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RESUMO

A Doenca Inflamatoria Intestinal engloba duas principais doencas sendo elas a
Doenga de Crohn e a Retocolite Ulcerativa onde ambas se caracterizam por uma
inflamacédo crénica do intestino, com periodos de exacerbacdo seguidos de intervalos
prologados com remissao dos sintomas. Sua etiologia é considerada multifatorial e ainda
pouco elucidada. Considerando-se que nao existe cura, que os farmacos utilizados séo de
alto custo, além de apresentarem sérios efeitos colaterais e ainda muitos pacientes néo
responderem a esses tratamentos disponiveis, a busca por estratégias complementares de
prevencao e tratamento dessa doenga que combinem eficécia e seguranga, como o uso de
alimentos funcionais, compostos antioxidantes e compostos bioativos se apresentam
como uma perspectiva promissora. Com base nisso, a espécie vegetal Hibiscus esculentus
L. conhecida popularmente como quiabo, foi selecionada para o presente estudo com o
objetivo de avaliar a atividade anti-inflamatoria intestinal das dietas enriquecidas com o
fruto no modelo experimental da inflamacdo intestinal induzida por 4cido
trinitrobenzenosulfénico em ratos. Para tanto, a farinha dos frutos foi incorporada na dieta
de ratos Wistar machos nas concentrac6es de 5% e de 10% por 28 dias antes e 7 dias apds
a inducéo do processo inflamatdrio intestinal. Os animais foram mortos no 35° dia e seus
colons foram extraidos. Para a caracterizacdo da atividade anti-inflamatoria intestinal
foram analisados pardmetros macroscopicos (escore, extensdo da lesdo, relacéo
peso/comprimento do célon, ocorréncia de diarreia e aderéncia do célon a Orgaos
adjacentes), analises microscopicas (hematoxilina-eosina e PAS/Alcian Blue para
avaliacdo de muco) e parametros bioquimicos (atividade das enzimas mieloperoxidase e
fosfatase alcalina e quantificacdo da glutationa total). Complementarmente foi realizada
a andlise fitoquimica do extrato etandlico 70% dos frutos de Hibiscus esculentus, a
atividade sequestradora de radicais livres utilizando o modelo do 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH), e a avaliacdo da atividade antioxidante pelo ensaio de peroxidacdo
lipidica em membranas de cérebros de ratos. As avaliagdes bioquimicas mostraram que a
dieta nas duas concentracdes foi capaz de evitar a deplecdo dos niveis de glutationa, mas
ndo diminuiu a atividade das enzimas mieloperoxidase e fosfatase alcalina em nenhuma
das concentracdes testadas. A dieta nas duas concentracdes foi capaz de evitar deplecédo
de muco e foi observada recuperacao tecidual pelas analises microscopicas. A dieta na
concentracdo de 10% diminuiu a relacdo peso/comprimento colico e extensdo da leséo.
As analises fitoquimicas mostram a presenca de fendis, taninos, flavonadis, flavononas,
Xantonas, terpendides. No ensaio de DPPH a farinha apresentou uma ICso de 302.68ug/ml
vs. 1.89ug/ml do &cido géalico, enquanto que no modelo de peroxidacao lipidica, uma ICso
de 196,8ug/ml, onde no mesmo teste, a quercetina, flavonoide antioxidante usado como
referéncia, apresentou ICso de 1,02pug/ml. Esses resultados sugerem que a suplementagéo
dietética com os frutos de Hibiscus esculentus nas concentracdes de 5% e de 10% na
racao foi responsavel pela melhora do processo inflamatério colico induzido por acido
trinitrobenzenosulfénico em ratos. Esses efeitos estdo associados as propriedades
antioxidantes da espécie que podem estar relacionadas com a presenca de compostos
fenolicos, sugerindo que essa espécie € um alimento funcional promissor para o
tratamento complementar da doenca inflamatdria intestinal, propondo a necessidade de
gue mais estudos sejam realizados para confirmarem e esclarecerem esses efeitos.

Palavras-chaves: Doenga Inflamatoria Intestinal, TNBS, Hibiscus esculentus, quiabo,
alimentos funcionais.
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ABSTRACT

Inflammatory Bowel Disease comprises two major diseases, Crohn’s disease and
ulcerative colitis where both are characterized by chronic inflammation of the intestine,
with periods of exacerbation followed by prolonged intervals with remission of
symptoms. This disease is multifactorial with complex and not fully elucidated etiology.
Considering that there is no cure and the drugs may cause serious side effects, and many
patients do not respond to the available treatments, researches focused on the
development of new treatment strategies are important. The pursuit of complementary
strategy of prevention and treatment of disease that combine effectiveness and safety,
such as the use of functional foods, antioxidant compounds and bioactive compounds if
known as a promising perspective. Based on this, a vegetable species Hibiscus esculentus
L., populary known as okra, was selected for this study with the objective to evaluate the
activity of enriched diet in the experimental model of intestinal inflammation induced by
trinitrobenzenesulfonic acid in rats. For this, a fruit flour was incorporated in the diet of
male Wistar rats in concentrations of 5% and 10% for 28 days before and 7 days after of
induction of intestinal inflammation by TNBS. The animals were killed on the 35th day
and their colons were removed. For the characterization of the intestinal anti-
inflammatory activity, were performed macroscopic studies (score, lesion length, weight
ratio length of the colon, occurrence of diarrhea and grip), microscopic analysis
(hematoxylin-eosin and PAS/Alcian Blue for evaluation of mucus) and biochemical
parameters (myeloperoxidase and alkaline phosphatase enzyme and quantification of
total glutathione). Complementarily, it was made a photochemical analysis of the 70%
ethanolic extract of Hibiscus esculentus fruits, a free radical scavenging activity using the
2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) model and an evaluation of antioxidant activity
by the lipid peroxidation assay in membranes of rat brains. The biochemical evaluations
showed that the diet at both concentrations was able to prevent depletion of glutathione
but did not decrease the activity of the enzymes myeloperoxidase and alkaline
phosphatase in any of the concentrations. The diet at both concentrations was able to
avoid mucus depletion and tissue recovery was observed by microscopic analysis. The
10% concentration diet decreased the colic weight/length ratio and extension of the lesion.
The phytochemical analyzes showed a presence of phenols, tannins, flavonols,
flavonones, xanthones, terpenoids, DPPH showed an ICso of 302.68ug/ml vs. 1.89ug /ml
of gallic acid and a model of lipid peroxidation, the extract showed an ICso of 196.8ug/ml,
where in the same test, the quercetin, antioxidant flavonoid used as reference, showed an
ICso of 1.02ug/ml. These results suggest that dietary supplementation with fruits flour of
Hibiscus esculentus at concentrations of 5% and 10% in feed was responsible for the
improvement of the colonic inflammatory process induced by trinitrobenzenesulfonic
acid in rats. These results are associated as antioxidant properties of the specie that may
be related to a presence of phenolic, suggesting that the specie is a functional food for the
complementary treatment of inflammatory bowel disease, suggesting the need for further
studies to confirm and clarify the effects.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease, TNBS, Hibiscus esculentus, okra, functional
foods.
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INTRODUCAO




A Doenca Inflamatoria Intestinal (DII) é uma doenca idiopatica, crénica com
transtorno inflamatorio intestinal, com periodos de exacerbacdo caracterizados por
habitos intestinais alterados, como dor abdominal e diarreia, constipacéo e perda de peso,
seguido de periodos prolongados de remissdo desses sintomas (GITNICK, 1996;
MALOQOY & POWRIE, 2011). As doencas inflamatorias intestinais sdo consideradas um
dos grandes problemas da populagdo moderna, podendo resultar em morbidade e
mortalidade significativas, com comprometimento da qualidade de vida de seus
portadores, acarretando alteracbes no ambito social, psicoldgico, profissional e na
expectativa de vida (YAN 2009; KAPLAN, 2015). A DIl é um termo amplo que designa
duas principais doencas que sao a doencga de Crohn (CD) e a Retocolite Ulcerativa (RCU).
Embora ambas se sobreponham, ha caracteristicas clinicas e patoldgicas distintas em
relacdo as regides do Trato Gastrointestinal (TGI) que podem ser acometidas, diferentes
comprometimentos da camada do intestino bem como a distribuicdo e profundidade da
inflamacéo (UHLIG 2014).

A DC é uma condicdo inflamatoria cronica da mucosa intestinal que se estende por
todas as camadas da mucosa da parede intestinal (transmural), com distribuicdo de lesbes
esparsas, que pode acometer qualquer parte do TGI, desde a boca até o anus, de forma
descontinua, sendo mais comum na porcao terminal do ileo, ceco, area perianal e colon
(BAUMGART E SANDBORN 2007; BOUMA; STROBER, 2003). A doenca €
caracterizada pela formacao de Ulceras, estenoses, infiltracdo de linfocitos, formacao de
granuloma e fibrose, podendo promover complicacbes como abscessos e fistulas e
evoluindo para periodos e agravamento de sintomas com cdlica abdominal, diarreia,
vomitos, perda de peso e febre, sequido por periodos de remissao destes sintomas, com
formas distintas de manifestaces em cada individuo (MALOY & POWRIE, 2011).
Também podem ocorrer manifestacGes extraintestinais associadas ou isoladas e capazes
de atingir a pele, a via biliar, o sistema nervoso central, as articulagdes e os olhos
(BELTRAN, 2005; BRAUN, 2007; BOUMA; STROBER, 2003). As fistulas perianais
estdo presentes em pelo menos 10% dos pacientes com DC no momento do diagndstico,
podendo acometer até 40% dos pacientes ao longo da evolucdo da doenca (COSNES et
al., 2011).

A RCU ¢ uma condicdo em que a resposta inflamatéria e morfoldgica atinge
somente o coldén e/ou o reto, envolvendo basicamente a camada de revestimento ou

mucosa, podendo acometer também a submucosa e manifestando-se em &reas continuas
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de inflamacdo, ulceragdo, edema e hemorragia ao longo do comprimento do colon. Ha
presenca de sangue e muco misturado com as fezes, acompanhado de c6licas abdominais
intensas, perda de peristaltismo e rigidez na parede intestinal (ORDAS, et al., 2012;
BOUMA; STROBER, 2003).

Apesar da DC e a RCU compartilharem achados clinicos semelhantes e muitas
vezes serem abordadas em conjunto como “doenga inflamatoéria intestinal”, ha algumas
evidéncias de que o mecanismo de lesdo intestinal ocorre de forma diferente nas duas
condig¢des. Em individuos com DC, as células T isoladas da mucosa se proliferam mais e
expressam mais marcadores de ativacdo (receptor de IL-2) e apresentam maior
capacidade citotdxica quando comparadas a células de pacientes com RCU. O perfil de
citocinas envolvidas nas duas doencas também é diferente. Na DC remete a um padrédo
de resposta Th-1/Th-17, j& na RCU observa-se o tipo Th-2 ou Th-2/Th-17 (STURM et
al., 2004).

