassu pulp could be related to immunomodulatory
activities, once evidences shown that pectin, a major polysaccharide constituent in
cupuassu pulp, can modulate the immune system, contributing to the development of
cellular and humoral immunity [28].

Finally, we attempt to demonstrate that cupuassu pulp produced intestinal anti-
inflammatory activity by prebiotic properties, using for this an evaluation of the SCFAs
production in feces. Prebiotics acts like growth factor to commensal microbiota, which
inhibits the adherence and invasion of pathogens in the colonic epithelia, altering the
colonic pH, enhancing the barrier function, improving mucus and SCFAs production,
and increasing cytokine release [29]. In fact, our results demonstrated an improvement
in mucus production, however no effects were observed on the SCFAs production.
Although cupuassu pulp is rich in pectin, considered a non-digestible nutrient but
fermentable product potentially useful as prebiotics, our results demonstrated that
cupuassu pulp was unable to improve SCFAs production in colitic animals. This way,
differently we expected, cupuassu was not a prebiotic agent and its protective effects as
intestinal anti-inflammatory product was related to its ability to modulate oxidative

stress and immune response. Thereby, the use of cupuassu pulp may constitute an
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important dietary supplement product in the prevention and treatment of human IBD

even without act as prebiotic supplementation.
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Table 1. Ingredient composition of the diets fed to rats (g/100g)

Ingredients Control diet 5% Cupuassu diet  10% Cupuassu diet
Protein mix 22.0 20.9 19.8
Mineral mix 2 10.0 9.5 9
Fiber 8.0 7.6 7.2
Fat 4,5 4.2 4.0
Cupuassu pulp © - 5 10

®Mineral mixture provided the following amounts (in milligrams per kilogram): Mn, 60.0; I, 2.0; Co, 1.5; Fe, 50.0;
Zn, 60.0; Cu, 10.0, Se, 0.05.

® VVitamin mixture provided the following amounts (in milligrams per kilogram per diet): vitamin A (25 200 UI);
vitamin D3 (2.100 Ul); vitamin E (60 mg); vitamin K (12.5 mg); vitamin B12 (60 pg); vitamin B6 (12 mg); folic
acid (6 mg); choline (1100 mg); biotin (0.26 mg); niacin (60 mg); thiamine (11 mg); and pantothenic acid (112
mg).

¢ Cupuassu fruit pulp (Theobroma grandiflorum) containing total dietary fiber (13.7%-14.9%), protein (7.8%-
9.8%), lipids (10.5%-14.9%) (Rogez, Buxant et al. 2004)

Table 2. Effects of a enriched diet with cupuassu pulp on macroscopic parameters in
TNBS-induced intestinal inflammation

Score® Extension of Weight/lenght  Adherence Diarrhea

(0-10) Lesion” (cm) ratio® (mg/cm) (%) (%)

Non-colitic 0* 0* 90.5+2.6* 0* 0*
TNBS-control 9.0 (7-10) 4.84+0.34 173+5.36 100 80
Cupuassu 5% 8.0 (4-10) 3.89x0.64 16018.82 100 75
Cupuassu 10% 9.0 (7-10)  4.03+0.44 169+10.2 75 50

#Score data are expressed as the median (range) and analyzed by Kruskal Wallis test followed by
Dunn.” Extension of lesion and colonic weight data are expressed as the means + SEM and analyzed
by ANOVA followed by Dunnet test. Adherence and Diarrhea are expressed in percentage and
analyzed by X test. p<0.05 vs TNBS control group.

