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RESUMO

Apesar da amplitude de possibilidades terap€uticas, ainda ndo existe um tratamento
ideal para as doencas inflamatdrias intestinais (DII), com perfil adequado de eficicia e
seguranca. Por essa razdo, é de grande interesse estudar agentes com pouco efeito colateral,
como um nutracéutico, no tratamento/prevencdo dessas enfermidades. Neste contexto,
surgiu o interesse em se estudar couve e mamao, vegetais com alto teor de carotendides e
fibras dietéticas, além de ter baixo custo e ser de uso comum na dieta de brasileiros. Sabe-
se que substancias antioxidantes e os 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC),
principalmente o 4cido butirico, proveniente da fermentacdo de fibras dietéticas, podem
estar envolvidas na prevencdo e tratamento de doencas intestinais. O dcido butirico é
substrato para a reparacdo do tecido inflamado e inibe fatores pré-inflamatorios; portanto,
quantificar a producdo desse acido é imprescindivel, dado que quanto maior for sua
producdo, maior serd a eficiéncia da dieta para a recuperacdo do tecido. Para tanto, foi
realizada uma anélise in vitro que demonstrou que a dose de 0,3 g couve acrescido de 0,2 g
de mamdo era a dieta que produzia maiores quantidades de butirato, o dado foi obtido
através da leitura por cromatografia de ions, metodologia essa padronizada e validada pelo
grupo de pesquisa. Apds a escolha da propor¢do dos vegetais, seguiu-se o estudo in vivo. A
principio, verificou-se a a¢do da mistura na modula¢do da microbiota intestinal em ratos
sauddveis, assim como em ratos com colite induzida por &cido trinitrobenzenosulfonico
(TNBS), pelo aumento do numero de colonias de bactérias benéficas e redu¢do do nimero
de coldnias de bactérias potencialmente patogénicas. Estudos t€ém demonstrado que o efeito
prebidtico é benéfico na prevencdo ou melhora dos diferentes sinais e sintomas envolvidos
nas DII. Isso foi confirmado no presente estudo, uma vez que o tratamento dos ratos
coliticos com a mistura que apresentou efeito prebidtico foi capaz de exercer efeito
antiinflamatorio intestinal, j4 que os animais tratados apresentaram diminui¢ao no escore da
lesdo e dos niveis de alguns mediadores pré-inflamatérios, como o TNF-q, IL-1f, atividade
da MPO e expressao de iNOS. Os mesmos resultados ndo foram observados quando os
animais foram tratados com os vegetais isolados. Conclui-se, que a mistura de couve e
mamao mostrou habilidade em modular a microbiota intestinal, tanto em ratos saudaveis
quanto em ratos com colite experimental induzida por TNBS; que esse efeito prebidtico

veio acompanhado de recuperacdo da inflamacao intestinal em ratos coliticos; e que houve
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uma acdo sinérgica dos componentes ativos da couve e do mamao, quando esses estao

associados.



ABSTRACT

Despite the range of therapeutic possibilities, there is still no ideal treatment for
inflammatory bowel disease (IBD), with the right profile of efficacy and safety. For this
reason, it is of great interest to study agents with little side effect, as a nutraceutical, on the
treatment/prevention of such diseases. In this context, emerged the interest in studying kale
and papaya plants with high content of carotenoids and dietary fiber, in addition to low cost
and their common use in the diet of Brazilians. It is known that antioxidants and short chain
fatty acids (SCFA), especially butyric acid, obtained from the fermentation of dietary fiber,
may be involved in the prevention and treatment of intestinal diseases. The butyric acid is a
substrate for the repair of inflamed tissue and inhibits pro-inflammatory factors; for that
reason, to quantify the production of this acid is mandatory, given that the higher the
production, the greater the efficiency of the diet for tissue recovery. Therefore, an in vitro
analysis showed that the dose of 0.3 g of kale with 0.2 g of papaya was the one that
produced the greatest amount of butyrate. The data was obtained by ion chromatography
readings, methodology standardized and validated by the research group. After choosing
the proportion of the vegetables, the next step was an in vivo study. At first, the action of
the mixture in the modulation of bacterial flora was checked in healthy rats, as well as in
rats with colitis induced by trinitrobenzenosulfonic acid (TNBS), by the increase on the
number of colonies of beneficial bacteria and the reduction on the number of potentially
pathogenic bacteria colonies. Studies have demonstrated that the prebiotic effect is
beneficial in the prevention or improvement of the different signs and symptoms involved
in IBD. This was confirmed by this study, since the treatment of the affected rats with the
mixture that showed prebiotic effect was able to exert intestinal anti-inflammatory effect,
since the treated animals showed lower scores of the lesion and reduced some pro-
inflammatory mediators such as TNF-a, IL-13, MPO activity and iNOS expression. The
same results were not observed when the animals were treated with the isolated plants. It
can be concluded that the mixture of kale and papaya showed ability to modulate the
intestinal flora in both healthy rats and in rats with experimental colitis induced by TNBS,
whereas this prebiotic effect was accompanied by recovery of intestinal inflammation in
rats with colitis and that there was a synergistic action of the active components of kale and