O estilo de vida “ocidentalizado”, a depressdo e o estresse sd0 fatores que estéo
correlacionados com o aumento da incidéncia de DIl (DANESE et al., 2004). Alteragdes
psicoldgicas podem levar a crises agudas em pessoas que ja sofrem com a doenca, mas
ndo sdo fatores considerados responsaveis pela formacdo e desenvolvimento crénico
desta patogénese (HOLLANDER, 2003). A DIl vem sendo estudada ha algumas décadas,
e embora sua etiologia ainda ndo esteja bem elucidada, a mesma tem sido caracterizada
como uma doenga multifatorial (FIOCCHI, 2012).

Estudos sugerem que existe uma combinacdo e uma interacdo complexa de alguns
fatores como a predisposicao genética, a disfuncdo da barreira epitelial, principalmente
com a reducgdo dos niveis de muco e mucinas, secretados pelas células caliciformes as
quais podem ser afetadas pelo estresse oxidativo e liberacdo excessiva de radicais livres
formados (VEZZA et al.,, 2016). Em condices fisioldgicas normais, as células
caliciformes produzem continuamente mucinas para reabastecer e manter 0 muco na
barreira intestinal. No entanto, a funcdo destas células pode ser interrompida por varios
fatores que podem afetar a integridade da barreira da mucosa intestinal (CORNICK et
al.,2015).

A resposta imune alterada, somado aos fatores ambientais como amamentagéo,
tabagismo, idade, apendicectomia, estresse, dieta, &lcool, sedentarismo e exposi¢do a

medicamentos como antibidticos, anti-inflamatorios ndo-esteroidais e anticoncepcionais



via oral (BERNSTEIN et al., 2007; JOWETT et al., 2004; SU et al., 2009) em conjunto
com a microbiota intestinal sdo capazes de dispararem o desenvolvimento do estado
cronico da doenca. Desta forma, nenhum dos fatores de risco por si s6 sdo suficientes
para o desenvolvimento desta condicdo patogénica, mas sim interagdes complexas entre
cada um desses fatores contribuem juntamente para seu desenvolvimento (WIRTZ et al.,
2007; ANANTHAKRISHNAN, 2015).

Dentre estes fatores, tem-se reconhecido que o estresse oxidativo causado pela
producdo excessiva de radicais livres desempenha importante papel no desenvolvimento
destas doencas e que sua correcdo pode representar melhora da resposta dos pacientes em
tratamento. O sistema de defesa enzimatico esta presente nas células e consiste no mais
importante componente de defesa contra radicais livres. As principais enzimas desse
sistema sdo a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase
(GPx) e a glutationa redutase (GSR), que em condigdes fisioldgicas estdo balanceadas e
sdo capazes de manter controlado o nivel de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
nitrogénio (ERN). Qualquer alteracdo nos niveis dessas enzimas pode contribuir para o
desenvolvimento de um processo inflamatério (KRUIDENIER et al., 2003). Ha
evidéncias clinicas e experimentais de que a inflamacdo cronica estd diretamente
associada a uma alta producdo de EROs e ERN, assim como com a diminui¢cdo dos
antioxidantes endogenos, envolvendo alteracGes na atividade de enzimas como SOD,
CAT, GSR e GPx (BIASI et al., 2013; ZHU e LI, 2012). Os radicais livres desempenham
um papel na génese e manutengéo da DII, uma vez que essas substancias oxidantes séo
responsaveis por morte celular, mutaces genéticas e alteracbes no metabolismo celular,
especialmente por promoveram peroxidacao de lipideos de membrana, além de reduzirem
a producdo de mucinas. A camada de muco protege a mucosa e 0 limen cdlico das
espécies reativas de oxigénio, uma vez que o muco produzido é responsavel por
proporcionar uma separacdo fisica entre a camada de células epiteliais e o contetdo
luminal. O estresse oxidativo ao causar a diminui¢éo da producéo de muco é responsavel

pela juncdo dessas duas camadas, causando danos & mucosa (BROWNLEE et al., 2003).

O organismo humano possui mecanismos capazes de retardar o estresse oxidativo
produzindo antioxidantes que sdo naturalmente produzidos de forma enddgena ou obtidos
externamente através da ingestao de alimentos e suplementos (JANG, 2008). O consumo
regular de alimentos como frutas e verduras, tem sido cada vez mais estudado e

evidenciado como uma potencial fonte de antioxidantes naturais, possuindo propriedades



de diminuir e/ou prevenir o risco de desenvolvimento de cancer, doencas inflamatorias e
doengas crbnicas degenerativas causadas e/ou agravadas por agentes oxidantes
(CHLUDIL et al., 2008; PASTENE, 2009). Diante disso, alimentos que contenham a
presenca de compostos bioativos, tem-se mostrado uma boa alternativa de protecédo para
0 corpo humano contra os radicais livres, atuando na prevencdo e no tratamento de muitas
doengas cronicas (VALKO et al., 2007).

Em adicdo, a DIl tem assumido o carater de doenca poligénica visto que mais de
163 genes ja foram identificados para RCU e DC. Alguns deles séo exclusivos, outros
sdo comuns em ambas as doencas. Parentes de pessoas portadoras de DC e RCU tem
respectivamente 10 e 8 vezes mais chances de vir a desenvolver a doenga (SCHLIOMA
& JAIME, 2016).

A hipdtese da higiene postula que a menor exposicdo a microorganismos na
infancia resulta em maior vulnerabilidade a doencas imunoldgicas, incluindo a DII, em
virtude do papel das bactérias no desenvolvimento das células T regulatérias (SHAW et
al., 2010).

Sabe-se que o TGI é um ambiente complexo e dindmico, abrangendo um grande
nimero e variedade de microrganismos comensais. Esse microecossistema se encontra
equilibrado na homeostase, formando uma defesa natural contra a invasédo de organismos
patogénicos. Recentemente, a investigacdo centrou-se no papel importante que a
microbiota intestinal exerce na manutencdo da saude (ANDREW et al.,, 2011). A
microbiota intestinal é considerada complexa, ndo so pela diversidade de espécies de
microrganismos que habitam o intestino, como também pela forma como eles interagem
entre si e 0 hospedeiro (LOZUPONE et al.,2012). Ela é composta por inimeras bactérias,
virus e fungos que em condi¢bes normais estdo presentes no intestino, sendo estes
patogénicos e benéficos, e que tem um importante papel na homeostase intestinal (LEE
etal., 1999).

A perda do equilibrio da microbiota esta relacionada com a perda da barreira
intestinal que estd diretamente ligada a causa de processos inflamatérios, invasdo de
microorganismos e seus metabdlitos que sdo responsaveis pelo aumento da
permeabilidade da mucosa intestinal e desencadeamento de resposta imune (KAU et al.,
2011; QIN et al., 2012). A disbiose pode ocorrer por influéncia de diversas
particularidades, tais como o estilo de vida moderno, aspectos relacionados ao
saneamento basico, urbanizacdo, uso excessivo de antibioticos, vacinacdo, sedentarismo,
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entre outros (BERNSTEIN E SHANAHAN, 2008). Um dos fatores mais importantes que
afetam a diversidade da microbiota intestinal é a dieta, especialmente com o alto consumo
de acucares, gordura animal e ferro, que estimulam o crescimento de bactérias
potencialmente patogénicas, enquanto que a ingestdo de fibras pode ser capaz de
aumentar a populacdo de bactérias aparentemente benéficas ao hospedeiro (CLAESSON
etal., 2012).

Pacientes com DII apresentam reducdo na diversidade da microbiota que ainda é
pouco compreendida, no entanto ha evidéncias de disbiose na composic¢ao da microbiota
de portadores da doenca com diminuicao da diversidade de bactérias benéficas e aumento
de bactérias patogénicas colocando em risco a integridade da barreira epitelial (BOUMA
& STROBER, 2003). Além disso, a pobreza de bactérias na flora intestinal a tornaria
mais susceptivel a variacGes decorrentes de alteracdes no ambiente, como uso de
medicamentos ou infec¢Bes agudas do TGI (WALKER et al., 2011).

Quanto a epidemiologia da DII, as taxas de incidéncia sdo maiores em paises
desenvolvidos e mais industrializados como no Nordeste europeu, América do Norte e
Australia. 1sso sugere que mudancas no estilo de vida como o consumo de dietas mais
industrializadas, menor exposi¢cdo a microorganismos patogénicos pela melhora nas
condigdes higiénico-sanitarias, maior acesso ao uso de antibidticos e outros
medicamentos sdo fatores que podem influenciar o surgimento da doenca (SCHLIOMA
& JAIME, 2016). Estima-se que 5% da populacdo ocidental é portadora dessas doencas
(KAPLAN, 2015). Populagdes anteriormente consideradas de “baixo risco”, como Japao
e India, estdo testemunhando um aumento da incidéncia, mostrando que a doenca esta
aumentando em diferentes regides do mundo, indicando sua emergéncia como doenca
global. Esse incremento tem sido associado a mudancas dos habitos alimentares, estilo de
vida, sedentarismo e estresse, bem como alteracdes maléficas na microbiota intestinal
pelo uso de antibidticos principalmente na infancia (ANANTHAKRISHNAN, 2015).

Dados epidemioldgicos mostram ainda que a RCU é mais comum do que a DC
(MARSHALL, 2008) e dados recentes indicam que a incidéncia de DIl estd em um range
de 100-200 casos para cada 100.000 individuos na Europa e na América do Norte. Nos
Estados Unidos mais de 1 milh&o de pessoas apresentam a doenga, enquanto que na
Europa o0 nimero de portadores € de 2,5 milhdes (KAPLAN, 2015;
ANANTHAKRISHNAN, 2015).



No Brasil, apesar de existirem poucos estudos que analisam 0s aspectos
epidemioldgicos da DII, ha evidéncias de aumento de sua incidéncia nos ultimos anos, se
aproximando aos niveis de paises desenvolvidos (MOLODECKY et al., 2012). Um
estudo de Victoria et al. (2009) realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, mostrou que a maioria dos pacientes atendidos eram caucasianos
e residiam em centros urbanos, dos quais 65% eram portadores de RCU e 25% de DC,
ocorrendo cerca de 14,81 casos para RCU e 5,65 casos para DC para cada 100.000
habitantes. Apesar desses numeros estarem abaixo da prevaléncia mundial, representam

um aumento consideravel no nimero de casos em paises com menor desenvolvimento.

E importante ressaltar que ndo existe cura definitiva para DIl nem mesmo por
processos cirurgicos (FIOCCHI, 2012). A terapéutica atualmente utilizada tem como alvo
inibir eventos da cascata inflamatoria, com o objetivo de induzir ou manter o paciente em
remiss@o dos sintomas e atenuar os efeitos da doenca. A fim de alcancar esses objetivos,
dentre os farmacos usados destacam-se os aminossalicilatos, os glicocorticdides, o0s
imunossupressores (YAMAMOTO-FURUSHO, 2007) e a terapia bioldgica, tais como 0s
anticorpos monoclonais anti-TNFa (MORRISON, 2009). Entretanto, o uso dos farmacos
disponiveis est4d associado a problemas como ocorréncia de efeitos colaterais,
especialmente com o uso cronico de glicocorticoides, baixa resposta dos pacientes aos
diferentes tratamentos e alto custo, como é comum com os usuarios de terapia bioldgica
(BENCHIMOL et al., 2013; SIEGEL, 2011).