28



Figure 1. Effects of a enriched diet with cupuassu pulp on biochemical parameters in TNBS-
induced intestinal inflammation. Data are expressed as mean + S.E.M. p<0.05.
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Figure 2. Concentration (mg/ml wet faeces) on the SCFAs in rat
faecal samples. Data are expressed as mean = S.E.M. "p<0.05
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Figure 3. Histological sections of colonic tissue stained with hematoxylin and eosin showing
the effects of enriched diet with cupuassu pulp in TNBS-induced intestinal inflammation

Photomicrographies of colon samples (2,5x); Animals of non-colitic group (a) presented
numerous straight tubular glands with a lot numbers of goblet cells (white arrow) and lumen
epithelium in the mucosa (m) was intact with typical morphology. Differently, TNBS-
control group (b) showed alteration in the intestinal cytoarchitecture, notable edema (e) in
the submucosa layer with extensive ulcerations (black arrow) and inflammatory cells
infiltrate. Cupuassu at 5% (c) and 10% (d) presented no ulceration and edema (e) was
reduced, the epithelium was intact (m) and inflammatory cells were partially reduced.
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Figure 4. Histological sections of colonic tissue stained with PAS/Alcian blue showing the
effects of enriched diet with cupuassu pulp in TNBS-induced intestinal inflammation
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in the mucosa (m) indicating the mucins in goblet cells, there is also a thin blue layer in the
membrane representing the membrane-bond mucin (black arrow). TNBS-control group (b)
showed mucin depletion in the mucosa (m) and cell surface (black arrow) and a minor blue
staining. In cupuassu at 5% (c) there is minor edema, the goblet cells are replenished and
presented a thick blue layer in the cell surface representing the membrane-bond mucin (black
arrow). Cupuassu at 10% (d) showed mild edema with intermediate mucin production in
goblet cells with no membrane-bond mucin (black arrow).
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Capitulo II

Avaliacéo dos efeitos da monoterapia e do tratamento combinado do probiotico Bifidobacterium breve com a

farinha de banana verde (Musa spp AAA) na inflamag&o intestinal induzida por DSS em camundongos



Avaliacéo dos efeitos da monoterapia e do tratamento combinado do probiotico
Bifidobacterium breve com a farinha de banana verde (Musa spp AAA) na inflamacéo

intestinal induzida por DSS em camundongos

1. Introducéo

A banana é uma fruta consumida em todo mundo, existem muitas variedades de
banana, as quais sdo pertencentes ao género Musa (familia Musaceae). E a quarta
cultura mais importante nos paises tropicais, com uma producdo mundial de cerca de
100 toneladas anuais (HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2007). Frutos de
banana nanica verde (Musa spp AAA) sdo ricos em granulos de amido, contendo entre
73,6% e 79,4%, e da quantidade total de amido (14%), 47,3% a 54,2% € considerado
como amido resistente (DA MOTTA et al., 2000; HETTIARATCHI et al., 2011). O
amido resistente € um polissacarideo nao digerivel usado como fibra alimentar, essas
fibras sdo resistentes a digestdo no intestino delgado e s@o usadas pela microbiota
intestinal para a fermentacdo anaerobica, produzindo assim &cidos graxos de cadeia
curta (AGCCs) (DA MOTTA et al., 2000; SIMMONDS; SHEPHERD, 1995). Por ser
rica em amido resistente, a banana nanica verde pode ser considerada um prebidtico.
Prebidticos sdo definidos como ingredientes alimentares ndo digeriveis que, quando
consumido em quantidades suficientes, seletivamente estimulam o crescimento e/ou
atividade de um ou de um namero limitado de micro-organismos no célon, o que resulta
em beneficios para a saide (DUNCAN, 2013). Esta comprovado que 0s prebidticos
auxiliam na manutencao da remissao dos sintomas na retocolite ulcerativa em humanos,
devido ao fato de aumentarem a producdo de AGCCs pela microbiota intestinal, 0s

quais sdo importantes fatores protetores da homeostase do epitélio colénico (GALVEZ
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et al, 2005).

