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RESUMO

A Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) é uma doenca inflamatoria crénica e
idiopética do intestino que inclui duas doencas distintas: a Doenca de Crohn e a Retocolite
Ulcerativa. Os pacientes acometidos pela DIl podem sofrer de dor abdominal, diarreia e
de outros sintomas socialmente inaceitaveis que comprometem sua qualidade de vida.
Embora exista uma grande quantidade de farmacos destinados ao tratamento da DII,
fatores como o alto custo de aquisicdo, os efeitos colaterais e o fato de uma parte dos
pacientes ndo responderem inicialmente ao tratamento, tém despertado o interesse de
pesquisadores na busca de novas abordagens de tratamento para a doenca. Uma das
alternativas € a utilizacdo de produtos naturais com propriedades antioxidante e/ou
imunomoduladora, assim como de produtos que possam modular a microbiota intestinal,
prevenindo recidivas ou complementando o tratamento de pacientes acometidos pela DII.
Com base nisso, estudos realizados por nosso grupo de pesquisa com a farinha de banana
nanica verde (Musa sp AAA) demonstraram que a espécie apresentou um efeito anti-
inflamatorio intestinal. Considerando a similaridade quimica, a espécie Musa sp AAB
(banana prata) foi selecionada para a realizacdo do presente estudo. As bananas sao ricas
em fibras, amido resistente e fendis, além de apresentarem alto valor nutricional por serem
excelentes fontes de potassio, calcio, fosforo e vitaminas A, B e C. De forma geral, as
bananas apresentam atividades antidiarreica, antiulcerogénica, antimicrobiana,
hipoglicemiante, antioxidante, anti-hipertensiva e diurética, sendo que a variedade Musa
sp AAA aumentou a producao de AGCCs provavelmente por produzir efeitos prebi6ticos
devido a presenca de fibras e amido resistente em sua composicdo. Diante disso, 0
objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatéria intestinal da dieta
enriquecida com farinha de banana prata verde (Musa sp AAB) no modelo de inflamacéo
intestinal induzida por TNBS em ratos. Para isso, a farinha de banana prata verde foi
incorporada nas proporcdes de 5% e 10% na dieta de ratos machos Wistar por 28 dias
antes e 7 dias ap6s a inducdo do processo inflamatorio intestinal. Apés a morte dos
animais, ocorrida no 35° dia, foram realizadas analises macroscépicas, microscopicas e
bioguimicas. Neste trabalho também foi realizada uma prospeccdo fitoquimica do extrato
etanolico 70% da farinha de banana prata verde, e avaliado o teor de fenois totais presente
nesse extrato e sua atividade antioxidante por dois diferentes métodos. Os resultados
mostraram a presenca de fenois, taninos e saponinas no extrato da farinha de Musa sp
AAB, e demonstrou que nos métodos in vitro utilizados, a farinha teve discreta atividade
antioxidante. Contudo, in vivo a dieta enriquecida com o produto foi capaz de evitar a
deplecdo de glutationa colbnica, além de reduzir a extensdao da lesdo causada pela
instilacdo do TNBS, diminuir a ocorréncia de aderéncia entre o intestino e 0s 6rgéos
adjacentes e evitar a deplecdo de muco no epitélio e limen intestinal. Assim, o presente
estudo demonstrou que a dieta enriquecida com farinha de banana prata verde nas
concentracbes de 5% e 10% melhora o processo inflamatdrio intestinal devido sua
propriedade antioxidante, que estd provavelmente relacionada ao seu conteudo de
compostos antioxidantes, fibras e amido resistente.

Palavras-chave: Banana prata; Musa sp AAB; Doenca Inflamatoria Intestinal; Muco;
Estresse Oxidativo.
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ABSTRACT

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic and idiopathic inflammation of
gastrointestinal tract that comprises two major disorders: Crohn's Disease and Ulcerative
Colitis. Patients affected by IBD may suffer abdominal pain, diarrhea and other socially
unacceptable symptoms that compromise their quality of life. Although there are a large
number of drugs for the treatment of IBD, factors such as the high cost of acquisition,
side effects and the fact that many patients do not respond initially to the available
treatment, have aroused the interest of researchers to evaluate new therapeutic approaches
to disease. One of these alternatives is the use of natural products with antioxidant and/or
immunomodulatory properties, as well as products which can modulate the intestinal
microbiota, preventing relapses or complementing patient treatments. Based on this, our
research group conducted studies with green dwarf banana flour (Musa sp AAA) and
demonstrated its intestinal anti-inflammatory effect. Bananas are rich in fiber, resistant
starch and phenols, and have high nutritional value as they are excellent sources of
potassium, calcium, phosphorus and vitamins A, B and C. Generally, bananas present
antidiarrheal, antiulcerogenic, antimicrobial, hypoglycemic, antihypertensive,
antihypertensive and diuretic activities. Indeed, Musa sp AAA variety increased the
production of SCFASs probably because they produce prebiotic effects due to the presence
of fibers and resistant starch in its composition. Considering the chemical similarity,
Musa sp AAB (green dwarf prata) was selected in the present study to evaluate the
intestinal anti-inflammatory activity of the diet enriched with poovan green banana flour
(Musa sp AAB) in the experimental model of intestinal inflammation induced by
trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) in rats. Green dwarf prata flour was incorporated in
concentrations of 5% and 10% in the diet of male Wistar rats for 28 days before and 7
days after induction of intestinal inflammation by TNBS. The animals were killed on the
35th day and macroscopic, microscopic, biochemical and microscopic analysis were
performed. Phytochemical prospection of ethanol extract 70% of banana green flour was
also performed and the total phenol content present in this extract and its antioxidant
activity were evaluated by two different methods: 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) and lipid peroxidation in membranes of rat brains. The results showed the
presence of phenols, tannins and saponins in the Musa sp AAB flour extract, and a low
antioxidative potential in in vitro methods used. However, enriched diet showed
protective and anti-inflammatory effects in vivo, evidenced by reduction of lesion
extension induced by inflammation and occurrence of adhesion between intestine and
adjacent organs. Diets were also able to prevent depletion of glutathione and mucus in
the colon, improving oxidative stress generated during the inflammatory process. Thus,
the present study demonstrated that diets enriched with green banana flour at 5% and 10%
concentrations improve intestinal inflammatory process due to its anti-inflammatory and
antioxidant effects, which may be associated to its chemical composition.

Key-words: Dwarf prata; Musa sp AAB; Inflammatory bowel disease; Mucus; Oxidative
stress.
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INTRODULAO




A Doenca Inflamatdria Intestinal (DII) € uma doenca inflamatéria cronica e
idiopéatica do intestino que inclui duas doengas distintas: a Doenca de Crohn (DC) e a
Retocolite Ulcerativa (RCU). Diferentemente de outras desordens inflamatdrias que
afetam o trato gastrointestinal, a DIl ainda apresenta etiologia pouco elucidada
(FIOCCHI, 1998; Nl et al., 2017), no entanto sabe-se que o desenvolvimento desta grave
doenca é de origem multifatorial e est associado a fatores genéticos, ambientais e a uma
desordem do sistema imune (ANANTHAKRISHNAN, 2015; FIOCCHI, 1998).

A DIl pode ser considerada uma doenca associada ao estilo de vida moderno e tem
as maiores taxas de incidéncia em paises desenvolvidos (SHEEHAN; SHANAHAN,
2016). Estima-se que a DII afete cerca de 1,5 milhdo de pessoas nos Estados Unidos da
América, 2 milhdes na Europa e vérias centenas de milhares em todo o mundo
(ANANTHAKRISHNAN, 2015). No Brasil, especificamente, estima-se que a taxa de
incidénciada DC e RCU sejaj de 3,5 e 4,48 para cada 100.000 habitantes, respectivamente
(VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009).

Os pacientes acometidos por essa doenca podem sofrer de dor abdominal, diarreia
e de outros sintomas socialmente inaceitaveis que expdem esses individuos a situacdes
constrangedoras e interferem em sua qualidade de vida (BOUMA; STROBER, 2003;
MOURA et al., 2015).

Emboraa DC e a RCU apresentem caracteristicas clinicas e patolégicas em comum,
acredita-se que os principais processos patolégicos dessas doencas sejam distintos
(BOUMA,; STROBER, 2003). A DC pode comprometer qualquer por¢do do trato
gastrointestinal (TGI), desde a boca até o anus, apresentando-se, normalmente, de forma
descontinua com a presenca de segmentos de tecido integro entre as areas afetadas
(BOUMA; STROBER, 2003). E uma doenca tipicamente caracterizada por uma

inflamacdo transmural, densa infiltracdo de neutréfilos e macrdfagos, fissuras e



granulomas que conduzem, frequentemente, a formacé&o de fistulas e abcessos (BOUMA;
STROBER, 2003; LIU et al., 2015; MIYOSHI; CHANG, 2016). A taxa de incidéncia da
DC varia entre 0-20 e entre 0,3-12,7 para cada 100.000 habitantes na América do Norte
e na Europa, respectivamente (ANANTHAKRISHNAN, 2015). Ja a RCU envolve
exclusivamente o célon, atingindo o reto e podendo se estender de forma ascendente e
continua. A RCU atinge camadas superficiais da mucosa e € caracterizada pela infiltracdo
de neutréfilos e outros granuldcitos, bem como pela perda de células caliciformes
(BOUMA,; STROBER, 2003). Sua incidéncia varia de 0 a 19,2 e de 0,6 a 24,3 para cada
100.000 habitantes na América do Norte e na Europa, respectivamente
(ANANTHAKRISHNAN, 2015).