papaya, when these are combined.
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engrossamento da parede intestinal; (C e D) grupo com colite induzida por TNBS e
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Figura 28. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500
mg/kg de peso de animal) na contagem de colOnias de lactobacilos do conteudo fecal do
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Figura 29. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500
mg/kg de peso de animal) na contagem de colonias de bactérias aerébias do contetido
fecal do célon de ratos com colite induzida por TNBS (n=6). Dados expressos em CFU
log 10. P < 0,05 versus grupo controle; e *P < 0,05 e **P < 0,01 versus grupo controle
TNBS. 64
Figura 30. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500
mg/kg de peso de animal) na contagem de colOnias de enterobactérias do conteudo fecal
do célon de ratos com colite induzida por TNBS (n=6). Dados expressos em CFU log 10.
P < 0,05 e P < 0,001 versus grupo controle; e *P < 0,05 versus grupo controle TNBS.
65
Figura 31. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500
mg/kg de peso de animal) na relacdo do nimero de coldnias de bactérias benéficas
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INTRODUCAO

1. Doencas Inflamatérias Intestinais

1.1. Aspectos gerais

A retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) e a doenga de Crohn (DC) sao doengas
inflamatorias intestinais (DII) cronicas e recorrentes do trato gastrointestinal (TGI), com
periodo de exarcebac@o dos sintomas seguidos de intervalos, mais ou menos prolongados,
de remissdo dos mesmos (Baumgart e Carding, 2007).

A RCUI é uma doenga inflamatoria, restrita ao cdlon, ndo-transmural, pois afeta
somente as camadas superficiais do c6lon, como a mucosa e a submucosa; caracteriza-se
por infiltracdes de neutréfilos e eosindfilos, com formacdo freqiiente de abscessos de
criptas (Obrador e Riera, 1994; Stenson e McDermott, 1991), onde ocorre acimulo de
neutréfilos adjacentes as criptas, necrose do epitélio e presenga de edema e hemorragia. A
mucosa apresenta um aspecto granuloso, consequéncia da irregularidade da inflamacdo, e
polipos inflamatérios aparecem com freqiiéncia (Geller, 1994). Também € freqiiente a
presenca de diarréia sanguinolenta, acompanhada ou ndo de sintomas sist€émicos como
febre, mal-estar geral, perda de peso, entre outros (Sutherland, 1994). Dependendo do
envolvimento na extensdo anatOdmica, pacientes podem ser classificados como tendo
proctite (limitado ao reto) ou pancolite (todo o intestino grosso) (Baumgart e Sandborn,
2007).

J4 a DC € uma doencga inflamatoria transmural, ou seja, se propaga por toda a parede
intestinal e pode levar a perfuracdo da mucosa gastrintestinal, estenose e fistulas com os
orgdos adjacentes (Levine, 1994; Gasche, 2000). Esta enfermidade pode afetar qualquer
segmento do trato gastrointestinal (TGI), desde a boca até o anus, porém é mais freqiiente
na regido ileocecal (Gassull e Cabre, 1994). Manifestagdes tipicas incluem envolvimento
descontinuo e simultaneo de distintas zonas do TGI, separadas entre si por segmentos

intactos (Baumgart e Sandborn, 2007).



Um resumo das caracteristicas da RCUI e DC esté apresentado na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas diferenciais entre RCUI e DC (Cho & Abraham, 2007).