Probioticos sdo definidos como micro-organismos vivos que conferem
beneficios para a satide quando ingeridos em quantidades adequadas (GHOURI et al,
2014). Funcionam através de varios mecanismos, incluindo a alteragdo da composicéo
da microbiota intestinal, imunomodulagdo e melhora da funcdo da barreira intestinal
(MALLON et al, 2007). Os probidticos podem alterar a composicdo da microbiota
intestinal por bloguear sitios de adesdo bacteriana, por competicdo de nutrientes e por
efeitos antimicrobianos, através da producdo de AGCCs, os quais diminuem o pH
coldnico inibindo assim o crescimento de bactérias patogénicas (JONKERS et al, 2012;
MALLON et al, 2007; OREL; KAMHI TROP, 2014). O butirato, que é o principal
AGCC produzido pela fermentacdo anaerdbica, fornece nutrientes ao epitéelio e afeta
positivamente a funcdo da barreira intestinal, aumenta a secre¢do de mucina e melhora a
fungéo das tight-junctions (OREL; KAMHI TROP, 2014). Além disso, 0s probioticos
podem afetar o sistema imune via alguns mecanismos, como alteracdo na producdo de
citocinas e indugédo da atividade das celulas T regulatorias. Estes produtos podem ter
impacto também na sobrevivéncia e crescimento das células epiteliais e inibir a
apoptose (BELLAVIA et al, 2013). Todos esses mecanismos podem neutralizar a
resposta imune colbnica exacerbada e inapropriada, que resulta na inflamacéo intestinal.
Embora se desconheca se a alteracdo da microbiota intestinal € uma causa ou
consequéncia da inflamacdo intestinal, varios probidticos estdo sendo estudados no
tratamento e/ou prevencdo de recidivas na DIl. Os géneros mais estudados sdo 0s
Lactobacillus e Bifidobacterium, isolados ou em combinagdo com outros probioticos ou
com prebidtiocs; os chamados simbiéticos (OREL; KAMHI TROP, 2014).

Com isso, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos de uma dieta

enriquecida com farinha de banana verde a 10%, o tratamento com o probidtico
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Bifidobacterium breve na concentragdo de 5x10° UFC/ml, assim como a associacio da
farinha de banana verde com o probi6tico no modelo de inflamacédo intestinal induzido

por DSS em camundongos C57BL/6J.

2. Material e Métodos
2.1. Coleta e processamento do material vegetal

Os frutos verdes de banana nanica foram coletados em uma fazenda de cultivo
organico em Botucatu/SP em 2013. A identificacdo taxonémica foi feita no herbario
Irina Felanova Gemtchjnicov (Instituto de Biociéncias, UNESP-Botucatu) onde um
voucher da espécie foi depositado. Apds a coleta os frutos foram lavados, cortados
transversalmente e secos a 50 ° C por 72 horas em uma estufa de ar circulante. Apos
secagem os frutos de banana nanica verde foram triturados em um liquidificador
industrial obtendo-se assim uma farinha. Essa farinha foi enviada para a Faculdade de
Farmacia da Universidade de Granada-Espanha para avaliacdo dos potenciais efeitos
beneficos de uma dieta enriquecida com Musa spp AAA na inflamacéo intestinal

induzida por DSS em camundongos C57BL/6J.

2.2. Confeccéao dos pellets da dieta enriquecida

O preparo da dieta enriquecida com farinha de banana nanica verde a 10% para
o tratamento dos animais foi feita a cada 15 dias. A preparacdo da dieta foi realizada em
Granada-Espanha em parceria com a empresa de laticinios PULEVA FOOD SL®. Apés
a pelletizacdo os pellets foram secos em uma estufa de ar circulante a 50° C durante 24
horas e foram armazenados em um recipiente hermeticamente fechado a fim de se evitar

contaminagdo por micro-organismos.
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2.3. Animais

Camundongos machos da cepa C57BL/6J de 20 a 22 g de peso, oriundos do
biotério Janvier (St Berthevin Cedex, Franc¢a), foram usados para os testes de atividade
anti-inflamatoria intestinal da farinha de banana nanica verde. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia, Faculdade de Farmacia,
Universidade de Granada-Espanha, durante cinco dias antes do inicio dos experimentos.
Este biotério possui uma temperatura ambiente controlada de 21 + 2°C e um ciclo de
claro-escuro de 12 horas. Os camundongos foram alojados em caixas, separadas por
grupo, com no méaximo doze animais por caixa e alimentados com racdo padréo Panlab®
A04 diet, (Panlab S.A., Barcelona, Espanha) e agua corrente ad libitum. O estudo foi
realizado de acordo com o protocolo experimental aprovado pela comissdo de ética em

experimentacdo animal sob protocolo CEEA 2010-286) da Universidade de Granada.