A DIl é resultado da interacdo de uma série de fatores, e sabe-se que fatores isolados
ndo sdo suficientes para promover seu desenvolvimento (FIOCCHI, 1998). Um dos
principais fatores envolvidos no desenvolvimento da DIl é a composi¢éo da microbiota
intestinal. A microbiota intestinal humana é formada por trilhdes de microrganismos e
seu metabolismo é qualitativamente e quantitativamente similar ao de um 6rgédo
(SIVAPRAKASAM; PRASAD; SINGH, 2016). Estima-se que exista cerca de 1.000
diferentes espécies de bactérias no limen intestinal, que pertencem predominantemente
aos filos Firmicutes (gram-positivas) e Bacteroidetes (gram-negativas), € em menor
proporcdo aos filos Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Cyanobacteria e
Verrucomicrobia (SIVAPRAKASAM; PRASAD; SINGH, 2016; TAN; O’TOOLE,
2015).

A microbiota intestinal desempenha fungdes de grande importancia para a satde do
hospedeiro, atuando como uma linha de defesa contra a colonizagdo de patdgenos e
participando do desenvolvimento e regulacdo do sistema imune intestinal (CHANG;

LIN; MEDICINE, 2016). A colonizagdo do intestino pelos microorganismos se inicia



imediatamente ap6s o0 nascimento e continua ao longo da vida do individuo
(SIVAPRAKASAM; PRASAD; SINGH, 2016). Diversos fatores influenciam na
composicdo dessa microbiota, como idade e estado de saude do individuo, fatores
geogréficos e ambientais, e dieta (CHANG; LIN; MEDICINE, 2016; KOSTIC; XAVIER;
GEVERS, 2014; TAN; O’TOOLE, 2015). Esse tltimo apresenta um importante papel na
modificacdo da microbiota intestinal humana, uma vez que as bactérias intestinais
interagem entre si e com o hospedeiro através da producdo de metabolitos e da
fermentacdo do substrato (TAN; O’TOOLE, 2015).

A alteracéo da diversidade da microbiota intestinal conduz a um quadro de disbiose,
que consiste no aumento do nimero de bactérias patogénicas e reducdo das bactérias
benéficas. Sabe-se que este desequilibrio esté relacionado a DI, contudo alguns estudos
recentes tém questionado se esta condicdo € verdadeiramente uma causa ou apenas uma
consequéncia da inflamacdo (CONTE et al., 2014; NI et al., 2017). De fato, alguns
estudos evidenciaram a ocorréncia de disbiose em pacientes acometidos pela DII, onde
havia maior presenca de bactérias patogénicas, especialmente Escherichia coli aderente
invasiva (AIEC), em relacdo as bactérias comensais, como as do filo Firmicutes (CONTE
etal., 2014).

Outro importante fator diretamente relacionado ao desenvolvimento da DII, seja
como causa ou consequéncia da inflamacéo, é o aumento da permeabilidade do epitélio
intestinal. A permeabilidade desregulada ou incontrolada indica a perda da integridade da
barreira epitelial e pode induzir a uma resposta imune exacerbada e inflamag&o intestinal
crénica (GOYAL et al., 2014; HAMER et al., 2008). O aumento da permeabilidade
também pode conduzir a quadros de diarreia (OSHIMA; MIWA; JOH, 2008). Parte dessa
integridade é mantida pela barreira de muco, que representa uma barreira fisica contra

agentes agressivos presentes no lumen do TGI, como enzimas digestivas, microrganismos



patogénicos e suas toxinas (BUISINE et al., 1999). O muco é secretado pelas células
caliciformes presentes no epitélio intestinal e formado, principalmente, por glicoproteinas
de alto peso molecular denominadas mucinas, que podem ser codificadas por pelo menos
21 genes MUC diferentes, sendo o0 MUC2 o mais abundante no célon humano (BOLTIN
et al., 2013). Mudancas no sistema imune do hospedeiro, assim como fatores genéticos
ou ambientais podem estar relacionados a alteracGes na secre¢do de mucinas e podem ser
fundamentais para a patogénese da DIl (BOLTIN et al., 2013).

A integridade do epitélio intestinal também é mantida por complexos juncionais
intracelulares tais como tigh junctions, juncdes aderentes e desmossomos (OSHIMA,;
MIWA,; JOH, 2008). Entre essas, as tigh junctions estdo localizadas na parte mais apical
das membranas laterais da célula e em estudos realizados com amostras oriundas de
bidpsia retal de pacientes acometidos pela RCU, essas proteinas se encontravam
diminuidas (OSHIMA; MIWA; JOH, 2008).

Outro aspecto importante na etiologia da DIl é o nivel de estresse oxidativo, que €
caracterizado pela ocorréncia de um desequilibrio entre as Espécies Reativas de Oxigénio
(EROS) formadas naturalmente durante o metabolismo do oxigénio intracelular e o
sistema de defesa antioxidante, que resulta em uma cascata de reagdes onde moléculas
como lipideos, proteinas e o proprio DNA podem ser danificados (BINDER, 2010;
HAMER et al., 2008). As principais EROS formadas durante esse processo Sdo 0 anion
superoxido (O2), o radical hidroxila (¢ OH) e o peréxido de hidrogénio (H-02) (BIRBEN
et al., 2012; ZHANG et al., 2016); e os principais antioxidantes presentes nas células
intestinais sdo a glutationa (GSH) e as enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) (BIRBEN et al., 2012; MOURA et al., 2015).

Evidéncias clinicas e experimentais demonstraram que na DIl ha uma

superproducdo de EROS por células inflamatorias infiltradas na mucosa intestinal e



deplecdo do sistema antioxidante. Essa condi¢do pode amplificar a resposta inflamatoria,
desencadear a lesdo na mucosa e acelerar a ulceragdo mucosa na patogénese da DIl
(DAGLI et al., 1997; GRISHAM, 1994; SIMMONDS, 1993).

Os fatores ambientais sdo tdo importantes quanto os demais aspectos no
desenvolvimento da DII. Agentes ambientais potencialmente relevantes incluem
aleitamento materno, excesso de higiene na infancia, uso de contraceptivos orais,
apendicectomia, clima, poluicdo, estresse, tabagismo, sedentarismo e dieta, os quais estéo
envolvidos de forma diferencial na RCU e DC (ANANTHAKRISHNAN, 2015;
SHEEHAN; SHANAHAN, 2016).

Mudancas na dieta decorrentes da globalizacdo e industrializagdo também estdo
diretamente relacionadas com a DII. Estudos mostraram que uma dieta rica em gorduras
e com baixo contetdo de fibras altera drasticamente a microbiota intestinal (MI'YOSHI,
CHANG, 2016). As fibras sollveis, especialmente, sdo metabolizadas pela microbiota
intestinal em &cidos graxos de cadeia curta (AGCCs), que entre outros efeitos benéficos,
inibem a transcricdo de mediadores pro-inflamatérios (ANANTHAKRISHNAN, 2015;
HAMER et al., 2008; SIVAPRAKASAM; PRASAD; SINGH, 2016). Além disso, as
fibras ajudam a manter a integridade do epitélio intestinal e melhoram o funcionamento
das células intestinais (ANANTHAKRISHNAN, 2015; LOUIS; HOLD; FLINT, 2014;
MACFARLANE; MACFARLANE, 2011). Embora seja pouco investigada, sabe-se que
existe uma associagdo entre a DIl e micronutrientes. Em pacientes acometidos pela
doenca, observou-se uma deficiéncia comum de vitamina D, e mais elevada do que em
individuos saudaveis (ANANTHAKRISHNAN, 2015). Uma deficiéncia de zinco
associada a disfuncéo imunologica também tem sido documentada em pacientes com DC

(ANANTHAKRISHNAN, 2015; FIOCCHI, 1998).



A DIl devido ao seu carater etiolégico multifatorial ainda ndo tem cura
farmacoldgica definitiva, de modo que a terapéutica atual disponivel visa apenas
aumentar o tempo de remisséo e minimizar os sintomas, melhorar a qualidade de vida do
paciente e evitar a progressdo e complicagdes da doenca (SAIRENJI; COLLINS;
EVANS, 2017).

Atualmente existe uma grande quantidade de farmacos destinados ao tratamento da
DII, dentre os quais estdo os aminossalicilatos, os glicocorticoides, 0s imunossupressores
e a terapia bioldgica (CUFFARI; HUNT; BAYLESS, 2001; UMA MAHADEVAN,
2004; YAMAMOTO-FURUSHO, 2007). Embora o diagnostico da DC e da RCU siga
uma rota similar, o tratamento das duas formas da DIl difere significativamente e é
considerado individual (SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017).

Na RCU a escolha do tratamento é baseada na severidade da doenca, de modo que
os aminossalicilatos, como sulfassalazina, olsalazina e mesalazina sdo escolhidos para
um quadro clinico leve a moderado além de serem utilizados para a manutencdo da
remissdo da RCU. Os aminossalicilatos também sdo utilizados em quadros leves de DC,
porém para um estado moderado a severo os glicocorticoides, como prednisolona,
prednisona e outros sdo os mais indicados (SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017,
TRAVIS et al., 2005). Os imunossupressores como azatioprina e 6-mercaptopurina
podem induzir a remisséo em pacientes com DC (SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017).
A terapia bioldgica, representada pelos anti-TNF, pode ser utilizada no tratamento de DC
moderada a severa ou quando os glicocorticoides sdo contraindicados (PRESENT et al.,
1999; SANDS et al., 2004).

Mesmo com a existéncia desses farmacos, alguns fatores limitam o uso de farmacos

no tratamento da doenga, como por exemplo, o alto custo de aquisicdo, os efeitos



colaterais apresentados, além do fato de uma parte dos pacientes ndo responderem
inicialmente ao tratamento ou apresentarem perda da eficacia ou intolerancia as drogas.