Em vista dessa problemaética ao tratamento enfrentado pelos pacientes portadores
desta doenca, novas pesquisas e novas estratégicas efetivas e mais seguras tem sido
propostas, tanto na busca por novas estratégias de tratamento e/ou prevencdo para DII
quanto na busca de novos compostos. Dentre elas, incluem moduladores da microbiota
intestinal, agentes antioxidantes, produtos naturais e alimentos com diferentes
mecanismos de acdo (DI STASI et al., 2004; WITAICENIS, et al., 2010; WITAICENIS
etal., 2012; ALMEIDA-JUNIOR et al., 2017).

Neste contexto, o reconhecimento popular e recentemente cientifico, de que
alguns alimentos, particularmente frutas, vegetais e cereais promovem a salde e podem
atuar evitando ou retardando o aparecimento de doencgas cronicas, permitiu o
desenvolvimento de uma série de pesquisas sobre a potencialidade de uso de alimentos
funcionais para o tratamento destas doencas. Os alimentos funcionais séo definidos como
alimentos ou nutrientes que além de promoverem sua funcdo nutricional béasica, sendo
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consumido como parte da dieta normal, sdo capazes de apresentarem propriedades e
fungBes importantes no organismo, mostrando um impacto positivo na salde do
individuo, como a reducdo do risco de doengas e melhora na qualidade de vida
(ROBERFROID et al., 2010).

Dentre os varios produtos alimentares utilizados na prevencgdo de doencas crénicas
destacam-se o0s probidticos, prebidticos e simbidticos, produtos potencialmente Uteis por
modularem a microbiota ou afetarem outros mecanismos de protecdo. Os probidticos sao
definidos como espécies microbianas vivas que, quando administradas em quantidades
adequadas, sdo capazes de conferir beneficios para a salde do hospedeiro, incluindo
espécies dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus entre outros, as quais melhoram a
salde humana por meio de uma série de efeitos, principalmente modulando a resposta
imune via a fermentacdo de produtos prebidticos (ROBERFROID et al., 2010). Os
produtos prebidticos sdo definidos como ingredientes ndo digeriveis, como as fibras
alimentares, carboidratos, amido-resistente, fruto-oligossacarideo e outros que estimulam
0 crescimento seletivo e a atividade de algumas bactérias fisiologicamente presentes no
colon as quais sao reconhecidas por promoverem efeitos benéficos positivos sobre a satde
e 0 bem-estar (MEYER, 2015; ROBERFROID et al., 2010). Os simbidticos representam
a administracdo conjunta de prebioticos e probidticos.

Os prebidticos ao serem fermentados no intestino pelas bactérias sdo capazes de
melhorar a homeostase intestinal, influenciando de forma benéfica a microbiota intestinal.
Como produto final da fermentacdo anaerdbica de fibras ingeridas na dieta, sdo gerados
metabolitos considerados benéficos para o organismo pelos seus efeitos sistémicos, os
chamados acidos graxos de cadeia curta (AGCCs). De 90 a 95% dos AGCCs formados
sdo constituidos pelo acetato, propionato e principalmente butirato. Ap6s serem
formados, eles sdo rapidamente absorvidos no célon, exercendo importantes funcoes
sisttmicas (MACFARLANE E MACFARLANE, 2011; SCOTT et al., 2013; ROYALL
et al., 1990).

Em adicéo, os alimentos s&o fontes de compostos fenolicos, reconhecidos como
substancias ndo nutricionais, mas ingredientes vitais para a salde humana visto
produzirem efeitos antioxidantes. Estudos ddo destaque aos compostos polifenélicos por
sua capacidade de exercerem efeitos farmacologicos e dessa forma contribuir para a saude
de quem os consome. Nos Ultimos anos diversos compostos bioativos foram identificados
pelo seu potencial antioxidante, anticancerigeno e anti-inflamatorio. Dentre os compostos
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polifendlicos, os flavonoides sdo o principal grupo. Estas substancias consistem um grupo
de compostos de baixo peso molecular amplamente distribuidos na natureza, presentes na
maioria das plantas, cujos efeitos benéficos descritos na salde humana residem
principalmente na sua potente atividade antioxidante e modular células do sistema imune
(COOK & SAMMAN, 1996; MILLER, 1996).

Nos altimos anos, nosso laboratorio tem desenvolvido uma série de estudos e
pesquisas com alimentos amplamente consumidos pela populagéo brasileira, com foco
especial no quiabo. O quiabo, Hibiscus esculentus Moench L. (Figura 1), é uma planta
alimentar que pertence a familia Malvaceae, originaria da Africa, possivelmente da
Etiopia, e incluida na dieta em varias partes do mundo (LENGSFELD et al., 2004). O
quiabo foi introduzido no Brasil com o comércio de escravos africanos, assim como
disseminou-se pelas Américas e pelo mundo (FILGUEIRA, 2003; AGBO et al., 2010).
Hoje, é amplamente cultivado em regides tropicais e subtropicais e encontra em nosso
pais excelentes condi¢des para seu cultivo, sendo popularmente cultivado nas regies
Sudeste e Nordeste. Seu fruto é uma capsula fibrosa conica verde, mucilaginosa com
muitas sementes brancas redondas, usado na culinéria. E utilizado na forma de fruto
imaturo, podendo ser consumido in natura em saladas, em conserva na forma de picles,
frito, assado ou cozido (refogado e em sopas). De modo geral, é uma hortalica
subutilizada como alimento em varios paises (BURKILL, 1997; KARAKOLTSIDIS;
CONSTANTINIDES, 1975; FILGUEIRA, 2003).

A planta apresenta algumas caracteristicas desejaveis como ciclo rapido, o que faz
com quem pode ser cultivado durante o ano todo, custo de producao viavel, resisténcia a
pragas e alto valor nutritivo (MOTA et al., 2005). E um legume bem aceito no ponto de
vista organoléptico e valorizado na cultura alimentar, empregado como terapéutico na
medicina popular da Nigéria JARRET; WANG; LEVY, 2011). Rico em fibras soluveis
como a mucilagem e as pectinas, proteinas, lipidios, carboidratos, vitaminas A, B1, B2,
C, caélcio, ferro, fésforo, potassio, sendo também utilizado por suas propriedades
medicinais, tais como tratamento de irritagbes gastricas (SABITHA et al, 2011),
constipacdo, leucorreia, diabetes, ictericia, diarreia, disenteria e Ulcera gastrica
(CHOPRA et al., 1956; KUMAR et al., 2013). Além de suas vagens, as sementes do
quiabo também tém importancia na alimentacéo, como fonte de 6leos e proteinas, além
de terapéuticos de uso popular. Na Turquia, as sementes maduras sdo torradas e utilizadas

como substitutas do café (CALISIR et al., 2005) e na medicina popular, as sementes séo
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empregadas no uso terapéutico do diabetes mellitus (SMIT et al., 2013). Na Asia é
utilizado como um aditivo mucilaginoso contra doencas inflamatérias gastricas
(LENGSFELD et al., 2004).

Estudos farmacol6gicos mostram que o consumo de seu fruto diminui a absor¢édo
de carboidratos, reduzindo niveis de glicose no sangue (COSTA, 2015), provavelmente
devido a presenca de polissacarideos (TOMODA et al., 1987; KAHLON CHAPMAN E
SMITH, 2007). O extrato de Hibiscus esculentus tem efeito hipoglicémico
(KHOSROZADEH et al., 2016). Atividade anti-ulcerogénica também foi demonstrada
através de dados histopatoldgicos de amostras de tecido gastrico de ratos com reducdo de
lesdo epitelial, edema, infiltracdo de células, hiperemia, sangramento e alteracGes
degenerativas na mucosa gastrica (GURBUZ et al., 2003). O fruto imaturo também tem
sido usado na medicina popular como diurético (NDJOUENKEU et al., 1996),
apresentando qualidades medicinais e terapéuticas reconhecidas, como o efeito laxante.
As sementes, sio atribuidos beneficios como estimulante estomacal e anti-espasmodico
(ANON, 2003).

Com valor energético de cerca de 36 kcal/100g, o vegetal é rico em mucilagem
comumente usados como aditivo alimentar contra a irritacdo gastrica e doencas
inflamatorias (KING & ARMSTRONG, 1934). As sementes e extratos das folhas de
Hibiscus esculentus, apresentaram uma notavel atividade antidepressiva em ensaios
forcados de estresse em ratos (EBRAHIMZADEH, et al., 2013) e uma potente atividade
antioxidante para proteger lesGes hepéticas induzidas quimicamente (ALQASOUMI,
2012). Além de ser rico em fibras, o fruto possui compostos fendélicos totais e flavonoides
com capacidade antioxidante (LIAO et al., 2012). O extrato do fruto tem a capacidade de
resisténcia a fadiga e tem propriedades antienvelhecimento e antioxidante (ARAPITSAS,
2008).



Figura 1. Diferentes partes do quiabo, (a) plantagdo, (b) flor, (c) fruto, (d) fruto visto em
corte transversal e (e) sementes. (ROY et al., 2014)

Com base no exposto, a espécie vegetal Hibiscus esculentus, foi selecionada para
0 presente estudo, devido e seus aspectos quimicos, como a presenca de compostos
bioativos como os da classe dos flavonoides e fibras, seus aspectos farmacoldgicos e
etnofarmacoldgicos abordados na literatura para tratamento de vérias condigdes
patologicas, além de potencialmente ser um alimento funcional que pode produzir uma

resposta protetora na inflamacéo intestinal.
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OBJETIVO




O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatoria intestinal
da dieta enriquecida com a farinha obtida dos frutos de Hisbiscus esculentus L. usando o
modelo de inflamac&o intestinal induzida por &cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em

ratos.
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MATERIAL E METODOS




1.Material Vegetal

Os frutos da espécie vegetal Hibiscus esculentus foram obtidos do cultivo
organico de produtores rurais do municipio de Botucatu, SP no periodo de Fevereiro de
2016. Esses frutos foram cortados transversalmente em partes de 0.2-0.4 mm, excluindo-
se os talos, colocados em bandejas para desidratacdo em estufa com renovacdo e
circulacdo de ar forcado a temperatura de 45 ° C por 72 horas. Apés desidratagdo, o
material foi pulverizado em liquidificador para formacdo de um p6 que posteriormente

foi armazenado em camara fria a 4°C até o preparo do extrato vegetal e da racéo.
1.1 Obtencéo do extrato vegetal

Os frutos secos e pulverizados de Hibiscus esculentus foram submetidos a
extracdo por maceracao a frio utilizando etanol 70% como liquido extrator e mantidos em
maceracao por 48h (1:4, Kg/L). O material resultante foi filtrado em papel filtro com
auxilio de bomba de vacuo e o processo de maceragdo repetido por mais trés vezes, em
ciclos de 24h. As solucdes resultantes foram rotaevaporadas em pressdo reduzida a 45°C
até a formacdo de um residuo aquoso. O liquido resultante foi colocando em um vidro

ambar e armazenado sobre refrigeracdo em camara fria para posteriores analises.
2. Caracterizacdo fitoquimica qualitativa do extrato de Hibiscus esculentus

O extrato etanolico 70% de frutos secos e pulverizados de Hibiscus esculentus foi
submetido a prospeccao fitoquimica qualitativa, a fim de obter informac6es preliminares
acerca dos principais grupos de metabdlitos secundarios presentes na planta em estudo.
Essa abordagem tem por base a observacdo de reacBes quimicas que resultam no
desenvolvimento de coloragdo e/ou precipitado caracteristicos para algumas classes de
substancias. Dessa maneira, 0s testes visaram a verificacdo da presenca ou auséncia de
compostos visando a detec¢do de fenois, flavonois, flavononas, xantonas, chalconas,
auronas, flavonas, leucoantocianidinas, antocianinas, antocianidinas, catequinas, taninos,
cumarinas, terpenoides, saponinas e alcaloides, descrita por MATOS (1988) e adaptada
por GONZALEZ & DI STASI (2002).