2.4. Delineamento experimental
Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais
(n=12):
Animais saudéveis: Alimentados com racéo padréo Panlab®
Animais com inflamacéo intestinal:
e Controle-DSS: Alimentados com ragdo padréo Panlab®
e Nanica 10%: Animais alimentados com racéo padrdo Panlab® enriquecida com
farinha de banana nanica verde a 10%
e Nanica 10%+Bifidobacterium breve: Animais alimentados com racdo padrdo
Panlab® enriquecida com farinha de banana nanica verde a 10%+

Bifidobacterium breve na concentragdo de 5x10® UFC/ml
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e Bifidobacterium breve: Animais alimentados com racdo padrdo Panlab®+
Bifidobacterium breve na concentragio de 5x10% UFC/ml

Os animais foram alimentados com a dieta enriquecida de farinha de banana verde a
10%, assim como sua associacdo com o probidtico Bifidobacterium breve (via oral;
gavagem) e também somente com o probi6tico por 30 dias antes da indugdo do processo
inflamatorio intestinal pelo DSS e durante 5 dias durante a inducdo. O DSS foi
administrado na agua de bebida dos animais a 2,5% por cinco dias e o indice de
atividade da doenca (DAI) foi verificado todos os dias a partir do primeiro dia de DSS.
Esse indice leva em conta a perda de peso dos animais, consisténcia das fezes e
presenca de sangue nas fezes. O DSS foi retirado depois do quinto dia e os tratamentos
continuaram por mais dois dias. Como padrdo de comparacdo foi utilizado o grupo
controle-DSS (com inflamacdo intestinal e sem tratamento farmacoldgico) e o grupo

Branco (saudavel e sem tratamento farmacologico).

2.5. Avaliacao da atividade anti-inflamatoria intestinal in vivo
2.5.1. Anadlise clinica dos animais e macroscopica da lesao

Durante o desenvolvimento do experimento, os animais foram avaliados em
diferentes parametros de carater geral tais como: consumo de alimento e peso corporal.
Ao final do periodo de tratamento e ap6s a indugdo do processo inflamatdrio os animais
foram mortos, os célons foram extraidos e analisados quanto aos prejuizos intestinais
considerando-se parametros macroscopicos e bioquimicos. Na analise macroscopica
foram avaliados peso e comprimento do célon, existéncia de aderéncias entre o intestino
e orgdos adjacentes e DAI (Tabela 1)
2.5.2. Expressao relativa de diferentes genes em amostras colénicas e fecais

Foram analisados os genes IL-10, IL-1pB, IL-17, IL-6, TGF-B, TNF-a, MUC-1,
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MUC-2, MUC-3, I-CAM, MCP-1, MMP-9, I-NOS, Occludina e ZO-1 por real-time
RT-qPCR. Foi extraido o RNA total de amostras coldnicas por Trizol® (Ambion,
Austin, TX, EUA) de acordo com as especificagdes do fabricante. Todas as amostras de
RNA foram quantificadas com o espectrofotdmetro NanoDrop™ (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, EUA) e 3ug de RNA foram submetidos a reacdo de transcri¢do
reversa utilizando primers oligo(dT) (Promega, Madison, WI, EUA). A amplificacdo e
deteccdo do c-DNA foram realizadas em placas de 48 pogos no equipamento EcoTM
Real-Time PCR System (lllumina,CA,EUA) com 20ng de c-DNA com o sistema de
deteccdo KAPA SYBR® FAST gPCR Master Mix (Kapa Biosystems,
Inc.,Wilmington,MA ,EUA) e primers e temperatura de anelamento especificos (Tabela
2). Para normalizar a expressdo do m-RNA, a expressdo do gene referéncia GAPDH foi
determinada. Assim a expressao relativa de cada gene foi feita pelo método do AACt.