A problematica apresentada em relacdo ao uso da terapéutica atualmente disponivel
para a DIl tem despertado o interesse de pesquisadores na busca de novas abordagens de
tratamento para a doenga. Uma das alternativas que tem sido largamente estudada é a
utilizacdo de produtos naturais com propriedades antioxidante e/ou imunomoduladora,
assim como de produtos que possam modular a microbiota intestinal, prevenindo
recidivas ou complementando o tratamento de pacientes acometidos pela DIl (COSTA et
al., 2015; DI STASI et al., 2004; WITAICENIS et al., 2010).

Considerando a importéancia que a microbiota intestinal tem no desenvolvimento de
doengas do TGI e em outras doengas crbnicas, a possibilidade de modular esta
comunidade bacteriana € uma das estratégias mais promissoras que permite reduzir o
namero dos microrganismos prejudiciais e/ou enriquecer a microbiota com bactérias
benéficas (DE BOSSCHER; HAEGEMAN, 2009) e, desta forma, melhorar a resposta
intestinal e consequentemente prevenir e/ou tratar as doengas inflamatorias crénicas do
intestino.

Dentre os varios produtos alimentares utilizados na prevencao e tratamento da DII
e outras doencas crbnicas destacam-se 0s probioticos, prebioticos e os simbidticos. Os
probidticos sdo definidos como alimentos contendo microrganismos vivos, pertencentes
principalmente aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, que quando consumidos em
quantidades adequadas afetam beneficamente a salde humana por meio de uma série de
efeitos, principalmente modulando a resposta imune do hospedeiro (ROBERFROID,
2000; SHANAHAN, 2004) via fermentagéo de produtos prebidticos (ROBERFROID et
al., 2010). Os prebioticos sdo ingredientes ndo-digeriveis, tais como fibras, amido

resistente, frutooligossacarideos e outros utilizados como substrato de fermentacéo pelos



probidticos e que afetam de maneira benéfica o hospedeiro, estimulando de forma seletiva
0 crescimento e/ou atividade de bactérias do célon (GIBSON et al.,, 2004;
ROBERFROID, 2002). J& os simbiéticos representam a administragdo conjunta de
probidticos e prebioticos.

Esté claramente estabelecido que muitas das propriedades benéficas da microbiota
intestinal sdo atribuidas a fermentacdo de prebioticos pela microbiota intestinal, com
consequente producdo de AGCCs, como 0 acetato, propionato e principalmente o butirato
(MACFARLANE; MACFARLANE, 2011). Uma vez produzidos, aproximadamente
95% desses AGCCs sdo prontamente absorvidos pelos colonécitos (DEMIGNE;
REMESY; MORAND, 1999) e sua disponibilidade plasmatica garante uma série de
efeitos farmacoldgicos importantes no controle de inumeras doencas, principalmente
agindo como agentes imunomoduladores, antioxidantes e anti-inflamatdrios, visto que
sdo capazes de afetar positivamente o estresse oxidativo; aumentar a producdo de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10; e inibir a ativagdo do fator de transcricdo NF-
kB, reduzindo consequentemente a producéo de citocinas pro-inflamatorias e atenuando
o0 processo inflamatério em pacientes com DIl (HAMER et al., 2008; PRYDE et al., 2002;
TAN; O’TOOLE, 2015).

Devido a estes efeitos, varios prebidticos sdo potenciais produtos complementares
para a prevencao e tratamento da DIl em humanos, entre eles as fibras e amido resistente.
Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado nos Gltimos anos a estudar diferentes produtos
com base na hipGtese que atuem como prebidticos, incluindo a lactulose (CAMUESCO
etal., 2005), polidextrose (WITAICENIS et al., 2010), banana nanica verde (ALMEIDA-
JUNIOR et al., 2017; SCARMINIO et al., 2012), rizomas de taboa (FRUET et al., 2012),
frutos de jatoba (ORSI; SEITO; DI STASI, 2014). Um dos produtos investigados, a

farinha de banana nanica verde (Musa sp AAA), apresentou um efeito anti-inflamatorio



intestinal, reduzindo a atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina
(FA) no modelo de inflamacdo intestinal induzida por &cido trinitrobenzenosulfénico
(TNBS) em ratos, e antioxidante pelo fato de evitar a deplecéo de glutationa célica (GSH)
(SCARMINIO et al., 2012), além de aumentar a producdo de AGCCs (ALMEIDA-
JUNIOR et al., 2017).

Com base no exposto, e considerando a similaridade quimica selecionamos a
espécie Musa sp AAB (banana prata) para a realizacdo do presente estudo. O termo
banana se refere a frutos de espécies monocotiledéneas, perenes, encontradas
exclusivamente em regides tropicais e subtropicais pertencentes ao género Musa, familia
Musaceae. As bananas comestiveis sao hibridos diploides, triploides ou tetraploides com
genomas A e B evoluidos de espécies selvagens (SINGH et al., 2016). As duas principais
espécies selvagens progenitoras dos genomas A e B sdo Musa acuminata Colla e Musa
balbisiana Colla, respectivamente (AURORE; PARFAIT; FAHRASMANE, 2009;
HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2007; SINGH et al., 2016). Atualmente, 0s
principais grupos de genomas produzidos por meio de intervengdes humanas séo AA,
AB, AAA, AAB e ABB (AURORE; PARFAIT; FAHRASMANE, 2009; SINGH et al.,
2016).

Banana € um dos frutos mais consumidos mundialmente, sendo consumida n&o s6
em sua forma in natura, mas também processada, 0 que permite que seja aproveitada em
todos os seus estagios de amadurecimento. Bananas sdo ricas em fibras, amido resistente
e fendis como taninos, acido galico, catequinas, antocianinas (HAPPI EMAGA et al.,
2008, 2011; SINGH et al., 2016), além de apresentarem alto valor nutricional por serem
excelentes fontes de potassio, calcio, fosforo e vitaminas A, B e C (JIMENEZ-

MARTINEZ et al., 2016).



Os frutos assim como outras partes da planta como raizes, folhas e flores, séo
utilizados pela medicina popular em diversas partes do mundo, principalmente na Africa,
india, Asia e América. De uma forma geral, as bananas apresentam uma série de
atividades farmacoldgicas tais como antidiarreica, antiulcerogénica, antimicrobiana,
hipoglicemiante, antioxidante, anti-hipertensiva e diurética (IMAM; AKTER, 2011),
sendo que a variedade Musa sp AAA aumentou a producdo de AGCCs provavelmente
por produzir efeitos prebidticos devido a presenca de fibras e amido resistente em sua

composicdo (ALMEIDA-JUNIOR et al., 2017).
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OBJETIVO




Com base no exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade anti-
inflamatoria intestinal da dieta enriquecida com farinha de banana prata verde (Musa sp

AAB) no modelo de inflamacdo intestinal induzida por TNBS em ratos.
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MATERIAL E METODOS




1. Material Vegetal e preparo da farinha de Musa sp. AAB

Os frutos verdes da espécie Musa sp AAB (banana prata) foram obtidos de cultivo
organico de produtores rurais do municipio de Botucatu-SP em abril de 2016. Os frutos
com casca foram cortados transversalmente em partes de 0.2-0.4 mm, excluindo-se
apenas os talos, e foram levados em bandejas a estufa com renovacéo e circulagéo de ar
forcado a temperatura de 50°C por 96 horas para desidratacdo. Apés desidratagdo, o
material foi pulverizado em liquidificador resultando na formacéo de uma farinha, que
foi armazenada em sacos plasticos lacrados e levados a cdmara fria a 4°C, onde ficaram

até o momento da realizacdo dos experimentos e do preparo da racdo (Figura 01).

Figura 01: Preparo da farinha dos frutos verdes de Musa sp AAB. A: Frutos verdes cortados
transversalmente. B: Frutos secos apds 96h em estufa com renovagdo e circulagdo de ar forcado a
temperatura de 50°C. C: Frutos pulverizados em liquidificador (obtengdo da farinha). D: Farinha sendo

peneirada. E: Farinha sendo armazenada em sacos plasticos lacrados.
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2. Caracterizacao fitoquimica da farinha de Musa sp AAB

2.1. Avaliacdo qualitativa do extrato etandlico 70%

O perfil fitoquimico da farinha de frutos verdes de Musa sp AAB foi realizado
conforme metodologia descrita por Matos (1988) e adaptada por Gonzalez e Di Stasi
(2002), a partir do extrato da farinha feito na proporcdo de 100 g de farinha e 300 ml de
etanol 70% (1:3, m/v), por maceracdo a frio e com trés filtracdes sequenciais (intervalos
de 48h). A caracterizacdo fitoquimica qualitativa do extrato é baseada na observacao de
reacOes quimicas que resultam no desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado
caracteristicos para algumas classes de substancias. Assim, as analises visaram a detec¢édo
de fenois, flavonois, flavononas, xantonas, chalconas, auronas, flavonas,
leucoantocianidinas, antocianidinas, catequinas, taninos, cumarinas, terpenoides,

saponinas, alcaloides e bases quaternarias.

2.2. Avaliagdo quantitativa do teor de fendis totais (FT)

O teor de fendis totais foi determinado através do método descrito por Singleton,
Orthofer e Lamuela-Raventds (1999) utilizando-se o reagente Folin-Ciocaulteu e curva
padrdo de &cido galico. O reagente Folin-Ciocaulteu é constituido por uma mistura dos
acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico. Na presenca de certos agentes redutores, como
compostos fenolicos, o estado de oxidacdo média destes metais fica entre 5-6, adquirindo
coloracdo azul, que pode ser monitorada em espectrofotdmetro UV-Vis (Power wave 340,
Bio-TEK) em 750 nm.