Doenca de Crohn Colite Ulcerativa
Desde a boca até o anus Reto +/- cdlon
Distribui¢ao descontinua Distribui¢ao continua

Transmural (afeta todas as camadas do intestino) Afeta apenas a mucosa

Anatomia patologica: Anatomia patoldgica:
Granulomas Abscessos de criptas
Agregados linféides Deple¢do da mucina
Fibrose Distor¢ao glandular

Em ambas as enfermidades podem aparecer complicacOes auto-imunes que afetam
Orgdos extra-intestinais como articulacdes, olho e pele. Este quadro é comum em até 40%
dos casos (Lichtman e Balfour Sartor, 1994). Entre as complicacdes auto-imunes destacam-
se episédios tromboembdlicos, anemias e osteoporose (Gasche, 2000; Szulc e Meunier,
2001). Além disso, pacientes com DII t€tm aumento, de modo cumulativo, no risco de
desenvolver cancer, sendo que a duracdo e extensdo da enfermidade, complicagdes extra-
intestinais e aparicdo da enfermidade em tenra idade sdo fatores que aumentam esta
predisposicao. O risco de cancer ¢ maior em pacientes com RCUI do que em pacientes com

DC (Pohl et al., 2000).

1.2. Epidemiologia das DII

Em geral, as taxas mais altas de incidéncia e prevaléncia, tanto para DC, quanto
para RCUI, estdo descritas no norte da Europa, Reino Unido e América do Norte, que sdo

regides geograficas associadas historicamente as DII. Entretanto, existe uma incidéncia e



prevaléncia crescentes em outras dreas como o sul e centro da Europa, Asia, Africa e
América Latina, indicando que as DII t€m um processo dinamico (Loftus et al., 2004).

No Brasil, os dados epidemioldgicos sdo escassos. Souza et al. (2002) estudaram a
evolucdao da ocorréncia das DIl em um hospital universitdrio do sudeste do Brasil. A
conclusdo é de que houve aumento na frequéncia das DII nesse hospital, com tendéncia da
DC ser mais prevalente que a RCUI. As caracteristicas demograficas, clinicas e evolutivas
dos pacientes foram, de modo geral, semelhantes as ja descritas; além disso, confirmou-se
que manifestagdes sist€micas e ocorréncia de pancolite associaram-se a maior gravidade da
RCUI, enquanto que a idade inferior a 50 anos e o tabagismo associaram-se a taxas mais
altas de complicacdes da DC.

Freqiiéncia e tipo da doenca sdo influenciados por uma série de fatores
demograficos como o género, a idade e a etnia. Parece existir uma leve diferenca entre os
géneros na incidéncia das DII. Em geral, encontra-se certo predominio de DC em mulheres,
ainda que nas dreas de baixa incidéncia seja mais freqiiente em homens. Este predominio,
especialmente em mulheres no final da adolescéncia e inicio da idade adulta, sugere que os
fatores hormonais podem desempenhar importante papel na doenca. Por outro lado, se
existe algum tipo de influéncia do género na RCUI, parece afetar mais o homem (Loftus et
al., 2000).

Classicamente, a idade na incidéncia das DII tem uma distribui¢do bimodal. Hd um
primeiro pico de incidéncia entre a segunda e terceira décadas de vida, seguido de um
segundo pico, menor que o primeiro, nas décadas posteriores (Bjornsson e Johannsson,
2000).

Levando em conta que se devem interpretar com muita cautela os dados
epidemioldgicos, parece claro que as DII sdo mais freqiientes em individuos da raca branca
e sdo incomuns em individuos da raca negra, nos hispano-americanos e asiaticos.
Entretanto, é previsivel que a incidéncia se aproxime da raga branca, com a progressiva
aquisicdo dos habitos ocidentais por esses grupos. Muitos estudos mostram um risco maior
de desenvolver DII na etnia judia; sendo que neles a RCUI € trés vezes mais freqiiente e a
DC ¢ seis vezes mais freqiiente que na populacdo nio judia da mesma area (Roth er al.,

1989).



1.3. Etiologia das DII

Embora a etiologia das DII ainda ndo estd claramente elucidada, sugere-se que seja

devido a uma complexa relacdo entre fatores genéticos, ambientais, microbianos € imunes

(Podolsky, 2002).

<€ Ambientais ==

Microorganismos

Genético Imunolégico

Figura 1. Fatores relacionados a etiologia das DII. Adaptado de Danese et al., 2004.

1.3.1. Fatores Genéticos Relacionados as DII

Virias evidéncias sugerem que a predisposi¢do genética € um fator importante na
etiologia das DII. Uma histéria familiar positiva é encontrada em 5-20% dos pacientes com
DII (Barrett et al., 2008); além disso, parentes de primeiro grau de individuos com DII
possuem de 25 a 50 vezes mais probabilidade de desenvolver DC e 10 a 20 vezes mais

probabilidade de desenvolver RCUI quando comparados a populacdo em geral (Zheng et

al., 2003).