Foi analisada a expressdo relativa género-especifico em amostras de fezes
frescas os géneros Lactobacillus, Bifidobactérium, Clostridium e Bacterdides. As
amostras foram diluidas na proporc¢édo de 1/10 (p/v) em PBS. 2mL dessa diluicdo foram
utilizados para a extragdo do DNA bacteriano utilizando o kit QlAamp DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as especificaces do fabricante. O DNA
foi entdo adicionado em 20uL do buffer AE (fornecido no kit), e 0 DNA purificado foi
armazenado a -20°C. Primers género-especificos (Tabela 2) foram utilizados para a

realizacdo da real-time RT-qPCR, como descrito acima.

3. Analise estatistica
Todos os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média.
Diferencas entre as médias foram testadas por Andlise de Variancia (ANOVA) seguida

por teste de significancia de Dunnet. Dados ndo paramétricos (DAI) foram expressos
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como mediana e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. Significancia estatistica

foi considerada para valores de p < 0,05.

4. Resultados

A administracdo via oral de DSS dissolvido em agua a 2,5% por cinco dias aos
camundongos C57BL/6J resultou em um progressivo aumento no valor do DAI (Figura
1) em relagdo aos animais saudaveis, isso ocorreu devido a perda de peso dos animais,
presenca de sangue nas fezes e diarreia. Os tratamentos com a dieta enriquecida com
farinha de banana nanica verde a 10%, a associacdo da farinha de banana verde com o
probidtico B.breve e o probidtico isolado ndo foram capazes de prevenir as alteracdes
causadas pelo DSS comparados aos animais do grupo controle-DSS. Além disso, 0 DSS
promoveu o0 aumento da relagdo peso/comprimento do colon quando comparados aos
animais saudaveis (Figura 2). Os tratamentos com a farinha de banana nanica verde a
10% assim como sua associacdo com o probidtico B.breve foram capazes de evitar o
aumento da relacdo peso/comprimento do célon em relacdo ao grupo controle-DSS
(Figura 2), no entanto o tratamento isolado com B.breve ndo foi capaz de evitar essa
alteracdo causada pelo DSS.

A administracdo do DSS néo alterou a expressao relativa dos genes analisados
(dados néo apresentados), exceto do gene que codifica a proteina MUC-2 em amostra de
colon, em relacdo aos animais do grupo saudavel (Figura 3). O tratamento com a dieta
enriquecida com farinha de banana nanica verde a 10% foi capaz de aumentar nas
amostras colonicas a expressao relativa do gene que codifica a quimiocina I-CAM-1 e
da enzima proteolitica MMP-9 e diminuir a expressdo relativa do género Clostridium
em amostras de fezes frescas. A associacdo da dieta enriquecida com farinha de banana

nanica verde a 10% com o probiético B.breve na concentracdo de 5x10® UFC/mI foi

41



capaz de diminuir a expressao relativa do género Clostridium em amostras de fezes
frescas, aumentar a expressdo relativa da enzima proteolitica MMP-9, da proteina
MUC-1, da proteina ZO-1 e da citocina TGF- em amostras de célon. O tratamento
com o probiético B.breve na concentragdo de 5x10° UFC/ml aumentou a expressdo
relativa da proteina ZO-1. Os tratamentos sempre foram comparados com 0 grupo

controle-DSS (Figura 4).