Para a avaliagéo do teor de FT o extrato foi previamente rotaevaporado, de modo
que sua concentracao final fosse 241,5 mg/mL. Os testes foram realizados em triplicata e
os resultados foram expressos como miligramas de equivalentes de acido galico por

grama de extrato (mg EAG/g). Os resultados foram determinados por interpolagdo da
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absorbancia do extrato contra a curva de calibragdo construida com &cido gélico, segundo
a equacdo:

FT=[F] x1000

[A]
onde:
FT: teor de fenois totais
[F]: concentracdo de fenois da amostra-teste (pg/mL), obtida pela leitura da absorbancia
da amostra e posterior interpolacdo da [ ] pela curva de calibragéo do padréo

[A]: concentracdo da amostra-teste (ug/mL)

2.3. Avaliagdo da atividade antioxidante pelo método DPPH

A capacidade das moléculas antioxidantes presentes no extrato em sequestrarem o
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) foi avaliada conforme metodologias de
Bolis (1958) e Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), adaptadas para microplaca de
96 pocos.

Por acdo de um antioxidante, o DPPH é reduzido, formando difenil-picril-hidrazina,
de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da absorcéo, podendo a mesma
ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. Para a determinacdo da atividade
sequestradora do radical livre DPPH foi construida uma curva padréo de acido galico (0-
15 uM/mL em metanol 70%). As medidas das absorbancias foram realizadas em
espectrofotometro UV-Vis (Power wave 340, Bio-TEK) no comprimento de onda 517
nm. Os testes foram realizados em triplicata e o resultado expresso em ICso, que
representa a concentracdo de extrato necessaria para consumir 50% da concentracao

inicial de DPPH.
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2.4. Avaliagdo da atividade antioxidante pelo ensaio de peroxidacéo lipidica em
membranas de cérebros de ratos

A atividade antioxidante do extrato etandlico feito a partir da farinha dos frutos
verdes de Musa sp AAB também foi avaliada pelo ensaio de peroxidacdo lipidica em
membranas de cérebro de ratos segundo o protocolo descrito por Gélvez et al. (1995) com
algumas modificagdes.

Primeiramente, membranas de cérebro foram obtidas de ratos machos Wistar
saudaveis de aproximadamente 2 meses de idade. Amostras de tecido foram
homogeneizadas com homogeneizador automatico na proporg¢do de 1:4 (p/v) em solucao
tampdo PBS (pH 7.4) contendo 19 partes de fosfato monossodico (NaH2PO4 — 10 mM) e
81 partes de fosfato dissodico (Na2HPOs — 10 mM), e posteriormente centrifugadas a
3000 rpm, por 15 minutos a 4°C. Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e
diluido na proporg¢do 1:10 (v/v) na solucéo tampao utilizada para a homogeneizacao.

A peroxidacdo lipidica foi induzida com solucio de Ferro/Acido Ascérbico (100
HM) e a atividade antioxidante do extrato etandlico de banana prata verde foi avaliada em
diferentes concentracfes num range de 0,71 a 363 pg/mL, concentracdo final na reacéo.
A amostra contendo extrato, membrana de cérebro e solucdo de Ferro/Acido Ascorbico
foi incubada a 37°C por 12 minutos em banho-maria com agitacdo. A reacdo foi
interrompida com a adicdo do reativo tiobarbitirico 0,5% preparado em acido
tricoloacético (TCA) 20%. O reativo tiobarbitarico reage com o malondialdeido (MDA),
que é um metabdlito liberado durante a reacdo de lipoperoxidagdo, gerando uma cor cuja
intensidade € determinada no espectrofotdbmetro. Quanto maior a intensidade da cor,
maior a concentracdo de MDA. Assim, um composto serd antioxidante quando inibir a
lipoperoxidagéo causada pela solugdo de Ferro/Acido Ascorbico, reduzindo os valores de

MDA. A absorbancia das amostras foi mensurada em espectrofotémetro UV-Vis (Power
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wave 340, Bio-TEK) a 532 nm e utilizada para calcular a 1Cso, ou seja, a concentragéo do
extrato capaz de inibir 50% da peroxidacdo lipidica induzida nas membranas de cérebro
de ratos. A quercetina foi utilizada como referéncia e testada nas concentragdes de 1.81 a

0.11 ug/ml.

3. Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria intestinal

3.1. Animais

No experimento foram utilizados ratos machos albinos da linhagem Wistar com
peso entre 200 e 250 g adquiridos do biotério Anilab®, Paulinia—SP. Os animais passaram
por um periodo de adaptacdo durante 11 dias antes do inicio dos experimentos, onde
foram mantidos no biotério do laboratério de Fitomedicamentos, Farmacologia e
Biotecnologia (FitoFarmaTec) em estantes climatizadas com temperatura de 21 + 2°C e

ciclo de claro-escuro de 12 horas controlados.

3.2. Preparo da ragao

A racdo foi produzida na Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), da
Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP. O preparo da racdo foi feito por meio de
uma diluicdo seriada, misturando-se a farinha de frutos verdes de Musa sp AAB com a
racdo em po para roedores marca Nuvilab® nas proporcdes de 5% e 10% com agitacao
manual até obtencdo de uma mistura homogénea. Apds a mistura, 0 material passou por
uma peletizadora e a racdo enriquecida com a farinha dos frutos verdes de Musa sp AAB

nas diferentes proporc¢des foi obtida na forma de pellets (Tabela 01).
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Tabela 01: Principais ingredientes presentes na dieta oferecida aos ratos. Dados fornecidos pelo
fabricante.

Ingredientes Dieta Controle Dieta 5% Dieta 10%
(9/100g) (9/100g) (9/100g)
Umidade 12,5 11,875 11,25
Proteina bruta (min.) 22 20,9 19,8
Material mineral (méx.) 9 8,55 8,1
Fibra bruta (max.) 7 6,65 6,3
Gordura (min.) 4 3,89 3,6
Mistura de minerais 2 2,5 2,37 2,25
Mistura de vitaminas® 0,2 0,19 0,18
Lisina (min) 1,2 1,14 1,08
Metionina (min) 0,4 0,38 0,36
BHT (min) 0,01 0,0095 0,009
Banana prata - 5 10

* (min.): quantidade minima/ (méax.): quantidade maxima.

@ Mistura de mineiras representa os seguintes valores (em mg/kg): Ca (14.000); P (8.000); Na (2.700); Fe
(50); Mg (60); Zn (60); Cu (10); I (2); Se (0,05); Co (1,5); F (80).

b Mistura de vitaminas representa os seguintes valores (em mg/kg): vitamina A (13.000U1); vitamina B1
(5mg); vitamina B2 (6mg); vitamina B6 (7mg); vitamina B12 (22mg); 4cido félico (1mg); biotina (0,05mg);
niacina (60mg); pantotenato de céalcio (20mg).

3.3. Grupos experimentais

Os animais (n = 7 por grupo) foram divididos aleatoriamente em quatro grupos

experimentais e alojados em caixas. Os grupos experimentais foram:

o Saudaveis: animais saudaveis que ndao passaram pelo processo de inducao da
inflamacdo intestinal e foram alimentados com ragcdo Nuvilab® por 35 dias;

o Grupo Controle-TNBS: animais que tiveram o processo inflamatorio intestinal
induzido e receberam ragdo Nuvilab® por 28 dias antes da indugédo do processo
inflamatorio intestinal e 7 dias apds;

o Grupo Dieta 5%: animais que passaram pela inducdo do processo inflamatério
intestinal e foram alimentados com racéo enriquecida com a farinha da banana
prata verde na proporcdo de 5% por 28 dias antes da indugdo do processo
inflamatdrio intestinal e 7 dias apos;

o Grupo Dieta 10%: animais que tiveram a inflamacdo intestinal induzida e

receberam racdo enriquecida com a farinha da banana prata verde na proporgéo
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de 10% por 28 dias antes da indugdo do processo inflamatdrio intestinal e 7 dias

apos.

3.4. Delineamento experimental

O protocolo experimental seguido nesse experimento foi submetido e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias/fUNESP sob
0 n® 847-CEUA (Anexo 01). Toda a parte experimental foi realizada no Laboratorio
FitoFarmaTec, localizado no Departamento de Farmacologia do Instituto de Biociéncias,
UNESP/Botucatu-SP.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais:
Saudaveis, Controle-TNBS, Dieta 5% e Dieta 10%. Todos os animais foram alimentados
com suas respectivas racdes durante 28 dias, tendo o processo inflamatério induzido com
a instilacdo de TNBS via retal no 28° dia, com excecao do grupo saudavel, onde o TNBS
foi substituido por salina. Apds a indugdo, os animais foram alimentados por mais sete

dias, sendo mortos no 35° dia através de deslocamento cervical antecedido por anestesia

(Figura 02).
7 dias
[ |
Dia 0 Dia 28 Dia 35
Inicio da dieta Indugdo do Processo Morte dos animais
Inflamatério Intestinal e retirada dos célons

Figura 02: Esquema representativo do Delineamento Experimental seguido
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3.5. Inducéo do processo inflamatorio intestinal

A inducdo do processo inflamatdrio foi realizada pelo método descrito por Morris
et al. (1989), com algumas modificagdes. Os animais foram submetidos a um periodo de
jejum de 12 horas e posteriormente anestesiados com uma solucéo de Ketamina-Xilazina
na concentracdo de 116 mg/ml de ketamina e 23 mg/ml de xilazina, de modo a permitir a
administracdo do anestésico na proporg¢do ideal anestésica de 50 mg/kg de ketamina e
7mg/Kg de xilazina. Uma vez os ratos anestesiados, realizou-se a administragéo retal
(intracdlica) de 0,25 mL de uma solugdo contendo 10 mg de TNBS em etanol 50% (v/v).
Durante a administracdo da solugdo os animais foram mantidos de cabeca para baixo e
com o auxilio de um catéter de 2 mm de didmetro, a solucgdo foi introduzida pelo anus do
animal a uma distancia de aproximadamente 8 cm. Os animais do grupo saudavel foram
submetidos a0 mesmo procedimento, mas com administracdo de solucdo salina em
substituicdo ao TNBS. Todos os animais foram mortos no 7° dia ap6s a indugdo do
processo inflamatdrio por deslocamento cervical e tiveram seus colons retirados para

posteriores analises macroscopicas, microscopicas e bioquimicas.