2.1. Avaliacdo da atividade antioxidante pelo modelo de peroxidacdo lipidica em
membranas de cérebros de ratos
A atividade antioxidante do extrato etandlico feito a partir da farinha dos frutos de

Hibiscus esculentus foi avaliada pelo ensaio de peroxidacéao lipidica em membranas de
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cérebro de ratos segundo o protocolo descrito por GALVEZ 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 proporcéo 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. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e
diluido na proporcao 1:10 (v/v) na solugdo tampao utilizada para a homogeneizagdo. A
peroxidacéo lipidica foi induzida com solucio de Ferro/Acido Ascorbico (100 pM) e a
atividade antioxidante do extrato etanodlico de Hibiscus esculentus foi avaliada em
diferentes concentragdes num range de 0,71 a 363 pg/mL, concentracéo 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 &cido
tricloroacético (TCA) 20%. O reativo tiobarbiturico reage com o malondialdeido (MDA),
que € um metabolito liberado durante a reacdo de lipoperoxidacdo, gerando uma cor cuja
intensidade € determinada no espectrofotdmetro. Quanto maior a intensidade da cor,
maior a concentracdo de MDA. Assim, um composto sera antioxidante quando inibir a
lipoperoxidac&o causada pela solucdo de Ferro/Acido Ascérbico, reduzindo os valores de
MDA. A absorbéancia das amostras foi mensurada em espectrofotémetro UV-Vis (Power
wave 340, Bio-TEK) a 532 nm e utilizada para calcular a 1Csg, ou seja, a concentragdo 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 concentracdes de 1.81 a
0.11 ug/ml.

2.2 Determinagéo da atividade sequestradora de radicais livres

A atividade sequestradora de radicais livres foi avaliada segundo as metodologias
de BLOIS (1958) e BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET (1995), com
adaptacdes. O procedimento consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre
2,2-difenil- 1-picril-hidrazila (DPPH?), de coloragdo purpura, que absorve a 517nm. Por
acdo de uma substancia antioxidante ou outra espécie radicalar, o DPPHe ¢ reduzido,
formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequente

desaparecimento da absorcdo. O monitoramento do decréscimo da absorbéncia apds a
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reacdo fornece a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais
livres (ou a porcentagem de DPPHe remanescente no meio reacional). As medidas foram
feitas em espectrofotometro UV-Vis (Power wave 340, Bio-TEK) no comprimento de
onda 517nm. SolucBes aquosas do extrato foram preparadas nas concentrac6es de 0-900
pg/mL. Em cada cavidade da microplaca adicionou-se 100 puL das amostras-testes, 200
uL da solugdo de DPPH (40 pug/mL) e as misturas reacionais foram mantidas ao abrigo
da luz por 30 minutos. A mistura de dgua (100 pL) com DPPH (200 pL) foi utilizada
como controle (Ac), enquanto que o acido galico foi usado como padrdo positivo (0-3
pg/mL) para fins de comparagdo. Decorrido 0 periodo de incubacdo, realizou-se a leitura
espectrofotométrica. Os testes foram realizados em triplicata. O percentual de atividade
sequestradora de radicais livres (ASRL) é entdo determinado com base no decaimento da
absorbancia das amostras e do controle, segundo a equacdo:
ASRL = [(Ac - Aamostra)/Ac ] x 100

Ac = Média da absorbancia do controle (DPPH + agua)

Aamostra ou padrao = Meédia da absorbancia da amostra (ou padréo) analisada

Em seguida, os dados encontrados foram expressos na forma de Concentragdo
Inibitoria (ICsp), ou seja, quantidade necessaria para reduzir a concentragdo de DPPH em
50%.

3. Preparo da racao

O preparo da racdo foi feito misturando a farinha de frutos de Hibiscus esculentus
com a racao de ratos em p6d (Nuvilab), nas concentracdes de 5% e 10% com diluicdo
geométrica por agitacdo manual, até obtencdo de uma mistura homogénea. Apds a
mistura, o material passou por uma peletizadora, obtendo assim a racdo em forma de
pellets enriquecida com a farinha dos frutos em estudo nas diferentes proporc¢des (5% e
10%). Depois de peletizada, a racdo foi levada a estufa a temperatura de 45°C por 72
horas. A peletizacdo da racdo foi realizada junto a Unidade de Pesquisa Experimental
(UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Ap0s pronta, as racoes foram armazenadas em sacos de plésticos fechados e foram
diariamente pesadas na quantidade de 200g e disponibilizadas na gaiola para os animais.

A composicao bésica da racdo pode ser observada na Tabela 1.
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Tabela 1. Composi¢éo dos ingredientes principais das dietas dos grupos experimentais (100g)

Ingredientes Dieta basica Dieta quiabo 5% Dieta quiabo 10%
Proteina bruta 22.0 20.9 19.8
Material mineral 9.0 8.55 8.1
Fibra bruta 7.0 6.65 6.3
Gorduras 4.0 3.8 3.6
Farinha de quiabo - 5.0 10.0

3.1.Animais

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar pesando de 180 a 250 g, adquiridos
do biotério Anilab, Paulinia—SP. Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério
de Fitomedicamentos, Farmacologia e Biotecnologia (FitoFarmaTec), localizado nas
dependéncias do Departamento de Farmacologia, Instituto de Biociéncias da UNESP
Botucatu-SP, durante 10 dias antes do inicio dos experimentos, para 0 processo de
aclimatacdo. Este biotério dispGe de estantes climatizadas, com temperatura controlada
de 21 £+ 2°C e um ciclo de claro-escuro de 12 horas controlado.

O protocolo e delineamento experimental foram aprovados pela Comisséo de
Etica em Experimentacdo Animal deste Instituto, segundo o Protocolo n. 2016/845 —
CEEA.

3.2.Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria intestinal de Hibiscus esculentus
Apbds aclimatacdo, os animais (n=7 por grupo), foram alojados em caixas (3-
4/caixa), e alimentados com a racdo enriquecida com farinha de frutos de Hibiscus
esculentus por um total de 35 dias. Foram alimentados por 28 dias antes da inducdo do
processo inflamatério que ocorreu no 28° dia e continuaram se alimentando por mais 7
dias. No 35° dia, os animais foram anestesiados e mortos por deslocamento cervical.
Foram utilizados os seguintes grupos experimentais:
A) Grupo saudavel: animais sem inducdo do processo inflamatorio intestinal que
receberam dieta padréo;
B) Grupo controle-TNBS: animais que receberam dieta padréo e inducao do processo
inflamatorio intestinal no 28° dia;
C) Grupo dieta 5%: animais que receberam dieta enriquecida com 5% da farinha de
frutos de Hibiscus esculentus e inducdo do processo inflamatorio intestinal no 28°

dia;
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D) Grupo dieta 10%: animais que receberam dieta enriquecida com 10% da farinha
de frutos de Hibiscus esculentus e inducéo do processo inflamatdrio intestinal no
28° dia.

3.2.1. Inducdo do Processo Inflamatdério Intestinal

A inducéo do processo inflamatério foi realizada pelo método descrito por
MORRIS et al. (1989), com pequenas modificagdes. Os animais foram submetidos ao
periodo de jejum de 12 horas e posteriormente anestesiados com uma solucdo 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 proporcéao ideal anestésica de 50
mg/kg de ketamina e 7mg/kg de xilazina por via intraperitonial. Em seguida, foi realizada
a administracdo retal (intracélica) com a ajuda de um catéter (diametro de 2 mm, pelo
anus do animal até uma distancia de 8 cm) de 0,25 mL de uma solucédo contendo 10 mg
de TNBS em etanol a 50% v/v. Os animais foram mantidos de cabeca para baixo durante
0 momento da instilacdo do hapteno e colocados nas caixas deitados até a recuperacdo da
anestesia. Os animais do grupo saudavel foram submetidos ao mesmo procedimento, mas
com administracéo de solucdo salina em substituicdo ao TNBS. Todos os animais foram

mortos 7 dias ap6s a inducéo do processo inflamatério por deslocamento cervical.

3.2.2. Avaliacao do processo anti-inflamatdria intestinal
Apbs serem mortos, os colons foram extraidos e analisados quanto aos danos

intestinais, considerando-se parametros macroscopicos, microscépicos e bioquimicos.

3.2.2.1.Anélises macroscopicas

Durante o desenvolvimento dos experimentos, os animais foram avaliados
diariamente em diferentes parametros de carater geral tais como: consumo de alimento,
peso corporal e aparecimento de fezes diarreicas. Apos a morte dos animais, 0s colons
foram extraidos e analisados quanto ao peso e o comprimento célico, a existéncia de
aderéncias entre o intestino e 6rgdos adjacentes e a analise da severidade e extensdo do
dano intestinal, de acordo com escore macroscépico descrito por BELL et al. (1995).
(Tabela 2).
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Tabela 2. Critério de avaliacdo da severidade da leséo colica.

Escore | Critério

0 Sem prejuizo

Hiperemia, sem Ulceras

Ulcera linear sem inflamagéo significante

Dois ou mais sitios de ulceracao/inflamacéo

1
2
3 Ulcera linear com inflamag&o em um sitio
4
5

Dois ou mais sitios de ulceracéo e inflamacéo ou um sitio de inflamagdo maior que

1 cm ao longo da extenséo do célon

6-10 | Se o prejuizo cobrir mais de 2 cm ao longo da extensdo do co6lon (o escore €

aumentado em 1 ponto para cara centimetro adicional

3.2.2.2.Anélises microscopicas

Imediatamente ap6s a avaliagdo macroscépica do processo inflamatorio célico,
amostras de tecido localizadas a 0,5 cm adjacentes a area de lesdo foram coletadas e
fixadas em ALFAC (alcool 80%, formaldeido e &cido acético) por 48 horas para
processamento histoldgico. Apds fixacdo, as amostras foram desidratadas em
concentracdes etandlicas crescentes, diafanizadas em xilol incluidas em parafina,
cortadas em micrétomo de maneira seriada (3um de espessura), desparafinizadas e
reidratadas. Posteriormente, as amostras foram submetidas a coloragdo em eosina-
hematoxilina para a analise morfoldgica das lesdes e determinacdo do indice de lesdo

microscopica de acordo com método descrito por STUCCHI et al., (2000). (Tabela 3).