5. Discussao

Embora a etiologia da DIl ndo € completamente elucidada, sabe-se que a
microbiota desempenha um importante papel na sua patogénese. No entanto, nenhum
micro-organismo especifico estad claramente envolvido como um agente causativo
dessas doencas, e provavelmente, a inflamacdo intestinal se inicia e se estabelece
através de uma resposta imune exagerada e inapropriada, em individuos geneticamente
susceptiveis, contra a microbiota intestinal e/ou outros agentes presentes no liumen
intestinal, associado com uma perda de funcdo da barreira epitelial (ABRAHAM; CHO,
2009; SARTOR, 2004; SOKOL et al., 2008; SOKOL, 2009). Desta forma, estratégias
terapéuticas que restabelecam a composicdo e funcdo normal da microbiota intestinal,
assim como possuam efeitos protetores no epitélio intestinal, evitando a quebra da
barreira intestinal e aumentando ou mantendo a producdo de muco pelas ceélulas
caliciformes, sdo importantes metas no tratamento e prevencdo de recidivas na DII. A
manipulacdo da composicdo e funcdo da microbiota intestinal através do uso de
prebiodticos e probiodticos estd sendo explorada como um caminho promissor na
intervencdo terapéutica e profilatica contra a inflamacdo intestinal (GARRIDO-MESA,
2011). Os prebioticos atuam como fonte de polissacarideos, como por exemplo, 0 amido

resistente. Esses polissacarideos sdo fermentados por bactérias anaerdbicas do intestino,
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produzindo assim AGCCs, os quais atuam localmente como agentes anti-inflamatdrios e
imunomoduladores (VILADOMIU et al, 2013). Por outro lado, a presenca de bactérias
consideradas benéficas, os probidticos, como por exemplo, a Bifidobacterium longum,
B. infantis, B. breve, Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. delbrueckii spp. bulgaricus,
L. plantarum, e Streptococcus salivarius spp. e S. thermophilus, podem recuperar a
funcdo fisioldgica e a integridade da barreira epitelial do colénica, assim como reduzir
0s niveis de citocinas pré-inflamatdrias e aumentar a integridade das tight junctions
entre as células epiteliais (MADSEN et al., 2001).

A mucosa intestinal é composta por células epiteliais e células produtoras de
muco que estabelecem uma barreira e protegem a lamina prépria de potencias patdgenos
presentes no limen intestinal, sendo também responsavel pela absor¢édo de nutrientes e
secrecdo de residuos (DOROFEYEV et al, 2013). Alteracdes na barreia intestinal geram
um aumento na permeabilidade a bactérias, fragmentos bacterianos e toxinas, podendo
desenvolver uma resposta imune exacerbada a esses patdgenos, desencadeando a
inflamag&o intestinal (DOROFEYEV et al., 2013; LONGMAN et al., 2006). O pré-
tratamento com a dieta enriquecida com farinha de banana nanica verde a 10%
combinado com o probiotico Bifidobacterium breve protegeu a integridade da barreira
epitelial, evidenciado pelo aumento da expressdo relativa de proteina transmembrana
pertencente as tight-junctions zona occludens-1 (ZO-1) e pelo aumento da expressao
relativa de MUC-1, que junto com as glicoproteinas MUC-2 e MUC-3, sdo constituintes
primarios da camada de muco intestinal (DOROFEYEYV et al., 2013). No entanto, ndo
foram observadas alteracdes na expressdo relativa de MUC-2 e MUC-3. Também foi
observado um aumento na expressao relativa da citocina anti-inflamatoria TGF-p em
amostras coldnicas. O pré-tratamento isolado com o probiotico B.breve na concentracdo

de 5x10® UFC/mI também aumentou a expressdo relativa da ZO-1, porém néo foram
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encontradas diferencas significativas em relagdo a expressao relativa de MUC-1, MUC-
2 e MUC-3.