3.6. Avaliacdo macroscépica do processo inflamatdério intestinal

Durante o desenvolvimento dos experimentos, os animais foram avaliados em
diferentes parametros de carater geral, tais como consumo de alimento e peso corporal.
Na analise macroscopica, apos a morte dos animais e retirada dos célons, foram avaliados
0 peso e o comprimento do colon, e a gravidade e extensdo do dano intestinal de acordo

com uma escala previamente descrita por Bell et al. (1995) (Tabela 02).

19



Tabela 02: Critérios de avaliacdo da severidade e extensdo da lesdo cdlica, segundo Bell et al
(1995)

Escala Critério

0 Sem danos
1 Hiperemia, sem Ulceras
2 Ulcera linear sem inflamagao significante
3 Ulcera linear com inflamagdo em um sitio
4 Dois ou mais sitios de ulceracdo/inflamacédo
5 Dois ou mais sitios de ulceracéo e inflamagdo ou um sitio de inflamagdo maior que
1 cm ao longo da extenséo do célon
6-10 Se o0 dano cobrir mais que 2 cm ao longo da extensao do célon (a escala é aumentada em 1 ponto

para cada centimetro adicional)

3.7. Avaliacao microscopica do processo inflamatorio intestinal

Imediatamente apds a avaliacdo macroscépica do processo inflamatorio colico,
amostras de tecido de aproximadamente 0,5 mm adjacentes a area da lesdo foram
coletadas para processamento histoldgico. As amostras foram armazenadas em uma
solucdo (ALFAC) de alcool 80%, formaldeido 40% e &cido acético por 48h e depois
apenas em alcool 80% até o momento de serem processadas.

Para a analise microscopica as amostras foram fixadas em formalina 4% por 24
horas, lavadas em agua corrente também por 24 horas, desidratadas em alcool etilico
crescente, diafanizadas em xilol, e posteriormente incluidas em parafina Histosec-
Pastilhas (Merck-11609) e preparadas para a microtomia. Os cortes, com 6 micrometros
de espessura, foram desparafinizados e reidratados utilizando série alcoodlica etilica
decrescente. As amostras foram entdo coradas em eosina-hematoxilina (HE) para a
anélise morfologica das lesGes e determinagéo do indice de lesdo microscopica de acordo
com método descrito por Stucchi et al., (2000) (Tabela 03). As laminas histoldgicas foram
observadas e microtofografadas no microscopio éptico Leica Qwin Plus versao 3.3 e 3.40

no aumento de 5x.
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A presenga de muco no colon dos animais também foi analisada. Para isso foi
realizado o método de PAS/Alcian Blue, segundo o protocolo de Linden, Florin e
McGuckin (2008). As amostras desparafinizadas foram reidratadas utilizando etanol
absoluto e &gua por 10 minutos cada. Posteriormente, as amostras foram imersas em &cido
acético 3% por 2 minutos e coradas em solucéo de Alcian Blue 8GX 1% e &cido acético
3% (pH 2,5) durante 2,5 h. A coloracgdo inespecifica foi removida com &cido acético 3%
e lavada em agua durante 10 minutos. As laminas foram entdo oxidadas em é&cido
periodico 1% em agua a temperatura ambiente durante 10 minutos, lavadas em agua
durante 5 minutos, imersas no reagente de Schiff durante 10 minutos, novamente lavadas
em agua durante 5 minutos e posteriormente lavadas trés vezes em meta bissulfeto de
sodio 0,5% antes da lavagem final feita em &gua. Para revelar as secbes de
oligossacarideos O-acetilados as amostras foram primeiro tratadas com hidroxido de
potéssio (KOH 0,1 M) durante 30 minutos e depois com &cido periédico 1 mM, antes do
reagente de Schiff. Apds coloracdo, as ldminas foram observadas e microtofografadas no

microscopio optico Leica Qwin Plus versdo 3.3 e 3.40 no aumento de 5x.
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Tabela 03: Critério de avaliagdo microscopica de leséo célica segundo Stucchi et al., (2000)

Parametro Critérios para avaliacdo

Infiltracdo de neutréfilos
Mucosa Infiltragdo de linfdcitos
Atividade mitdtica

Criptas Infiltracdo de neutréfilos

Deplegdo de muco

Infiltracdo de plasmocitos
Submucosa

Infiltracdo de neutréfilos
Vascularizagio

Ulceracdo

Deposicéo de fibrina
Ulceragao Neutréfilos na submucosa

Edema na submucosa
(0) Nenhum (1) Leve (2) Moderado (3) Severo. Escore Méximo: 36

3.8.Andlises bioquimicas

Apbs a analise macroscopica, o colon de cada animal foi dividido em 7 fragmentos
longitudinais (tiras) e congelados a —80°C para posterior determinacdo de parametros
bioquimicos.

Nas analises bioguimicas foram avaliados os seguintes parametros:

o Atividade da enzima mieloperoxidase - MPO (KRAWISZ; SHARON;

STENSON, 1984);

o Atividade da enzima fosfatase alcalina - FA (BESSEY; LOWRY; BROCK,
1946);
o Conteudo de glutationa total - GSH (ANDERSON, 1985);
Todas as determinagdes bioquimicas foram realizadas em homogenatos de célon,
sendo a homogeneizagéo realizada a frio durante aproximadamente 45 segundos, com

ajuda de um homogeneizador automatico provido de um pistilo de teflén e um recipiente

de vidro de 10 ml de capacidade.
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3.8.1. Determinacédo da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

A determinacéo da atividade da enzima MPO foi realizada segundo método descrito
por Krawisz, Sharon e Stenson (1984). As tiras dos colons foram homogeneizadas em
tamp&o brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (1:20), levadas ao banho com
ultrassom por 10 segundos e posteriormente submetidas a triplo ciclo de congelamento e
descongelamento. Uma vez descongeladas, as amostras foram centrifugadas a 8300 rpm
por 10 minutos a 4°C. Apos a centrifugacdo, a placa foi montada e a leitura da absorbancia
foi realizada a 450 nm.

Os resultados foram expressos em unidades de MPO por grama de tecido (U/g de
tecido), sendo que a atividade desta enzima € proporcional ao nimero de neutrofilos

infiltrados na mucosa intestinal.

3.8.2. Determinacdo do conteudo de Glutationa total (GSH)

A quantificacdo de glutationa total foi realizada através do método descrito por
Anderson (1985). A metodologia é baseada na oxidacdo da glutationa reduzida (GSH)
presente na amostra para a sua forma oxidada (GSSG), através da incubacdo da amostra
com o &cido ditiobisnitrobenzéico (DTNB). A GSSG gerada é reduzida por acdo da
enzima glutationa redutase (GSR) na presenca de NADPH. A GSH formada se oxida
novamente, gerando assim, um ciclo, no qual a velocidade de reducdo do DTNB é
proporcional a quantidade total de glutationa (GSH + GSSG).

As tiras do cdlon foram homogeinizadas em TCA 5% (1:20), o qual inibe a
degradagdo da GSH pela enzima y-glutamil transpeptidase presente no tecido, e
congeladas a -80°C. Apds seu descongelamento, as amostras foram centrifugadas duas
vezes. A primeira centrifugacdo foi realizada a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C e a

segunda durante 5 minutos a 10 rpm também a 4°C. Apo6s a montagem da placa, a leitura
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da absorbancia foi realizada a 412 nm e os resultados expressos em nmol de GSH total

por grama de tecido (hnmol/g de tecido).

3.8.3. Determinacédo de proteinas totais e da atividade da Fosfatase Alcalina
(FA)

A determinacdo de proteinas totais e da atividade da fosfatase alcalina foi realizada
segundo metodologias de Smith et al. (1985) e Bessey, Lowry e Brock (1946),
respectivamente. As amostras de tecido foram homogeneizadas em tampéo glicina na
proporcédo de 1:10. O homogenato foi entdo centrifugado a 300 rpm durante 5 min a 4°C.
Para determinar as proteinas totais foi utilizada uma curva padréo de albumina e a leitura
espectrofotométrica das proteinas totais, assim como da FA, foi realizada a 450 nm. Os

resultados foram expressos como unidades de FA por mg de proteina (U/mg de proteina).

4. Anélises estatisticas

Dados paramétricos foram submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA),
seguida pelo teste a posteriori de multiplas comparac6es de Dunnett e expressos na forma
de média * erro padrdo da média. Dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste
Kruskal-Wallis seguido por teste a posteriori de Dunn e expressos na forma de mediana.
Dados de frequéncia foram analisados pelo teste exato de Fisher e expressos em

porcentagem. A significancia estatistica foi considerada para valores de p < 0,05.
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RESULTADOS




1. Caracterizacao fitoquimica da farinha de Musa sp AAB

Apos o preparo do extrato etandlico 70% algumas analises fitoquimicas qualitativas

foram realizadas a fim de identificar classes de compostos secundarios presentes na

farinha de banana prata verde. Uma vez realizadas as analises, foi possivel identificar a

presenca de taninos, saponinas e fendis (Tabela 04).