Para anélise PAS/Alcian Blue se seguiu o protocolo da LINDEN, FLORIN &
MCGUCKIN (2008). As amostras desparafinizadas foram reidratadas utilizando etanol
absoluto e agua por 10 min cada. Posteriormente, as amostras foram imersas em acido
acético 3% por 2 minutos e coradas em Alcian Blue 8GX 1% em &cido acético a 3% (pH
2,5) durante 2,5 h. A coloragéo inespecifica foi removida com de acido acético 3% e
lavada em agua durante 10 min. As laminas foram entdo oxidadas em acido periédico 1%
em &gua a temperatura ambiente durante 10 minutos, lavadas em agua durante 5 min,
imersas no reagente de Schiff durante 10 min, lavadas em agua durante 5 min e depois
trés vezes em meta bissulfeto de sodio 0,5% antes de uma lavagem final em agua. Para

revelar as secc¢Oes de oligossacarideos O-acetilados as amostras foram primeiro tratadas
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com KOH 0,1 M durante 30 min e depois acido periédico 1 mM, antes do reagente de
Schiff.

As laminas histologicas foram observadas no microscopio dptico e
microfotografadas com microscopio optico Leica Qwin Plus verséo 3.3 e 3.40 no aumento
2.5X, 5X, 10X e 20X.

3.2.2.3.Escore microscopico

As anélises morfologicas das lesBes e a determinacdo do escore foi realizada com
base nos parametros propostos por Stucchi et al., (2000). (Tabela 3).

Tabela 3. Critérios de avaliacdo de escore microscopico da leséo célica.

Parametro Critérios para avaliagéo
Mucosa 1. Infiltragcdo de neutrofilos: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3)
Severo
2. Infiltracdo de linfécitos: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3)
Severo
Criptas 3. Atividade mitética: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3) Severo
4. Infiltracdo de neutrdfilos: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3)
Severo

5. Deplecdo de muco: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3) Severo

Submucosa 6. Infiltracdo de plasmdcitos: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3)
Severo

7. Infiltracdo de neutrdfilos: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3)
Severo

8. Vascularizagdo: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3) Severo

Ulceracédo 9. Ulceragéo: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3) Severo

10. Deposicao de fibrina: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3)
Severo

11. Neutrofilos na submucosa: (0) Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3)

Severo

12. Edema na submucosa: Nenhum, (1) Leve, (2) Moderado, (3) Severo

Escore méximo: 36
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3.2.2.4.Andlises bioquimicas

Apols as analises macroscopicas, o colon foi dividido em 7 fragmentos
longitudinais e congelados a —80°C para determinacdo de proteinas e atividade da
fosfatase alcalina, avaliacdo da atividade da mieloperoxidase, e para determinacdo dos
niveis de glutationa total. Todas as determinacfes bioquimicas foram realizadas em
homogeneizados de mucosa intestinal cdlica, sendo que a homogeneizacéo foi realizada
a frio durante aproximadamente 45 segundos, com ajuda de um homogeneizador
automatico, provido de um pistilo de teflon e um recipiente de vidro de 10 ml de

capacidade. Nas analises bioquimicas foram avaliados os seguintes parametros:

A) Atividade de mieloperoxidase (MPO)

A determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase em amostras de célon, foi
realizada pelo método de KRAWISZ; SHARON; STENSON (1984). A atividade da
mieloperoxidase é utilizada como marcador de infiltracdo de neutréfilo, mesmo que essa
enzima ndo seja especifica desse tipo celular. A determinacéo foi realizada em um dos
fragmentos de colon cortados longitudinais e homogeneizados com tampdo HTAB,
(brometo de hexadeciltrimetilamdnio), o qual funciona como um detergente, por sua
capacidade de facilitar a liberacdo da enzima mieloperoxidase dos granulos intracelulares
dos neutrdfilos, locais nos quais estdo armazenadas. Foi determinado o incremento de
absorbancia a 450nm usando um espectrofotbmetro. A atividade da enzima
mieloperoxidase foi calculada por interpolacdo em uma curva padrdo, realizada com
MPO procedente de neutr6filos humanos. Uma unidade de mieloperoxidase (U) foi
considerada como aquela que degrada 1nmol/min de perdxido de hidrogénio a 25°C. Os

resultados foram expressos em U/g de tecido.

B) Determinacdo do contetido de glutationa total (GSH)

A quantificacéo de glutationa total foi feita, utilizando uma amostra de tira de c6lon
coletada apos a morte dos animais que foi imediatamente armazenada em 1 mL de acido
tricloro acético (TCA), realizada pelo método descrito por ANDERSON (1985) que esta
baseado na oxidagéo da glutationa reduzida (GSH) presente em uma amostra para a sua
forma oxidada (GSSG), através da incubacdo da amostra com o &cido
ditiobisnitrobenzoico (DTNB). O DTNB reduzido adquire uma coloragdo amarelada, que
pode ser determinada por espectrofotbmetro em comprimento de onda de 412nm. A

GSSG gerada é reduzida por acdo da enzima glutationa redutase na presenca de NADPH.
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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). Os
resultados foram expressos em média + E.P.M. de nmoles de glutationa total por grama

de tecido (nmoles de glutationa/g de tecido).

C) Determinacdo de proteina total e da atividade da fosfatase alcalina

A determinacdo do contetdo de proteinas totais e da atividade da fosfatase alcalina
foi realizada pelos métodos classicos descritos por SMITH; HARRIS; PETERS (1984) e
BESSEY; LOWRY; BROOK (1946). A determinacdo de proteinas foi
espectrofometricamente determinada a 562nm e foi realizada pela reacdo de acido
bicinchoninico e sulfato de cobre que forma coloracéo roxa apés incubacéo a 37 °C por
25 minutos. A determinacdo de fosfatase alcalina foi realizada através do uso de p-
nitrofenilfosfatodissddico como substrato na presenca de tampéo glicina 50 mM (pH
10,5) com 0,5 mM de MgCI2 que adquire coloracdo amarelada ap6s incubacdo a 37 °C
por 25 minutos, que é detectada a 405nm. O célculo da fosfatase alcalina é baseada na

quantidade de proteinas totais e expressa em mU/ mg de proteina.

3.3.Andlise Estatistica

Dados paramétricos foram expressos na forma de média + erro padrdo da média e
submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posteriori
de multiplas comparagdes de Dunnett ou Tukey. Dados ndo parametricos foram expressos
na forma de mediana (range) e submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA),
seguida pelo teste a posteriori de Dunn. Significancia estatistica sera considerada para

valores de p < 0,05.
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RESULTADOS




1. Rendimento de Hibiscus esculentus
A coleta de Hibiscus esculentus forneceu 30 kg de frutos inteiros que foram
utilizados para a preparagdo da farinha em p6. Apos pulverizacdo, se produziu 3,4 kg de

farinha, o que caracteriza um rendimento de 11,25% em relacdo ao peso fresco.

2. Analise fitoquimica quantitativa
Com a realizagdo da prospeccao fitoquimica qualitativa do extrato etandlico 70%
de farinha de Hibiscus esculentus os resultados obtidos demostraram que o extrato contém
essencialmente fenois, taninos, flavonois, flavononas, xantonas, terpenodides. As demais
classes de substancias investigadas como chalconas, auronas, leucoantocianidinas,
antocianidinas, antocianinas, catequinas, cumarinas e saponinas ndo foram detectadas,

como observado na Tabela 4.
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Tabela 4: Prospecgdo fitoquimica qualitativa do extrato etandlico 70% de Hibiscus esculentus

Classe de compostos Ensaio Tipo de observagao Extrato
Fendis FeCls Coloracao variavel entre azul e +
vermelho
Flavondis HCI Coloracao vermelha +
NaOH 1N Coloracdo amarela +
Flavononas HCI Coloracao vermelha +
NaOH Coloracao vermelho-laranja -
Xantonas HCI Coloracao vermelha +
NaOh 1IN Coloracdo amarela +
Chalconas HCI Coloragao vermelha -
NaOH 1IN Coloracao vermelha-purpura -
Auronas HCI Coloracao vermelha -
NaOH 1IN Coloracdo vermelha-purpura -
Flavonas NaOH 1IN Coloragao amarela +
Leucoantocianidinas HCI Coloragao vermelha -
Antocianinas HCI Coloracao vermelha -
NaOH 0,2 % Coloracao lilas -
NaOH 1IN Coloracgdo azul purpura -
Antocianidinas HCI Coloracdo vermelha -
NaOH 0,2 % Coloracao lilas -
NaOh 1IN Coloracdo azul purpura -
Catequinas HCI Coloracdo pardo-amarelada -
Taninos Precitado escuro de tonalidade -
azul (taninos pirrogalicos)
FeCI3
Precipitado verde (taninos +
flobaténicos)
Albumina Formacao de precipitado +
Cumarinas KOH N Fluorescéncia azulada em -
exposic¢do a luz UV (360 nm)
Terpenoides Coloragdo azul evanescente +
Liebermann- seguida de verde permanente
Buchard (esteroides)
Coloragao entre pardo e vermelho +
(triterpenoides)
Saponinas Agitacao Espuma persistente e abundante -
Alcaloides Hager Precipitado caracteristico -
Mayer Precipitado caracteristico -
Dragendorff Precipitado caracteristico -

Sinais (+) e (-) indicam respectivamente, a presenca ou a auséncia do grupo de substancia

investigada.
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3. Analises antioxidantes

O extrato etandlico 70% de frutos secos e pulverizados de Hibiscus esculentus
apresentou atividade antioxidante no modelo de inibicéo da peroxidacéo lipidica induzida
por sulfato ferroso e acido ascorbico em membranas isoladas de cérebro de ratos, onde a
ICso foi de 196,8pug/ml para o extrato. No mesmo teste, a quercetina, flavonoide

antioxidante usado como referéncia, apresentou 1Cso de 1,02pug/ml.
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Figura 2. 1Cs0=1,02nug/ml da quercetina (A) e 1Cs=196,8ug/ml do extrato etandlico 70% de
frutos secos e pulverizados de Hibiscus esculentus (B).

A atividade sequestradora de radicais livres foi determinada utilizando o modelo do
DPPH (2,2-difenil- 1-picrilhidrazil) e demonstrou que o extrato apresenta uma ICso de
302.68ug/ml em comparacéo ao controle acido galico que apresentou 1Cso de 1.89ug/ml.

4. Analises macroscopicas

Durante o protocolo experimental de 35 dias, os animais foram avaliados
diariamente quanto ao consumo de racdo e peso corpéreo. Em relacdo ao consumo de
racdo do 1° ao 28° dia, 0s grupos apresentaram um consumo semelhante ao da racdo
padrdo, pressupondo-se que a dieta enriquecida com frutos de Hibiscus esculentus foi
palatavel e aceita pelos animais, tanto na concentracdo de 5% como na de 10%. Em
decorréncia do jejum de 12 horas (28° dia) para inducao do processo inflamatério, ocorreu
uma queda no consumo de ragdo. Com excec¢do dos animais do grupo saudavel que
restabelece o consumo no mesmo dia, o consumo de redugédo foi normalizado apos o 32°
dia. (Figura 3).
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Figura 3. Consumo de ragéo por grupo. Dados expressos em consumo de ragédo (g)/nimero
de animais por caixa (n=7).