As principais associacdes genéticas nas DII, em geral, podem ser divididas em
genes que contribuem para a resposta imune inata e aqueles que contribuem para a resposta
imune adaptativa.

Na imunidade inata, a associacdo da DC com polimorfismos em NOD2 sugere que
alteracdoes no reconhecimento e processamento intracelular de componentes bacterianos
podem ter um papel importante na imunopatogénese desta doenca. Polimorfismos no gene
NOD?2 foram os primeiros fatores de risco definitivos identificados para DC (Ogura et al.,
2001). NOD2 ¢é um receptor de reconhecimento para moléculas que contenham uma
estrutura especifica denominada muramil dipeptideo (MDP) (Inohara et al., 2003). MDP
estd presente em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e ativacdo do NOD2 por ele
resulta na ativacdo das vias de sinaliza¢do do fator nuclear kappa B (NFk-B) e da proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPK) (Kobayashi, 2005).

Na imunidade adaptativa, uma das mais fortes associacOes genéticas observadas em
DC € no gene que codifica o receptor IL-23R. Esse polimorfismo também tem sido relatado
em pacientes com colite ulcerativa (Duerr et al., 2006). Além disso, a via de sinalizacao
que envolve esse receptor tem demonstrado exercer um papel fundamental na mediagcdao

final da inflamacao em modelos experimentais das DII.

1.3.2. Fatores Ambientais Relacionados as DII

E evidente a influéncia dos fatores ambientais no desenvolvimento das DII devido
ao aumento das incidéncias, tanto de DC, quanto de RCUI, durante a segunda metade do
século XX, como conseqiiéncia de profundas mudancas no estilo de vida nos paises
desenvolvidos. Esse fato é mais evidente nos paises em desenvolvimento que adotaram
hébitos ocidentais. De acordo com a chamada “hipdtese da higiene”, tem ocorrido mudanga
do estilo de vida “sujo” com alta exposi¢do a microorganismos para um estilo de vida
“limpo” com baixa exposicdo aos mesmos (Wills-Karp et al., 2001). Mudangas ambientais,
como melhoria na qualidade de vida e na alimentacdo, envolvendo alimentos e 4gua mais
seguros, melhora na higiene e na saide, além do amplo uso de antibidticos, t€ém levado a

uma diminuicdo progressiva das doengas infecciosas. Paralelamente a isso, tais mudangas



tém levado também ao aumento de doengas alérgicas e auto-imunes, incluindo a DC e a
RCUI, como resultado da redu¢@o no desenvolvimento do sistema imunitdrio nos primeiros
anos de vida (Bach, 2002).

Os fatores ambientais reconhecidos como de risco para as DII sdo tabagismo, dieta,
farmacos, estresse e microorganismos (Danese et al., 2004).

O melhor exemplo de influéncia do ambiente nas DII € o habito de fumar. O tabaco
apresenta um efeito inverso na DC e na RCUI, sustentando a idéia de que sao distintos os
mecanismos em cada forma de DII (Thomas et al., 1998); assim, constitui-se em importante
fator de risco para a DC, aumentando a freqiiéncia de recidivas e a necessidade de cirurgia.
A interrup¢@o do consumo de cigarros melhora os sintomas da doenca (Rubin e Hanauer,
2000). Em contraste, pacientes com RCUI a descontinuag¢do do tabagismo aumenta o risco
de desenvolvimento da doencga, apoiando um papel protetor do tagismo na RCUL
Entretanto, um possivel papel do tabagismo passivo, particularmente em criangas, como
fator de risco ou de protecdo para DC ou RCUI continua a ser questdo controversa (Danese
et al.,2004).

Como as DII acometem o trato gastrintestinal existe uma possivel relagdo entre
componentes da dieta e a fisiopatologia da doen¢a; mecanismos imunolégicos sdo usados
para alimentar a relacdo entre antigenos alimentares e o desenvolvimento de inflamacao
intestinal. Embora 16gica, a hipétese estd longe de ser provada e estudos que investigam as
relagdes sugeridas sdo pouco convincentes, principalmente porque s6 fornecem evidéncias
indiretas de uma possivel causa e efeito entre fatores dietéticos especificos e as DII (Danese
et al., 2004). Estudos que visam encontrar uma relacdo causal entre a dieta e as DII
enfrentam grandes dificuldades, como a defini¢do da composicao real de cada dieta. Entre
os fatores dietéticos analisados, trabalhos mostraram o agucar refinado como fator de risco
para a DC, mas ndo para a RCUI (Sonnemberg, 1988), a gordura para RCUI, enquanto as
frutas, vegetais e fibras parecem diminuir o risco das DII (Reif et al., 1997).