Tabela 04: Prospeccao fitoquimica qualitativa do extrato etandlico 70% de Musa sp AAB.

Classe de compostos Ensaio Tipo de observacdo Extrato
Fendis FeCls Coloracéo variavel entre azul e +
vermelho
HCI Coloracéo vermelha -
Flavonois NaOH 1N Coloragao amarela -
HCI Coloracéo vermelha -
Flavononas NaOH Coloracéo vermelho-laranja -
HCI Coloracéo vermelha -
Xantonas NaOh 1IN Coloragdo amarela -
HCI Coloracéo vermelha -
Chalconas NaOH 1N Coloragéo vermelha-parpura -
HCI Coloracéao vermelha -
Auronas NaOH 1N Coloracao vermelha-parpura -
Flavonas NaOH 1IN Coloracéo amarela -
Leucoantocianidinas HCI Coloracéo vermelha -
HCI Coloracéo vermelha -
NaOH 0,2 % Coloragdo lilas -
Antocianinas NaOH 1N Coloragdo azul parpura -
HCI Coloracéao vermelha -
o NaOH 0,2 % Coloragdo lilas -
Antocianidinas
NaOh 1IN Coloracao azul parpura -
Catequinas HCI Coloracéao pardo-amarelada -
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FeCls Precitado escuro de tonalidade azul
(taninos pirrogalicos)
Taninos
Precipitado verde (taninos
flobaténicos)
Albumina Formac&o de precipitado
Cumarinas KOH N Fluorescéncia azulada em
exposi¢do a luz UV (360 nm)
Coloracdo azul evanescente
Liebermann- seguida de verde permanente
Terpenoides Buchard (esteroides)
Coloracéo entre pardo e vermelho
(triterpenoides)
Saponinas Agitacdo Espuma persistente e abundante
Hager Precipitado caracteristico
. Mayer Precipitado caracteristico
Alcaloides . o
Dragendorff Precipitado caracteristico
Hager Precipitado flaculoso
Bases quaternarias Mayer Precipitado flaculoso
Dragendorff Precipitado flaculoso

*Qs sinais (+) e (-) indicam detectados e ndo detectados, respectivamente.

O teor de fendis totais presente no extrato etanolico da farinha de Musa sp AAB

também foi quantificado, sendo obtido o valor de 44,24 mg EAG/g de extrato.

2. Atividade antioxidante do extrato etandlico da farinha de Musa sp AAB

A atividade antioxidante do extrato etandlico da farinha dos frutos verdes de Musa
sp AAB foi avaliada pelo método DPPH e pelo ensaio de peroxidacdo lipidica e os

resultados estdo apresentados na Tabela 05.
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Tabela 05: Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etanélico 70% de Musa sp AAB pelo

método DPPH e pelo ensaio de peroxidacao lipidica em membrana de cérebro de ratos

Amostra Ensaios I1Cs0 (ng/mL)
Extrato DPPH 1135,62
Acido galico (padréo) 1,89
Extrato Peroxidacéo lipidica 457,7
Quercetina (padréo) 0,71

3. Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria intestinal

3.1. Avaliacfes Macroscopicas

Durante todo o experimento foram avaliados parametros como consumo de
alimento e peso corporal dos animais. Como esperado, os animais de todos os grupos
ganharam peso gradativamente durante a realizacdo do experimento, mesmo apos a
administracdo do TNBS. Os animais que receberam a dieta enriquecida com 5% se
diferenciaram estatisticamente do grupo controle-TNBS nos quesitos consumo de

alimento e ganho de peso corporal (Tabela 06).

Tabela 06: Consumo de alimento, peso corp6reo inicial, peso corporeo final e ganho de peso de
ratos saudaveis, com inflamacéo intestinal induzida e com inflamagao induzida que receberam
dietas enriquecidas com farinha de banana prata verde a 5% ou 10% por 35 dias

Saudaveis Controle —-TNBS Dieta 5% Dieta 10%

Consumo de alimento (g/dia/rato) 21.81 £ 0.42* 19.64 £ 0.07 17.69 £ 0.29* 17.99£0.82
Peso corpdreo inicial (g) 1155+ 6.55 130.5 + 3.88 107.9 + 8.56 97.7 + 3.08
Peso corpéreo final (g) 305.8+11.15 280.1 +14.19 294.2 +10.19 2729+ 7.64
Ganho de peso corpéreo (g) 190.3+7.11* 149.6 £ 10.81 186.3 + 8.38* 1752+ 7.61

Dados expressos em média = E.P.M. * diferem significativamente em relacéo ao grupo controle-TNBS

(p <0.05).
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Apos a morte dos animais os célons foram retirados e imediatamente avaliados
macroscopicamente em relagdo ao tamanho da lesdo (cm), a relacdo peso/comprimento
(mg/cm) e a gravidade e extensdo do dano intestinal (escore). A administracdo intracolica
do TNBS nos animais do grupo controle resultou em uma inflamagdo da mucosa
evidenciada por uma leséo que se estendeu de 1,9 a 4,6 cm ao longo do epitélio intestinal
e pela ocorréncia de aderéncia entre o cdlon e os 6rgdos adjacentes em todos 0s animais
do grupo controle-TNBS. A lesdo promoveu um espessamento da parede intestinal e
hiperemia, o que resultou em um encurtamento do célon e aumento do peso cdlico,
observados pela relagdo peso/comprimento. As dietas enriquecidas com farinha de
banana prata verde nas proporcdes de 5 e 10% foram capazes de afetar positivamente a
extensdo da leséo e de reduzir a ocorréncia de aderéncia, sendo esta observada em apenas
18,18% dos animais que receberam a dieta enriquecida com 5% e em 30% dos que

receberam a dieta enriquecida com 10% (Tabela 07).

Tabela 07: Efeito da dieta enriquecida com farinha de banana prata verde (Musa sp AAB) nas
proporcdes de 5 e 10% no escore macroscopico, extensdo da leséo e relacdo peso/comprimento

no modelo de inflamag&o intestinal induzida por TNBS.

Grupo Escore Extensdo da Relagédo Peso/Comprimento Aderéncia
experimental macroscépico Lesdo (mg/cm) (%)
(0-10) (cm)
Saudaveis 0 *=* 0 ** 100.19 +£6.31" 0 **
Controle-TNBS 7.5 (6-9) 3.5+0.30 204.39 + 13.05 100
Dieta 5% 6 (1-8) 24+034" 141.09 + 38.59 18,18 **
Dieta 10% 6 (1-8) 23+032° 145.72 £ 6.14 30 **

Escore macroscdpico expresso em mediana (intervalo); extensdo da lesdo e relagdo peso/comprimento
expressos em média + E.P.M; aderéncia expressa em porcentagem analisada pelo teste exato de Fisher.

* diferem estatisticamente em relacéo ao grupo Controle - TNBS (p < 0.05).

** diferem estatisticamente em relagdo ao grupo Controle - TNBS (p < 0.01).

3.2. Avaliacg0es bioquimicas

A administracdo de TNBS altera diversos parametros bioquimicos no célon. A

inflamacdo desencadeada na mucosa intestinal resultou na deplecdo do conteudo de
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glutationa e no aumento de mieloperoxidase e fosfatase alcalina (Figura 03). As dietas
enriquecidas nas proporcdes de 5 e 10% com farinha de banana prata verde foram capazes
de evitar a deplecéo do contedo de glutationa quando comparados ao grupo controle —

TNBS, contudo néo apresentaram efeito nas atividades das duas enzimas analisadas.
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Figura 03: Avaliacdo de parédmetros bioquimicos em animais submetidos a inflamacéo intestinal
induzida por TNBS. Dados expressos em média = E.P.M. **difere estatisticamente em rela¢&o ao controle
- TNBS (p < 0.01).
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3.3. Avaliacdes microscopicas

A andlise histologica nas |aminas coradas com eosina-hematoxilina (HE)
demonstrou que os animais do grupo controle -TNBS, quando comparados aos animais
saudaveis, apresentaram um intenso infiltrado de células imunes na camada mucosa
(Figura 05), corroborando com o escore microscopico (Figura 04). Ainda na regido do
infiltrado é possivel observar a ocorréncia de ulceragdo, desestruturacdo da
citoarquitetura e deplecdo de muco, sendo esse ultimo também evidenciado nas laminas
coradas com PAS/Alcian Blue (Figura 06). Embora ndo tenha sido observada diferenca
estatistica no escore microscopico entre 0s grupos que receberam as dietas enriquecidas
com 5% ou 10% e o grupo controle-TNBS, € evidente nas fotomicrografias referentes a
esses dois grupos (Figura 5C e Figura 5D) a melhora de certos parametros histolégicos
como a diminuigdo do infiltrado celular e do edema na submucosa, além de uma

reestruturagdo da citoarquitetura do epitélio intestinal.
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Figura 04: Efeito da dieta enriquecida com farinha de banana prata verde (Musa sp AAB) nas
proporcdes de 5 e 10% no escore microscopico, segundo Stucchi et al. (2000). Dados expressos em

mediana (intervalo). ** diferem estatisticamente em rela¢&o ao grupo Controle - TNBS (p < 0.01).
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Figura 05: Fotomicrografias do epitélio intestinal de ratos dos diferentes grupos experimentais sete

dias ap6s a indugdo do processo inflamatério por TNBS. Cortes corados com hematoxilia e eosina (HE).
Microfotografadas com microscépio 6ptico Leica Qwin Plus versdo 3.40, no aumento de 5X. A: Grupo
Saudavel; B: Grupo Controle-TNBS; C: Grupo Dieta 5%; D: Grupo Dieta 10%. (a) ulceracéo; (b) dano na
citoarquitetura e deplecdo de células caliciformes; (c) edema na muscular (d) edema na submucosa; (e)
reducdo do edema na muscular; (f) restruturacdo da citoarquitetura epitelial. M: mucosa; SM: submucosa;