A inflamacdo intestinal é caracterizada pela infiltracdo leucocitaria na mucosa
que contribui no desenvolvimento e perpetuacdo da resposta inflamatéria (MURPHY;
MELGAR, 2012). Quimiocinas como MCP-1 e a molécula de adesdo ICAM-1 séo
importantes fatores na migracdo e infiltracdo de células do sistema imune para o local
da inflamacdo e contribuem ao processo de dano tecidual e exacerbagdo da inflamacao
intestinal (BERNDT; KAO, 2007). A monoterapia com a dieta enriquecida com farinha
de banana nanica verde a 10% aumentou a expresséo relativa de ICAM-1 comparado ao
grupo controle-DSS, no entanto ndo foi observado diferenca estatistica em relagdo a
expressdo relativa da quimiocina atraente especifica de mondcitos MCP-1. ICAM-1 é
importante no estabelecimento de interacBes célula-celula e para facilitar a migracdo
endotelial leucocitaria, contribuindo assim para o desenvolvimento da leséo tecidual em
doengas inflamatdrias, como a DIl (ABDELBAQI et al., 2006). Esses resultados
corroboram com a tendéncia de aumento do DAI (Figura 1) pela dieta enriquecida com
a farinha de banana verde a 10% em relacdo aos animais do grupo controle-DSS,
evidenciando um agravamento da inflamacéo intestinal com o uso exclusivo desta dieta.
Por outro lado, a dieta combinada com B. breve nao afetou este parametro.

As enzimas proteoliticas, como as metaloproteinases (MMPs), estdo envolvidas
na degradacao e reconstituicdo da matrix extracelular tanto em processos fisioldgicos
como patologicos. O aumento da expressdo relativa das MMPs estd associado com o
dano tecidual na DII, e existe uma relacdo dessas enzimas com citocinas pro-
inflamatorias como IL-1B e TNF-o (MEIJER et al., 2007; NAITO; YOSHIKAWA,

2005). A monoterapia com a dieta enriquecida com farinha de banana verde a 10%,
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assim como sua associa¢do com o probidtico B.breve aumentaram a expressao relativa
col6nica da MMP-9 em relacédo ao grupo controle-DSS.

Por outro lado, a monoterapia com a dieta enriquecida com farinha de banana
verde a 10%, assim como sua associacdo com o probidtico B.breve diminuiram a
expressdo relativa, em amostras fecais, do género Clostridium, que é considerado uma
bactéria patogénica em potencial. Os outros géneros analisados em amostras fecais ndo
foram alterados por nenhum dos tratamentos.

Com base nos resultados encontrados no modelo de inflamagéo intestinal
induzido por DSS em camundongos C57BL/6J, foi observado que o DSS diminuiu a
expressdo relativa de MUC-2, em relacdo ao grupo saudavel, sem afetar positiva ou
negativamente os outros genes analisados. A monoterapia com a farinha de banana
nanica verde a 10%, assim como sua associacdo com o probidtico B.breve e a
monoterapia com B.breve ndo interferiram na expressao génica de MUC2. Por outro
lado, a dieta enriquecida com farinha de banana verde a 10% associada com o0
probidtico B.breve protegeu a mucosa col6nica evitando a reducdo da expressao relativa
de ZO-1 e MUC-1 induzidas pelo DSS, aumentando a expresséo relativa de TGF-p e
reduzindo a expresséo relativa em amostras fecais das bactérias do género Clostridium.
Por outro lado, a monoterapia com a dieta enriquecida com farinha de banana nanica
verde a 10% agravou a inflamacéo intestinal causada pelo DSS, como demonstrado
pelos valores do DAI e o aumento da expressdo relativa de ICAM-1 e MMP-9,
resultados contraditorios com aqueles produzidos em nosso laboratério pela dieta
enriquecida com farinha de banana nanica verde no modelo de inflamacao intestinal

induzida por TNBS em ratos (SCARMINIO ET AL., 2012).
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7. Tabelas e figuras

ESCORE PERDA DE PESO CONSISTENCIA SANGRAMENTO

FEZES RETAL

0 Nenhuma Normal Normal

1 1-5%

2 5-10% Fezes pastosas

3 10-20%

4 >20% Diarreia Sangramento

intenso

Tabela 1: Escore do indice de atividade da doenca (DAI). O valor do DAI é uma
combinacgéo dos escores da perda de peso, consisténcia das fezes e do sangramento retal

dividido por 3. Adaptado de Cooper et al, 1993.