Dentre os fatores ambientais, farmacos como contraceptivos orais e drogas
antinflamatdrias ndo esteroidais (DAINE) sdo as duas classes de medicamentos mais
estudadas como possiveis causas das DII. O uso concomitante de anticoncepcionais orais
pode agravar o risco de eventos tromboembdlicos nas DII ativas, mas dados definitivos

ligados a estes fatores precisam ser explorados (Alstead, 1999). Por outro lado, se



contraceptivos podem afetar a evolucdo das DIl através de seus mecanimos
tromboembdlicos, ndo se pode descartar outros efeitos imunomoduladores, como alguns
relacionados com a supressdo do NF-kB (Evans et al., 2001). A situacdo é menos ambigua
em pacientes que utilizam DAINESs, porque seu uso estd claramente associado a um risco
maior de DII. Pacientes com remissao clinica podem recair apés administragao de DAINEs
(Hanauer & Sandborn, 2002); ndo obstante, foi sugerido que os inibidores da
ciclooxigenase-2 (COX-2) sdo seguros em pacientes com DII (Mahadevan et al., 2002).
Estresse psicolégico tem sido descrito como "um processo em que as exigéncias
ambientais excedem a capacidade adaptativa de um organismo, resultando em alteragdes
psicoldgicas e biologicas que podem aumentar o risco de uma doenga” (Cohen et al., 1997).
Acredita-se que esse tipo de estresse desempenhe papel importante nos distirbios
gastrintestinais, especialmente nas DII. Modelos experimentais de colite e estudos de
interacdo neuroimunoldgica sugerem que o estresse pode agravar o curso das DII (Collins,
2001). A duragdo do estresse pode também ser importante, jd que o risco de exacerbagdo
das condicdes clinicas como diarréia cronica, fezes sanguinolentas, dor abdominal, perda de
peso, desnutri¢do e fraqueza, parece estar associada com um estado de estresse prolongado
(Levenstein et al., 2000). Esta relacao apresenta semelhanga com os “cotton-top tamarins”,
primatas que vivem enjaulados na América do Sul e desenvolvem colite espontanea quando
mantidos presos em clima frio por longos periodos (Maunder et al., 2000). Os mecanismos
que explicam a exacerbacdo da doenca pelo estresse sdo desconhecidos; contudo,
provavelmente estdo implicados numa complexa interagdo de fatores nervosos, enddcrinos

e imunes (Hart & Kamm, 2002).

1.4. Fisiopatologia das DII

O intestino, ao constituir uma barreira para o contato com o meio externo, €
particularmente propenso a inflamagdo, em circunstincias normais, € manifesta uma
“inflamacao fisioldgica” representada por grande infiltragdo de leucocitos que se encontram
normalmente na mucosa em resposta a antigenos microbianos da dieta (Fiocchi, 2003). Este

processo inflamatério fisioldgico ocorre de forma satisfatéria quando € auto-limitado e



desaparece quando o agente indutor for eliminado gracas a uma resposta imune apropriada;
porém, quando esta resposta imune se prolonga, origina-se um estado inflamatério cronico.
Tanto a DC quanto a RCUI sao claros exemplos desta situacdo; acredita-se que estas
enfermidades sejam o resultado de uma resposta inapropriada e sustentada do sistema
imune da mucosa em resposta a microbiota intestinal normal em individuos geneticamente
susceptiveis. A resposta €, provavelmente, facilitada por alteragdes na barreira epitelial do
intestino e mediada, principalmente, por células T da mucosa, com perda de tolerancia
frente a microbiota intestinal (Bouma e Strober, 2003; Podolsky, 2002).