CM: muscular; S: serosa; IF: infiltrado.
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Outro pardmetro analisado nas analises microscépicas foi a presenca de muco nos
granulos distribuidos no epitélio intestinal (Figura 06). Os animais saudaveis
apresentaram grande quantidade de muco no epitélio intestinal (Figura 6A), inclusive
préximo a membrana. Essa condigdo ndo é observada no grupo controle — TNBS (Figura
6B), que apresentou uma deplecdo de muco no epitélio e proximo a membrana epitelial.
Diante das laminas coradas com PAS/Alcian Blue foi possivel observar que as dietas
enriquecidas com 5 ou 10% de farinha de Musa sp AAB evitaram a deple¢&o de muco no
epitélio intestinal dos animais, especialmente no grupo que recebeu a racdo enriquecida

com 5% de farinha de banana prata verde (Figura 6C).
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Figura 06: Fotomicrografias do epitélio intestinal de ratos dos diferentes grupos experimentais sete
dias ap6s a administracdo de TNBS, indicando a presenga de muco. Cortes corados com PAS/Alcian
blue. Microfotografadas com microscopio éptico Leica Qwin Plus versdo 3.40, no aumento de 5X. A:
Grupo Saudavel; B: Grupo Controle-TNBS; C: Grupo Dieta 5%; D: Grupo Dieta 10%. (a) muco préoximo

a membrana epitelial; (b) deplecdo de muco; (¢) redugéo da deplecdo de muco.
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Diante dos dados apresentados demonstramos que as dietas enriquecidas com
farinha de banana prata verde nas proporcées de 5% e 10% diminuiram a extensdo da
lesdo causada pela inflamacéao induzida, promovendo efeitos protetor e anti-inflamatério
nos animais. O efeito protetor também pode estar associado ao fato das dietas
enriquecidas terem evitado a deplecdo dos niveis de glutationa colica e de muco no
epitélio intestinal. Desse modo, embora a farinha de banana prata verde tenha
demonstrado um discreto potencial antioxidante nos testes in vitro, os efeitos fisioldgicos
promovidos nos animais demonstraram sua capacidade de reduzir o estresse oxidativo
desencadeado durante o processo inflamatdrio.

O estresse oxidativo, caracterizado pelo desequilibrio entre a producdo de EROS e
o0 sistema de defesa antioxidante, € um potencial mecanismo de lesdo tecidual que
contribui para a patogénese de diversas doencas, dentre elas a DII. Em tecido cdélico de
pacientes acometidos pela DIl o estresse oxidativo se encontra aumentado, enquanto 0s
niveis de defesa antioxidante se encontram diminuidos (LIH-BRODY et al., 1996). Entre
o0s antioxidantes intracelulares, a glutationa (GSH) é o mais importante, sendo essencial
para a integridade funcional e estrutural do intestino (SIDO et al., 1998). A GSH é um
tripeptideo com distribuicdo abundante em todos os compartimentos celulares que
desempenha diversas fungdes essenciais no meio intracelular. Sob condigdes fisiologicas
normais, a enzima glutationa redutase (GSR) reduz rapidamente a glutationa oxidada
(GSSG) para sua forma reduzida (GSH), sendo esta Gltima correspondente a mais de 98%
da glutationa intracelular (BIRBEN et al., 2012; DELEVE; KAPLOWITZ, 1991;
MASELLA et al., 2005). A razdo GSH/GSSG é o0 maior determinante do estresse
oxidativo (BIRBEN et al., 2012). O estresse oxidativo associado ao quadro inflamatério
é caracterizado por uma reducdo significativa do conteddo de glutationa célica, como foi

evidenciado no nosso estudo. Embora o extrato da farinha de banana prata verde tenha
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apresentado um discreto potencial antioxidante in vitro, quando adicionada a dieta
oferecida aos animais nas proporces de 5% e 10%, a farinha foi capaz de evitar
significativamente a deplecdo do contetdo de glutationa, atenuando o estresse oxidativo
associado ao quadro inflamatério. Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, a variedade AAA (banana nanica verde), quando incorporada a dieta dos
animais, também foi capaz de evitar a deplecdo de GSH em ratos com colon inflamado,
mantendo os niveis antioxidantes semelhantes aos animais saudaveis (SCARMINIO et
al., 2012). No presente trabalho, sugerimos que a capacidade da dieta enriquecida em
evitar a deplecdo de GSH cdlica pode estar associada aos diferentes compostos
antioxidantes presentes no fruto.

A composicdo quimica da banana é fortemente influenciada pelo estagio de
maturacdo do fruto (HAPPI EMAGA et al., 2007, 2008, 2011). A variedade AAB, em
seu primeiro estagio de maturacdo (verde), é rica em amido resistente, fibras insolGveis,
principalmente lignina e celulose e em fenois, como taninos, acido galico, catequinas,
antocianinas (HAPPIEMAGA etal., 2008, 2011; SINGH et al., 2016). Outros compostos
presentes na composicdo da banana também podem estar associados a sua atividade
antioxidante, como vitaminas e carotenoides (PEREIRA; MARASCHIN, 2015). Apds a
caracterizagdo fitoquimica do extrato etandlico da farinha de frutos verdes de Musa sp
AAB realizada no presente trabalho, detectamos a presenca de fenois totais, taninos e
saponinas. Taninos e outros compostos, como esterdis, acidos graxos e flavonoides
também foram identificados por outros autores no extrato de frutos de Musa sp (PASSO
TSAMO et al., 2015; UCLES SANTOS; BAKRY; BRILLOUET, 2010; VILELA et al.,
2014).

Em nosso estudo, a atividade antioxidante do extrato da farinha de banana prata

verde foi avaliada in vitro por dois diferentes métodos. Pelo método DPPH, onde é
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avaliada a capacidade do antioxidante presente no extrato em sequestrar o radical livre
DPPH, a ICsq foi de 1135,62 pug/mL, valor 600 vezes menor do apresentado pelo acido
galico puro (1.89 pg/mL), utilizado como substancia referéncia. J& no ensaio de
peroxidacdo lipidica, o extrato da farinha de banana prata verde apresentou 1Cso de 457,7
pug/mL, valor 644 vezes inferior ao apresentado pelo flavonoide quercetina (0,71 pg/mL)
utilizado como referéncia, e 6 vezes menor a ICso do extrato da farinha de banana nanica
verde, que em experimentos anteriores apresentou 1Cso de 67,61 ug/mL (SCARMINIO et
al., 2012). Esses resultados nos mostram que in vitro a farinha de Musa sp AAB apresenta
discreto potencial antioxidante.

O efeito anti-inflamatorio da dieta enriquecida com farinha de banana prata verde
foi avaliado bioguimicamente sobre a capacidade desta em reduzir a atividade das
enzimas mieloperoxidase (MPQO) e fosfatase alcalina (FA). A MPO é uma enzima
encontrada predominantemente em granulos de células imunes polimorfonucleares,
chamadas neutrdéfilos, e sua atividade tém sido largamente utilizadas como um marcador
de inflamagdo (MORRIS et al., 1989). Durante o processo inflamatdrio célico ocorre uma
intensa migracdo de neutréfilos na area lesionada, sendo os niveis de atividade dessa
enzima diretamente proporcionais ao nimero de neutrofilos presentes (KRAWISZ;
SHARON; STENSON, 1984). A capacidade de reduzir a atividade dessa enzima pode
ser interpretada como uma propriedade anti-inflamatéria de um determinado composto
(OCETE et al., 1998). Nossos resultados mostraram um aumento significativo desse
biomarcador nos animais do grupo controle-TNBS em relacdo aos animais saudaveis,
contudo nenhuma das dietas enriquecidas foi capaz de reduzir a atividade dessa enzima.
Nos estudos conduzidos com a banana nanica verde, nosso grupo de pesquisa demonstrou
que a atividade desta enzima foi reduzida nos grupos experimentais que receberam as

dietas enriquecidas nas concentracGes de 5, 10 e 20% (ALMEIDA-JUNIOR et al., 2017;
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SCARMINIO et al., 2012), dados que sugerem uma melhor atividade anti-inflamatoria
da variedade AAA (banana nanica verde).

A FA é uma glicoproteina pertencente a familia das fosfatases alcalinas, que em pH
alcalino separam as porcdes de fosfato. A FA apresenta distribuicdo ubiqua entre os tipos
celulares e tecidos, e embora suas fun¢des fisioldgicas sejam pouco elucidadas, sabe-se
que essa enzima se encontra aumentada em processos inflamatorios, sendo indicada como
um biomarcador de inflamacéo em diferentes estudos (ALMEIDA-JUNIOR et al., 2017;
DI STASI etal., 2004; SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004; WITAICENIS et al., 2012).
De fato, no nosso trabalho foi possivel observar um aumento significativo da atividade
da fosfatase alcalina nos animais com inflamacdo intestinal induzida, mas as dietas
enriquecidas ndo foram capazes de alterar esse parametro. Nos estudos conduzidos com
a banana nanica verde, a reducdo dessa enzima foi observada somente nos grupos que
receberam a dieta enriquecida a 20% (SCARMINIO et al., 2012).