Quanto ao peso corpéreo dos animais, foi observado que todos 0s grupos
apresentaram um ganho gradativo de peso semelhante aos animais saudaveis, desde o
inicio do experimento (1° dia) até o dia anterior a inducdo do processo inflamatério
intestinal (28° dia). Os animais do grupo saudavel, apos o jejum voltaram a ganhar peso
novamente (30° dia), enquanto que os animais que sofreram a inducdo do processo
inflamatorio intestinal, tanto o grupo controle-TNBS, quanto 0s grupos que receberam
dieta enriquecida nas propor¢des de 5% e 10% apresentam uma perda de peso (néo
significativa) nos primeiros dias ap06s a indug¢do com consequente recuperacdo a partir do
31° dia. (Figura 4).
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Figura 4. Média do ganho de peso corporeo dos animais. Dados expressos em média em
gramas (Peso final —Peso inicial) X 100/ Peso inicial) (n=7).

Quanto aos parametros macroscopicos, diarreia, escore, extensao da lesdo e relacéo
peso/comprimento cdlico, inicialmente se observa que ocorre de forma nitida a instalagcdo
do processo inflamat6rio quando se compara os parametros entre 0s grupos saudavel e
controle-TNBS. Nos grupos tratados com a dieta, foi observada uma diferenca
significativa na extensdo da lesdo e na relacdo do peso/comprimento dos animais que
receberam a dieta na concentracdo de 10% (Tabela 5). Apesar de ndo haver diferenca
estatistica significativa nos outros parametros analisados, 0os animais que receberam a
dieta enriquecida na concentracdo de 5% apresentaram valores inferiores em comparagdo
com o grupo controle-TNBS.

Quanto aos parametros de diarreia e aderéncia aos 6rgdos adjacentes, 0s animais
que receberam a dieta na concentragdo de 5% tiveram uma diminuigdo da aderéncia de
Orgdos adjacentes significativa em comparacdo ao grupo controle-TNBS. J& no
paramentro diarreia, ndo foi observada nenhuma diferenca nos grupos tratados em relagéo

ao grupo controle-TNBS.
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Tabela 5. Avaliacao dos parametros macroscdpicos dos animais que receberam dieta enriquecida
com Hibiscus esculentus (5% e 10%) no modelo experimental de inflamagdo intestinal induzida

por TNBS em ratos.

Grupo Escore Extenséo Relacéo Diarreia | Aderéncia

macroscopico | dalesdo | peso/comprimento | (%) ° (%) ©
(0-10) @ (cm) P (mg/cm) ®

Saudavel 0* 0* 99,1445,34* 0* 0*

Controle — 7 (6-9) 3,21+0,31 212,8+14,97 100 100

TNBS

Dieta 6 (6-8) 3,03+0,14 194,1+13,01 100 36,36*

Quiabo 5%

Dieta 6 (4-7) 2,14+0,24* 172,9+8,08* 100 72,72

Quiabo

10%

a Valores de escore expressos em mediana (intervalo) e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis,
b extensdo da lesdo e relagdo peso/comprimento colico expressos em média + E.P.M. e analisados
por (ANOVA) seguida por teste a posteriori de Dunnett. © Valores de diarreia e aderéncia
expressos em (%) e foram analisados por teste exato de Fisher. Todos os grupos comparados ao
grupo controle-TNBS onde **<0,01 e *<0,05.

Figura 5. Fotografia do colon de animal do grupo controle-TNBS. Fotografia tirada por
Oliva, 2017.

A inducdo do processo inflamatdrio intestinal através da administracdo intraclica
de TNBS resultou em um processo inflamatorio severo com danos na mucosa do epitélio
intestinal que pode persistir em uma lesdo completa que se estende de 3.8-5.8 cm do co6lon
promovendo espessamento e hiperemia na parede intestinal, como pode ser observado em
uma amostra de colon ilustrada na Figura 5.
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5. Analises microscopicas

As fotomicrografias da mucosa coélica coradas com hematoxilina e eosina
mostraram no grupo saudavel que o epitélio intestinal estava intacto com sua morfologia
tipica e citoarquitetura inalterada (seta a). No grupo controle-TNBS ocorreu uma reducéo
na integridade da membrana, mostrando que o TNBS afeta a citoarquitetura intestinal
(seta b), promovendo &reas de ulceracdo e rompimento da membrana celular (seta d),
espessamento da mucosa (em), edema na submucosa (ed), e infiltrados de células
inflamatdrias (seta c). Nos animais que receberam a dieta nas concentracdes de 5% e
10% foi notavel a recuperacdo da citoarquitetura do colon com restauracdo da mucosa

muito semelhante aos animais saudaveis (seta e e seta f). (Figura 6).

Nas fotomicrografias da mucosa coélica de animais saudaveis coradas com
PAS/Alcian Blue é evidente a presenca de varias células caliciformes repletas de muco
(Figura 8 e seta b/Figura 7), combinadas com uma camada de muco ligada a membrana
(seta a/Figura 7). No grupo controle-TNBS observou-se claramente que houve deplecao
de muco, evidenciado pela coloracdo de azul mais claro (seta c/Figura 7), e reducdo da
camada de muco ligada a membrana (seta d/Figura 7). No grupo que recebeu a dieta
enriquecida com Hibiscus esculentus na concentracdo de 5% foi mantida a producédo de
muco de forma que que podemos considerar intermediéria entre os grupos saudavel e
controle-TNBS, como evidenciado pela presenca de células caliciformes (seta e/Figura
7) e uma camada fina na superficie celular indicando o muco de ligacdo de membrana.
Na concentracdo de 10% é evidente que foi evitada a deplecdo de muco pelas células
caliciformes em relacdo ao grupo controle-TNBS (seta g/Figura 7) e ha uma camada mais

espessa na superficie celular indicando o muco de ligacdo de membrana (seta f/Figura 7).
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Figura 6. Fotomicrografias da mucosa do cdlon de ratos de diferentes grupos experimentais
7 dias ap6s a administracdo do TNBS. Cortes corados com hematoxilina e eosina (HE).
Microfotografadas com microscépio éptico Leica Qwin Plus versdo 3.40, no aumento 2.5X.
(A) Grupo saudavel, (B) Grupo controle-TNBS, (C) Grupo dieta Hibiscus esculentus 5% e
(D) Grupo dieta Hibiscus esculentus 10%.
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Figura 7. Fotomicrografias da mucosa do colon de ratos de diferentes grupos experimentais

7 dias ap6s a administracdo do TNBS. Cortes corados com PAS/Alcian Blue.
Microfotografadas com microscépio 6ptico Leica Qwin Plus versdo 3.40, no aumento 2.5X.
(A) Grupo saudével, (B) Grupo controle-TNBS, (C) Grupo dieta Hibiscus esculentus 5% e
(D) Grupo dieta Hibiscus esculentus 10%.
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Figura 8. Fotomicrografia da mucosa do célon de rato do grupo saudavel. Células
caliciformes produtoras de mucina. Corte corado com PAS/Alcian Blue. Microfotografadas

com microscopio ptico Leica Qwin Plus verséo 3.40, no aumento 40X.

Com base nas fotomicrografias das mucosas colicas coradas com hematoxilina e
eosina, foi estabelecido um escore microscopico geral (Figura 9), onde se observou
claramente que houve um aumento significativo entre os animais do grupo controle-
TNBS e saudaveis, o qual ndo foi reduzido apés tratamento com a dieta em ambas as

concentragoes.

201

Escore microscopico

Figura 9. Escore microscopico expresso em mediana, analisados estatisticamente por teste
a posteriori de Kruskal-Wallis com teste de Dunn vs. grupo controle-TNBS, onde ** p<0,01.
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6. Analises bioquimicas
Os animais do grupo controle-TNBS apresentaram um aumento de 8,5 vezes na

atividade da enzima mieloperoxidase em relagdo aos animais saudaveis (Figura 10). O
tratamento dos animais com a dieta enriquecida com os frutos de Hibiscus esculentus,
tanto na concentracdo de 5% quanto na concentracao de 10%, ndo promoveu diminuicao

significativa na atividade da enzima MPO em comparagdo ao grupo controle-TNBS

(Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Dados expressos em
média + E.P.M. com **p<0,01, analisados por ANOVA seguido de teste Dunnett vs. grupo

controle-TNBS.

Em relacdo a determinagdo do contetdo de glutationa total colica, foi observado
que apas inducdo do processo inflamatorio ocorreu uma deplecao significativa dos niveis
de glutationa colica (Figura 10), o qual foi restabelecido com o consumo da dieta
enriquecida com Hibiscus esculentus em ambas concentragdes quando comparado ao

grupo controle-TNBS e, alcangando niveis semelhantes aos animais do grupo saudavel

(Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo do conteudo de glutationa total (GSH) célico. Dados expressos em
média £ E.P.M. com *p<0,05 e **p<0,01, analisados por ANOVA seguido de teste Dunnett

vS. grupo controle-TNBS.

Quanto a fosfatase alcalina, foi demonstrado um incremento de 2,8 vezes ap0s
inducdo do processo inflamatério colica (Figura 11), o qual ndo foi reduzido com o
consumo da dieta enriquecida com farinha de Hibiscus esculentus em relacdo ao grupo
controle-TNBS. (Figura 12).

FA (mU/mg proteina)

Figura 12. Avaliacéo da atividade da fosfatase alcalina (FA). Dados expressos em média +
E.P.M. com **p<0,01, analisados por ANOVA seguido de teste Dunnett vs. grupo controle-
TNBS.
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DISCUSSAO




A inducdo do processo inflamatorio intestinal através da administracdo intracolica
do TNBS ocorre pela capacidade do TNBS atuar como um hapteno, ligando-se a
moléculas de alto peso molecular como as proteinas teciduais e produzindo uma resposta
imunolodgica que caracterizara o processo inflamatorio (Figura 13), que histologicamente
se caracteriza pela infiltracdo de células poliformonucleadas, macro6fagos e mastécitos na
mucosa e submucosa do c6lon, além de uma resposta imune mediada por Th-1 com uma
grande producédo de citocinas pré- inflamatorias como IFN-y, TNF-a e IL-12 0 que se
assemelha com a DC (JURJUS et al., 2004; VELDE et al., 2006).

TNBS Haptenated /—*
o colonic
protein

Haptenated
colonic
protein
TGF-B (-)

— / TNF-c
A ——3 (nterleukin-6
T~ Interleukin-1f

4 {P(: b \' Interfero -Y
U %
() /

Interleukm 12

Figura 13. Mecanismo de indugéo de inflamacao intestinal pelo TNBS. APC= célula
apresentadora de antigeno; PP= Placa de Peyer; T=células T; MAC= macrdfagos. (Strober et
al., 1998)

Para a producdo desta resposta € necessario que o TNBS seja administrado
juntamente com etanol, o qual é capaz de promover a ruptura da barreira protetora de
muco intestinal, fazendo com que o TNBS consiga penetrar na mucosa intestinal para
atuar como um hapteno, de forma que, sem a sua associacdo ao etanol o efeito

inflamatdrio ndo conseguiria ser alcangcado em modelos animais (MORRIS et al., 1989).