Tabela 2: Sequencia dos primers utilizados na real-time RT-gPCR

Gene

Sequencia

Temperatura de

Anelamento (°C)

Z0-1

I-CAM-1

MMP-9

MUC-1

MUC-2

MUC-3

F GGGGCCTACACTGATCAAGA 56

R TGGAGATGAGGCTTCTGCT

F CAGTCCGCTGTGCTTTGAGA 60

R CGGAAACGAATACACGGTGAT

F TGGGGGGCAACTCGGC 60

R GGAATGATCTAAGCCCAG

F GCAGTCCTCAGTGGCACCTC 60

R CACCGTGGGGCTACTGGAGAG

F GATAGGTGGCAGACAGGAGA 60

R

GCTGACGAGTGGTTGGTGAATG

F CGTGGTCAACTGCGAGAATGG 60

R CGGCTCTATCTCTACGCTCTC
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Occludina

IL-1B

IL-6

IL-17

IL-10

MCP-1

I-NOS

TGF-B

TLR-4

TNF-a

GAPDH

Bacteroides

Clostridium

F ACGGACCCTGACCACTATGA

R TCAGCAGCAGCCATGTACTC

F TGATGAGAATGACCTCTTCT

R CTTCTTCAAAGATGAAGGAAA

F

TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC

R TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

F CCTGGGTGAGCCGACAGAAGC

R CCACTCCTGGAACCTAAGCAC

F

TCCTTAATGCAGGACTTTAAGGG

R GGTCTTGGAGCTTATTAAAAT

F CAGCTGGGGACAGAATGGGG

R GAGCTCTCTGGTACTCTTTTG

F GTTGAAGACTGAGACTCTGG

R GACTAGGCTACTCCGTGGA

F CATCGATGAGCTGATGCAGT

R CAGATAGCCCATCACCCTGT

F

TGCCGGCACCACTGAGGACTAC

R GGGCTGCCACGAGGAACA

F AACTAGTGGTGCCAGCCGAT

R CTTCACAGAGCAATGACTCC

F CCATCACCATCTTCCAGGAG

R CTGCTTCACCACCTTCTTG

F ATAGCCTTTCGAAAGRAAGAT

R CCAGTATCAACTGCAATTTTA

F AAATGACGGTACCTGACTAA

RCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA

56

56

60

60

56

60

56

60

56

56

60

50

50
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Bifidobacterium F CTCCTGGAAACGGGTGG 50

R GGTGTTCTTCCCGATATCTACA

Lactobacillus F GGAAACAGATGCTAATACCG 61

R CACCGCTACACATGGAG

Non-colitic
DSS-colitic
Nanica 10%
Nanica+B.breve
B.breve

P4

DAI

N Y N o >
Dias
Figura 1: Efeitos do tratamento com farinha de banana nanica verde a
10%, da sua associa¢ao com o probiético B.breve e do probidtico isolado
no indice de atividade da doenga (DAI).
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Figura 2: Efeitos do tratamento com Figura 3: Efeitos do DSS na expressdo
farinha de banana nanica verde a 10%, relativa de MUC-2 no modelo de
da sua associagdo com o probiotico inflamac&o intestinal induzida por DSS
B.breve e do probiotico isolado na em camundongos C57BL/6J. Dados sdo
relacdo peso/comprimento do colon. expressos como média + E.P.M,
Dados sdo expressos como média + comparados ao grupo controle-DSS.
E.P.M, comparados ao grupo controle- *p§0.05.

DSS. "p<0.05.
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Figura 4: Efeitos do tratamento com farinha de banana nanica verde a
10%, da sua associagcdo com o probidtico B.breve e do probidtico isolado
na expressao relativa de diferentes genes no modelo de inflamacao
intestinal induzida por DSS em camundongos C57BL/6J. Dados sdo
expressos como média + E.P.M, comparados ao grupo controle-DSS.
p=<0.05.
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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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