No modelo experimental utilizado, a inflamag&o intestinal é induzida nos animais
por meio da instilagho intracdlica de uma solugdo contendo &cido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) diluido em alcool 50%. O alcool é responsavel por
romper a barreira epitelial e o0 TNBS, por ser um hapteno, se liga a proteinas célicas e
atua como um antigeno, induzindo uma resposta imune e desencadeando uma inflamacéo
transmural (GOYAL et al., 2014; RIEDER et al., 2012). De fato, nossos resultados
demonstraram que a instilagdo do TNBS nos animais desencadeou um processo
inflamatorio que foi evidenciado macroscopicamente pela formacdo de uma lesdo que se
estendeu ao longo do epitélio cdlico, acompanhada de um espessamento da parede
intestinal e hiperemia. A existéncia de aderéncia entre o célon e os 6rgdos adjacentes,
observada em todos os animais do grupo controle-TNBS, também pode ser considerada

um indicativo de inflamacéo transmural (LEVINE, 1994). A relagdo peso/comprimento
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do célon também é utilizada como um parametro macroscopico de ocorréncia da
inflamac&o, j& que € um marcador de edema tecidual (NISHIMURA et al., 2010). No
nosso estudo, a relacdo peso/comprimento do célon foi significativamente mais alta no
grupo que teve a inflamagdo intestinal induzida por TNBS quando comparada ao grupo
saudavel, no entanto nenhuma das dietas enriquecidas com farinha de banana prata verde
foi capaz de alterar esse parametro, tendo 0 mesmo acontecido com o0 escore
macroscopico. De fato, esses sdo pardmetros dificeis de serem revertidos, uma vez que
nosso modelo experimental provoca uma leséo extensa e severa (VELJACA et al., 1995).
Nos estudos conduzidos com a banana nanica verde, por exemplo, a alteragéo da relacéo
peso/comprimento foi observada somente na dieta enriquecida a 20%, assim como a
melhora do escore macroscépico (SCARMINIO et al., 2012). Por outro lado, a extensdo
da lesdo causada pelo processo inflamatério foi reduzida nos dois grupos alimentados
com as dietas enriquecidas com a farinha de banana prata verde a 5 e 10%. A melhora do
dano tecidual pode estar relacionada a determinados compostos presentes na constituicéo
quimica da banana.

Como j& mencionado, a banana verde € rica em amido resistente e em fibras
soltveis e insollveis, que diminuem com o amadurecimento do fruto (ADAO; GLORIA,
2005; HAPPI EMAGA et al., 2008, 2011; REDDY; VIDYA; HARIPRIYA, 2015).
Estudos demonstraram que em seu estagio verde, as bananas apresentam maiores
quantidades de fibras insoltveis, principalmente lignina, seguida de celulose e
hemicelulose (HAPPI EMAGA et al., 2008). A melhora do dano tecidual pode ser
justificada pela atividade antioxidante desses compostos, j& comprovada em diversos
trabalhos (AZADFAR; GAO; CHEN, 2015; DIZHBITE et al., 2004; SUN et al., 2014).
Além disso, as fibras insolUveis, assim como as solUveis e 0 amido resistente, sdo

utilizados como substratos pela microbiota intestinal comensal para a producéo de acidos
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graxos de cadeia curta (AGCCs), principalmente acetato, propionato e butirato (FLINT
et al., 2008; MORTENSEN; CLAUSEN, 1996; RICHARDS et al., 2016). Inimeros
estudos comprovaram que a ingestdo desses compostos favorece o aumento da produgéo
de AGCCs (HEDEMANN; THEIL; BACH KNUDSEN, 2009; RABBAN!I et al., 2009).
Os AGCCs por sua vez podem promover uma série de efeitos benéficos ao organismo,
atuando como anti-inflamatdrios, antioxidantes e imunomoduladores (RICHARDS et al.,
2016). O butirato, por exemplo, é utilizado como fonte energética pelas células epiteliais
intestinais  (colondcitos) (LOUIS; HOLD; FLINT, 2014; MACFARLANE;
MACFARLANE, 2011), de modo que o aumento da producdo desse AGCC pode afetar
positivamente o funcionamento dessas células e contribuir para a regeneracgdo tecidual.
Embora a quantificacdo da producdo de AGCCs ainda est& sendo realizadas, em estudos
anteriores realizados com a farinha de banana nanica verde foi demonstrado que houve
um aumento na producdo desses compostos nos animais que receberam as dietas
enriquecidas nas concentracdes de 5% e 10% (ALMEIDA-JUNIOR et al., 2017). A
ingestdo de banana verde (Musa paradisiaca var. sapientum) também favoreceu o
aumento da producdo de AGCCs, principalmente do butirato, em pacientes acometidos
por uma infeccéo intestinal aguda (RABBANI et al., 2009). O mesmo foi observado em
aninais alimentados com uma dieta enriquecida com amido resistente (HEDEMANN;
THEIL; BACH KNUDSEN, 2009).

O estresse oxidativo pode ter sido modulado positivamente ndo somente pelos
compostos presentes na composi¢do quimica da banana, mas também pelo fato das dietas
enriquecidas terem evitado a deplecdo de muco no célon dos animais. O muco é uma
secrecdo aderente viscoelastica complexa produzida por células especializadas do epitélio
intestinal, chamadas células caliciformes. O muco é formado por agua, sais, proteinas e

em sua maioria por glicoproteinas pertencentes a classe das mucinas (BROWNLEE et al.,
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2007; DHANISHA et al., 2018). As mucinas sdo compostas por carboidratos (85%) e
proteinas (15%), representando aproximadamente 4% do peso do muco-gel
(BROWNLEE et al., 2007; HARRIS et al., 1992). A camada de muco reveste todo o
epitélio intestinal e além de apresentar funcédo lubrificante, atua como uma barreira fisica
entre o epitélio e os antigenos presentes no limen intestinal, sendo considerada a primeira
linha de defesa contra patdgenos (BUISINE et al., 1999). Portanto, a manutencéo dessa
barreira, que consequentemente resulta na manutencdo da integridade do epitélio
intestinal, ¢ um importante fator protetor contra o desenvolvimento da DIl. Sabe-se que
a ingestdo de fibras pode promover intimeros efeitos benéficos ao individuo,
influenciando inclusive a produgdo de muco célico (BROWNLEE, 2011). Morita et al
(2004) demonstraram que nos animais alimentados com dieta enriquecida com amido de
milho (fonte de amido resistente) foi observado um maior contetdo de mucinas em
relacdo aos demais animais. Hedemann et al. (2009) também observaram que a dieta
enriquecida com amido resistente, assim como com pectina e celulose, promoveu o
espessamento da camada de muco nos animais. No presente trabalho nossos resultados
evidenciaram que as dietas enriquecidas com farinha de banana prata verde,
especialmente na proporcao de 5%, evitaram a deplecdo de muco no célon. Considerando
iSs0, sugerimos que a preservacao da camada de muco célico observada nos animais que
receberam as dietas enriquecidas pode ter contribuido para o efeito protetor promovido
pela farinha de banana prata verde nesses animais. Uma vez que o estresse oxidativo foi
atenuado, o que foi corroborado pela manutencdo dos niveis de glutationa célica e
diminuicdo da extensdo da leséo, consideramos que a camada de muco pode ter protegido
o0 epitélio intestinal contra as EROS produzidas. Essa protecdo pode estar associada ao
aumento da distancia de difusdo entre o limen e a mucosa, ocasionada pela presenca da

camada de muco, bem como pela eliminagdo das EROS, promovida pelas mucinas
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(BROWNLEE et al., 2007). As mucinas contém altas concentraces de agucares como
N-acetil-glucosamina, galactose e fucose, que podem atuar como sequestradores de
radicais livres. Portanto, uma vez que o muco, formado em sua maioria por mucinas,
recobre o epitélio intestinal, essa barreira pode proteger o epitélio contra um ataque
oxidativo (GRISHAM et al., 1987). De fato, a resisténcia do muco-gel ao ataque das
EROS ja foi evidenciada em alguns estudos (BROWNLEE et al., 2007).

Portanto, considerando todos os resultados apresentados e com base nos dados
referentes ao consumo de alimento e ganho de peso corporal dos animais que
demostraram que os ratos que receberam as racoes enriquecidas com a farinha de banana
prata verde se adaptaram bem a dieta e apresentaram consumo semelhante aos grupos que
receberam a racdo padrdo, este produto pode ser considerado uma potencial terapia
complementar para a DII. Essa aceitagdo dos animais & nova dieta € um fator relevante a
ser considerado quando se busca produtos naturais que possam ser utilizados como uma
alternativa complementar no tratamento de doengas cronicas, pois reflete a viabilidade de
se aplicar de fato o estudo em pacientes acometidos pela doenca. Além disso, o fato da
banana ser um dos frutos mais consumidos no mundo também reforca a possibilidade
desse alimento ser incorporado como uma potencial terapia complementar para a DII.

Por outro lado, o presente estudo mostra a necessidade de estudos detalhados,
especialmente na avaliacdo da producdo de AGCCs e consequentemente no perfil de
citocinas, assim como da interferéncia da dieta enriquecida com farinha de banana prata

verde na expressdo génica de mucinas.
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CONCLUSAD




Diante do objetivo e resultados apresentados, podemos concluir que:

o A dieta enriquecida com farinha de banana prata verde (Musa sp AAB) nas
concentracdes de 5 e 10% melhora o processo inflamatorio intestinal devido sua
capacidade de modular o estresse oxidativo relacionado ao processo inflamatorio.

o A melhora do estresse oxidativo também pode estar relacionada a influéncia da
farinha de banana prata verde na produgdo de muco colico.

o A farinha de banana prata verde pode ser uma alternativa de tratamento
complementar para pacientes acometidos pela DII, desde que novos estudos que
caracterizem seus efeitos sejam realizados e confirmem o efeito protetor aqui

observado.
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