O processo inflamatorio colico esta associado a um aumento da relagéo

peso/comprimento (mg/cm) do colon, além da ocorréncia de outras variaveis
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macroscopicos como o escore, extensdo da lesdo, ocorréncia de diarreia, aderéncia do
cblon a 6rgédos adjacentes, reducdo no consumo de alimento e reducdo do peso corporeo
dos animais. A severidade e a extensdo da lesdo inflamatoria esta aumenta nos animas
que sofreram a inducdo por TNBS, uma vez que o aumento do tecido inflamado é um
indicativo da severidade da lesdo inflamatoria, desse modo, a relacdo peso/comprimento
aparece aumentada nos animais que foram induzidos pelo processo inflamatério. No
presente estudo, 0s ratos que receberam a dieta enriquecida com farinha de Hibiscus
esculentus na concentracdo de 10% apresentaram diminuicdo da extensdo da lesdo e
diminuicdo da relacdo do peso/comprimento do colon, indicando uma possivel melhora
do processo inflamatdrio nesses animais. Quanto ao escore macroscdpico, ndo houve
diferenca estatistica entre o grupo saudavel e o grupo controle-TNBS e nem nos grupos
de animais que receberam a dieta nas duas concentracfes. De fato, esse € um parametro
dificil de ser revertido uma vez que a lesdo causada por esse modelo experimental de

inflamacdo € extensa e severa (VELJACA et al., 1995).

A dieta enriquecida foi palatavel aos animais, uma vez que o consumo foi
semelhante a dieta padrdo, porém apds serem submetidos a administracdo do TNBS, os
animais apresentaram uma diminuicdo no ganho de peso corpéreo 0 que pode estar
relacionado com o sintoma de dor abdominal causada pela inflamacéo induzida o que
levou a uma reducdo de peso desses animais, que embora ndo foi significativa, € uma
consequéncia da diminuicdo do consumo da racdo que também pode estar associada a
dores abdominais e a incidéncia de fezes diarreicas (CAMPOS, 2002). Estes paramentos,

consumo e peso, se reestabeleceram alguns dias apds a inducdo do processo inflamatério.

A diarreia é um sintoma da doenca tanto nos animais como em humanos, e indica
a diminuicdo da capacidade de absorcdo de agua na mucosa intestinal inflamada, que é
bastante prejudicada durante o processo inflamatorio intestinal (JURJUS et al., 2004).
Esse pode ser o fator responsavel pela ocorréncia de diarreia que ocorreu nao s6 nos
animais do grupo controle-TNBS, mas também observado em todos os animais que se
alimentaram da dieta enriquecida com a farinha de Hibiscus esculentus nas duas
concentracdes. A aderéncia do célon a 6rgdos adjacentes também é um resultado da
inflamacdo colica observada nos animais do grupo controle-TNBS. Nos animais que
receberam a dieta na concentracdo de 5%, houve diminuicdo significativa deste
parametro. A presenca de aderéncias do colon a orgdos adjacentes € o resultado da
inflamacéo transmural, caracteristica comum da DC em humanos (LEVINE, 1994).
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Segundo ROBERFROID, 2007, um organismo pode levar de 7 a 30 dias para se
adaptar a um novo alimento e desencadear um processo de modulagdo da microbiota
intestinal, provavelmente aumentando o numero de bactérias benéficas, exercendo o seu
efeito prebidtico. Neste sentido, optamos pelo fornecimento da dieta de farinha de
Hibiscus esculentus nas concentracfes de 5% e de 10% por um periodo de 28 dias antes

da inducéo do processo inflamatdério com TNBS.

O estresse oxidativo € o causador de leséo tecidual que contribui para a patogénese
de diversas doencas, dentre elas a DII. Isto reforca a pesquisa de hovos compostos com
capacidade antioxidante, estratégias para inibir os radicais livres como novas terapias para
o0 tratamento destas doencas, sendo uma destas estratégias o uso de produtos naturais e/ou
alimentos que visem essa ideia. Inimeros estudos com alimentos funcionais indicam que
o efeito protetor destes alimentos envolve a modulacdo dos sistemas antioxidantes,
especialmente reduzindo o estresse oxidativo assim como danos que sdo causados na
mucosa intestinal (FRUET et al., 2012; MAZZOLIN et al., 2013; SCARMINIO et al.,
2012; WITAICENIS et al., 2010; ALMEIDA-JUNIOR et al., 2017).

Estudos recentes tém demonstrado que dietas ricas em frutas e vegetais contribuem
de forma positiva em doencas cronicas e alguns tipos de cancer. Particularmente, os
flavonoides apresentam efeito benéfico em uma ampla variedade de doencas
(WILLIAMS et al., 2004). Os mecanismos precisos pelos quais os flavonoides exercem
seus efeitos bioldgicos ainda ndo estdo esclarecidos, no entanto vérias de suas acles
biol6gicas tém sido atribuidas as suas propriedades antioxidantes que potencialmente
influenciam o estado redox intracelular e a capacidade de eliminacdo de radicais livres
(SCHERER et al., 2009; RICE-EVANS et al., 2001).

Além de seu valor nutritivo, muitos alimentos de origem vegetal contém compostos
quimicos ndo nutritivos que exibem propriedades benéficas a saude (DOVICHI e
LAJOLO, 2011). Neste sentido, Hibiscus esculentus tem sido referido na como um
produto antioxidante potencialmente til na prevencdo de doencas degenerativas como
cancer e distarbios cardiovasculares (ATAWODI et al, 2009). Seu uso também é relatado
na medicina popular por exercer atividades antiulcerogénica e gastroprotetora, esses
efeitos sdo encontrados principalmente pela diversidade de seus compostos fendlicos
(ATAWODI et al, 2009).
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Um estudo com Hibiscus esculentus deu destaque aos compostos bioativos
presentes na planta. HAJIAN et al, 2016 em seu estudo destacou a presenca de compostos
fendlicos como fitoesterois e catequinas e compostos como triterpenos nos frutos desta
especie. Devido a esta composicdo, onde alguns desses compostos estdo presentes na
semente e outros na mucilagem, HAJIAN et al, 2016 observaram efeitos
hipoglicemiantes e reducdo de lesGes pancreaticas em ratos diabéticos induzidos por
estreptozoticina, tratados com a incorporagdo de semente de Hibiscus esculentus em po

ou extrato de mucilagem da planta na dieta desses animais.

Na prospeccéo fitoquimica quantitativa do extrato etanolico 70% de frutos secos e
pulverizados de Hibiscus esculentus, nosso trabalho demostrou que o extrato contém
polifendis como os fenadis, taninos, flavondis, flavononas, xantonas e terpendides, similar
ao previamente descrito por DOREDDULA et al.,2014. Compostos fendlicos, incluindo
flavonoides e terpendides tém sido referidos como compostos anti-inflamatorios
intestinais (GALVEZ et al, 2001; DI STASI et al., 2004; WANG et al, 2011;
RODRIGUES-ORSI et al., 2014). No presente estudo, verificamos que as propriedades
antioxidantes do quiabo foram evidenciadas tanto em estudos in vitro (DDPH e

peroxidacao lipidica), como em estudos in vivo (modulando GSH).

A capacidade de eliminacdo de radicais livres do extrato foi determinada usando
o radical livre estavel contendo DPPH, onde este pode aceitar um elétron ou um radical
de hidrogénio, fazendo com que o elétron estranho mude de cor e se torne violeta
profundo. A absorcdo desaparece quando o radical DPPH aceita um elétron, resultando
em descoloracdo. A capacidade de eliminacdo de radicais DPPH de um antioxidante
depende da doacéo de hidrogénio (SOARES et al., 1997). O quiabo apresentou uma ICsg
de 302.68ug/ml, a qual pode ser considerada pequena (160 vezes) quando comparado
com o acido galico puro, composto antioxidante de referéncia com uma ICso de
1.89ug/ml.

Algumas aplicagdes terapéuticas tém demonstrado capacidade de melhorar a DIl
por meio de sua capacidade antioxidante, reduzindo a peroxidacdo lipidica, tais como
vitamina E (GONZALEZ et al., 2001), os flavonoides (GALVEZ et al., 2001), a
paepalatina (DI STASI et al, 2004) e cumarinas (WITAICENIS et al, 2010,
WITAICENIS et al, 2012).
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No modelo de peroxidacao lipidica utilizado, o acido tricloroacético precipita as
proteinas das amostras do cérebro de ratos, enquanto que o reativo tiobarbiturico reage
com o MDA, liberado pela lipoperoxidacdo causada pelo ferro e acido ascérbico, gerando
uma cor cuja intensidade pode ser determinada no espectrofotdbmetro. Quanto maior a
intensidade de cor maior a concentracdo de MDA. Um composto é considerado
antioxidante se inibir a lipoperoxidacdo causada pelo ferro e pelo &cido ascorbico,
reduzindo os valores de MDA. O extrato etandlico 70% dos frutos de Hibiscus esculentus
apresentou atividade antioxidante discreta, onde a ICso do extrato foi 160 vezes maior do
que a ICso da quercetina, que € um flavondide puro e referéncia como agente antioxidante.

O estresse oxidativo foi ainda avaliado por meio da determinacéo dos niveis colicos
de glutationa (GSH), que é o principal sistema antioxidante ndo enzimético endégeno e
desempenha um papel fundamental na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, além
de manter o equilibrio redox celular, levando a uma reducdo de estresse oxidativo
(LOGUERCIO et al., 2003). A GSH é importante na defesa antioxidante do organismo e
estudos mostram que baixos niveis de glutationa estdo associados a degeneragdes severas
de células epiteliais do intestino de camundongos (MASELLA et al., 2005). Na DII, ha
uma grande producdo de radicais livres e a inflamacdo se caracterizou por uma
diminuicdo dos niveis de glutationa cdlicos, os quais foram modulados pela dieta com
farinha de quiabo.

No modelo de inducdo de inflamacédo intestinal por TNBS é possivel verificar a
deplecdo dos niveis da glutationa total no célon dos animais, devido ao estabelecimento
do processo inflamatdrio e a producdo de metabolitos reativos de oxigénio causados por
esse modelo de inducdo (KARP; KOCH, 2006). Nos animais pertencentes ao grupo
controle-TNBS foi notavel a deplecdo dos niveis de glutationa em comparacdo com o
grupo saudavel. Os animais que receberam a dieta enriquecida com Hibiscus esculentus
nas duas concentracdes evitaram a deplecdo da glutationa, indicando que a suplementacao
na dieta com a espécie em estudo, promoveu um efeito capaz de diminuir danos no célon
desses animais, provavelmente por reduzir o estresse oxidativo e seus efeitos sobre a

peroxidacao de lipideos da membrana celular.

A enzima mieloperoxidase (MPQO) é considerada um importante marcador
bioguimico que caracteriza a infiltragdo de neutrofilos e a intensidade da inflamagéo
tecidual. Essa enzima é encontrada com predominancia nos granulos azurdéfilos dos

neutrofilos (KATO et al., 2003). Os neutrofilos possuem um papel efetivo na defesa
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contra bactérias, mas também estdo associados a processos de injuria tecidual de
processos inflamatdrios, por terem a capacidade de lesionar células e tecidos. O influxo
de neutrofilos ativos nos sitios de inflamacéo lidera o processo inflamatério de diversas
doencas (CARLSON et al.,, 2002). O aumento de sua atividade estd associado a
inflamacdo devido a migracdo de neutrofilos que ocorre em direcdo a area tecidual
inflamada. Sendo assim, sua atividade se encontra elevada em modelos experimentais da
inflamacao intestinal (SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004), de modo que a reducéo de
sua atividade esta associada a uma menor infiltracdo celular de neutrdfilos com
consequente resposta anti-inflamatoria.

Em nosso experimento pode-se observar um aumento na atividade da enzima MPO
no grupo controle-TNBS quando comparados com o grupo saudavel, indicando que
houve migracdo de neutrofilos para a area de inflamagdo. Entretanto, os grupos que
consumiram a dieta nas concentracdes de 5% e de 10% néo reduziram a atividade desta
enzima, indicando que os efeitos protetores deste tratamento ndo estdo associados a
modulacéo da atividade desta enzima ou que nas concentracOes utilizadas, a farinha de
quiabo ndo foi eficaz em modular esta resposta.

Outro mediador inflamatorio na DIl é a atividade da enzima fosfatase alcalina
(FA), uma glicoproteina de membrana que esta distribuida nos tecidos do organismo
(BOL-SCHOENMAKERS et al., 2010). Ha evidéncias de que a atividade dessa enzima
aumenta no processo inflamatorio intestinal e embora sua funcéo fisiolégica ainda nédo
esteja bem elucidada sua atividade tem sido usada como um marcador sensivel da
inflamacdo intestinal no modelo de colite induzida por TNBS (SANCHEZ DE MEDINA
et al. 2004). A FA esta relacionada ao processo de calcificacdo dssea, transporte de
imunoglobulinas através da placenta e transporte de fosfato nas células epiteliais do
intestino (KARLSSON et al., 1995), mais especificamente nos enterdcitos com uma
importante participacio do processo de absorcéo de nutrientes (SANCHEZ DE MEDINA
et al., 2002). Em nosso estudo, nos animais que receberam a dieta enriquecida com
Hibiscus esculentus ndo houve diminui¢do dessa enzima em nenhuma das concentracGes
incorporadas na dieta.

A DIl se caracteriza pela infiltragdo de células imunes como neutrofilos,
monocitos, eosinofilos e macrofagos na lamina propria e na mucosa intestinal, sendo que
esse infiltrado celular estd relacionado com os danos causados no epitélio célico que
resulta em ulceracdes, edema, deformagdes, aumento da permeabilidade da mucosa e

rompimento da matriz extracelular (MAGRO et al., 2013). Em nosso trabalho foi possivel
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observar, nos animais que receberam a dieta enriquecida com Hibiscus esculentus nas
duas concentracdes (5% e 10%), uma recuperacgdo da citoarquitetura célica, evidenciada
pela restauracdo da mucosa e reducdo do dano epitelial, as quais podem ter incrementado
um aumento da funcdo de barreira e facilitando a cicatrizacdo da mucosa. No entanto,
estas observacbes ndo se caracterizaram por uma melhora significativa do escore
microscopico, provavelmente devido ao periodo de 7 dias de avaliacdo que ocorre apos a
inducdo do processo inflamatorio intestinal que j& se caracteriza por um periodo de
recuperacdo natural da les&o.

Outro fator importante relacionado a homeostase intestinal é a producao de muco,
responsavel pela formacdo de camadas de gel que cobrem o TGI e proporcionam uma
barreira semipermeavel entre o limen e o epitélio intestinal, além de contribuir para a
manutencdo da integridade da mucosa (CORNICK et al., 2015). A barreira de muco age
como primeira linha de defesa do colon e é formada pelas mucinas, que consistem em
glicoproteinas de alto peso molecular sintetizadas e segregadas por células caliciformes.
O muco exerce fungdes fisiologicas principalmente para lubrificar o epitélio e protegé-lo
de danos causados por substancias nocivas, devido sua capacidade de formar géis
lubrificantes e formar barreiras fisicas no epitélio intestinal, ajudando a conter bactérias
comensais no Iimen do intestino e impedido a adesdo desses patdgenos nas células
epiteliais que estdo unidas entre si pelas “tight junctions”. A mucina mais abundante no
colon é amucina do tipo 2 que € expressa pelo gene MUC-2 e é essencialmente importante
na superficie epitelial (CORNICK et al., 2015). O cdlon humano secreta cerca de 200 ml
de muco diariamente, esse valor é amplamente controlado através da transcricdo e
regulacdo da expressédo de MUC2 (WEISS; HENNET, 2017). Um estudo relatou que
ratos deficientes do gene MUC-2, desenvolveram espontaneamente colite ap6s 5
semanas, demonstrando a importancia da barreira do muco c6lico na prevencao da DIl
(VAN DER SLUIS et al., 2006). Individuos com DIl tem sintese de muco diminuida,
bem como alteracdo na expressdo de seus genes, além de danos nas “tight junctions”. Isto
torna a barreira intestinal mais susceptivel a bactérias que atingem o epitélio do intestino,
alterando a cascata imune, levando ao dano celular e ao aumento da producédo de radicais
livres (NEURATH, 2014).

Na analise histologica verificou-se que foi evitada a deplecdo de muco pelas células
caliciformes nos animais que receberam a dieta enriquecida com Hibiscus esculentus nas
concentragfes de 5% e 10%, assim como uma maior camada na superficie celular

indicando a presenca de muco de ligacdo de membrana, quando comparado aos animais
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do grupo controle-TNBS. Isso esté associado a uma consequente melhora da integridade
da mucosa e da barreira intestinal que também se associam ao aumento na producéo de
muco, Vvisto que as mucinas podem estar envolvidas em mecanismos de crescimento e
protecdo do epitélio, bem como no reparo de alteracbes no mesmo (BURGER-VAN
PAASSEN et al., 2009; CORFIELD et al., 2000). Observamos que a suplementacdo da
dieta nas duas concentracdes foi capaz de reverter o parametro de deplecdo de muco pelas
células caliciformes, o que se caracteriza por uma melhora do processo inflamatorio
intestinal. Como forma de corroborar estes efeitos, estudos da expressdo génica de

diferentes mucinas estdo em andamento.

A dieta pode afetar a anatomia e histologia do intestino e, portanto, o nimero de
células caliciformes, influenciando a sintese, 0 armazenamento, e a secre¢do de muco por
essas células (BROWNLEE, 2011). A fibra dietética presente em muitos alimentos é
capaz de estimular a producgdo de muco, devido a capacidade de retencdo de agua que é
uma propriedade que as fibras possuem (MONTAGNE et al., 2003). Tem sido descrito
que fibras solGveis e insollveis sdo importantes na estimulacdo da producao de muco
(LARSEN, MOUGHAN, & WILSON, 1993; BROWNLEE et al., 2003).

A producédo de muco cdlico pode ser afetada por uma elevada producdo de EROs
dentro do lumen intestinal, seja como um resultado de componentes dietéticos como, por
exemplo, alto teor de ferro (TROOST et al, 2003), baixo consumo de fibras ou alto teor
de gordura (ERHARDT, 1997), liberacdo de enzimas enddgenas produtoras de EROs, ou
através da infiltracdo de neutr6filos e macr6fagos em direcdo ao epitélio colico, como
ocorre em processos inflamatérios (KRUIDENIER & VERSPAGET, 2002). O aumento
dos niveis de metabolitos de bactérias anaerdbias presentes no célon também pode elevar
os niveis de EROs (LINSKENS et al., 2001). Esses fatores caracterizam uma associagao
entre estresse oxidativo e producdo de muco pelas células caliciformes no processo
inflamatdrio colico. Desta forma, essa condicao pode ser revertida com a suplementacao
de alimentos que evitem a deple¢do de muco induzida por um processo inflamatoério,
como observado apds o tratamento dos animais com a dieta enriquecida com farinha de
Hibiscus esculentus, que simultanemanete reduziu o estresse oxidativo e evitou a

deplecédo de muco.

Embora os estudos de quantificacdo de acidos graxos de cadeia curta estejam em
andamento, é importante constar que NUNES, 2006 determinou a efetividade de frutos
de Hibiscus esculentus sobre o crescimento das Bifidobacterium e principalmente dos
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Lactobacillus, espécies de bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta. As fibras
solUveis presentes na planta, principalmente a pectina e a mucilagem, atuaram como meio
seletivo para o crescimento de bactérias benéficas, como as Bifidobacterium e o0s
Lactobacillus (NUNES, 2006), o qual foi associado a um aumento da producéao de acidos
graxos de cadeia curta, como acetato, propionato e butirato colénico, uma vez que as
fibras presentes em Hibiscus esculentus foram metabolizadas seletivamente por um
namero limitado de bactérias benéficas presentes no intestino, sendo capazes de alterarem

a populacéo de bactérias presentes no colon para uma microbiota saudavel.
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CONCLUSAO




Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que:

- A dieta enriquecida com a farinha dos frutos da espécie Hibiscus esculentus
avaliada na concentracdo de 10% possui efeito anti-inflamatorio intestinal reduzindo a
extensdo da lesdo cdlica, a relacdo peso/comprimento cdlico e melhora de parametros
histoldgicos observados nas duas concentracdes testadas;

- Este efeito anti-inflamatério foi associado as propriedades antioxidantes da
farinha dos frutos da espécie Hibiscus esculentus como evidenciado in vivo pela reducao
da deplecéo de glutationa colica e in vitro pelos efeitos, embora discretos, nos ensaios de
DPPH e peroxidacdo lipidica;

- O efeito protetor da dieta enriquecida com a farinha dos frutos da espécie
Hibiscus esculentus também foi associado por evitar a deplecdo de muco pelas células
caliciformes em ambas as concentrages testadas;

- Os efeitos estdo relacionados a presenca de compostos antioxidantes como 0s
polifendis, fendis taninos, flavonois, flavononas, xantonas, terpendides presentes nos
frutos de Hibicus esculentus;

- Considerando-se os efeitos observados associados aos dados disponiveis da
espécie, é possivel indicar que a farinha de frutos de Hibiscus esculentus atue como um

alimento funcional.
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Campus de Botucatu

Instituto de Blociénclas
de Botucatu - Unesp

Certificad

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacdo da atividade
anti-inflamatéria intestinal da dieta enriquecida com farinha de
Hibiscus esculentus L. no modelo de inflamac¢ido intestinal
induzida por TNBS em ratos”, Protocolo n° 845-CEUA, sob a
responsabilidade de Luiz Claudio Di Stasi, que envolve a
producio, manuten¢io e/ou utilizacdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com 0s
preceitos da Lei n® 11.794, de 9 de outubro de 2008, do Decreto
n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal

(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA), em 8 de abril de 2016.

Finalidade: ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto:  Inicio: 02/05/2016 ~ Término: 14/06/2016
Espécie/ linhagem: Rato Wistar

N° de animais: 42

Peso: 180-220g Idade: 40 dias

Sexo: Macho

Origem Anilab Animais de Laboratério Criacdo e Comércio Ltda.

CNPJ: 65 .440.611 2/0001-40

Botucatu: 16 ic{/e}naio de 2016
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