A imunoregulacdo no intestino é um processo complexo mediado por uma
variedade de células imunes que estdo, constantemente, fazendo frente a enorme quantidade
de antigenos presentes no limen. Em condi¢Oes fisioldgicas existe uma resposta imune nula
ou muito baixa frente a estes antigenos, processo denominado indugio de tolerancia oral,
cuja alteracdo pode conduzir ao desenvolvimento de DII. O tipo de antigeno localmente
presente e a reacdo imune frente a eles determinam o resultado da resposta adaptativa.
Além das células imunes cldssicas, outros tipos celulares participam da resposta
inflamatoria cronica das DII, como as cé€lulas epiteliais, endoteliais € nervosas. Existe uma
comunicacdo entre elas e, como resultado desta interacdo e de diferentes processos de
sinalizacdo intracelular, secrecdo de numerosos produtos, tais como anticorpos, citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento, eicosandides, espécies reativas de oxigénio (ERO),
espécies reativas de nitrogénio (ERN), enzimas proteoliticas e neuropeptideos, assim como
a expressao em superficie de moléculas de adesdo que facilitam a amplificacdo da interagao
celular e, consequentemente, a inflamacdo (Fiocchi, 1998). Todos os agentes envolvidos
contribuem para o recrutamento de novas células imunes em direcdo ao foco inflamatorio,

tornando cronica a resposta inflamatoria.

1.5. Terapéutica no Tratamento das DII

Diversos medicamentos sdo utilizados de forma limitada no tratamento das DII.

Entre as substincias mais estudadas, destacam-se derivados dos salicilatos (Seibold, 2003),

corticosterdides (Katz, 2004), imunossupressores (Sandborn e Feagan, 2004) e mais



recentemente, as terapias anti-TNF-a (Van Assche et al., 2005). No entanto, essas drogas
apresentam efeitos colaterais, ttm o custo elevado, além de, isoladamente, ndo serem
eficazes sobre todos os pardmetros da doenga até agora estudados (Jafri & Pasricha, 2003).

O tratamento deve comegar pelo diagndstico preciso. Este depende do conjunto da
histdria clinica, dos achados de exame fisico, endoscdpico, radioldgico e histolégico, assim
como dos exames laboratoriais. O resultado desta investigacdo permite distinguir a DC da
CU. Entretanto, em aproximadamente 10% dos pacientes, pelo menos inicialmente, isto ndo
¢ possivel (Podolsky 2002). Marcadores sorolégicos podem auxiliar no diagndstico
daqueles doentes para os quais os critérios habituais nao foram suficientes (Biondo-Simoes
et al., 2003).

O tratamento das DII dependerd da gravidade, da extensdo e do local envolvido. A
dieta elementar tem sido sugerida como tratamento inicial, porém a adesdo dos pacientes é
baixa, pois € de alto custo e a torna invidvel para a maioria dos enfermos (Griffiths et al.,
1995). Um grande ntumero de drogas antinflamatorias gerais ou seletivas tem sido
empregado e, apesar de conseguirem remissdo das crises, ndo cura a doenca (Biondo-
Simdes et al., 2003). O tratamento cirdrgico € reservado para as complica¢des da DC ou
para quando sintomas graves persistem mesmo apds tratamento intensivo com drogas

antinflamatdrias ou imunossupressoras (Biondo-Simdes et al., 2003).

1.5.1. Terapia Convencional

O 4cido 5-aminosalicilico (5-ASA) tem boa atividade nos pacientes portadores de
RCUI e DC, podendo ser efetivo para manter a remissdo da RCUI (Biondo-Simdes et al.,
2003). Estudos demonstraram que o 5-ASA € funcionalmente ativo, bloqueando a producao
de prostaglandinas e leucotrienos, inibindo a quimiotaxia dos neutrdfilos, a secrecdo de
substancias pré-oxidantes e a ativacdo do NF-kB (Podolsky, 2002; Kim et al., 2009).

Corticosterdides t€ém sido empregados inicialmente na remissdo da doenca. Eles
parecem controlar a doenca de uma maneira complexa, que pode incluir a modulagdo da

fosfolipase A,, IL-1, TNF-a (Bauditz et al., 2002), molécula de aderéncia aos leucdcitos
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endoteliais-1 (ELAM-1) e molécula de aderéncia intercelular-1 (ICAM-1) e lise dos
linfécitos e dos eosindfilos.

Imunossupressores como azatioprina e seu metabdlito ativo, 6-mercaptopurina, t€ém
sido usados para pacientes com DII, apesar dos riscos aumentados para linfoma (Lewis et
al., 2001). Estudos clinicos tém demonstrado que estes agentes sdo eficientes para manter a
remissdo, mas sdo inefetivos no controle dos casos agudos. O mecanismo de acdo desta
droga permanece desconhecido, mas pode incluir supressdo da geracdo especifica de
células T. Azatioprina é andloga a purina inibe competitivamente a biossintese destes
nucleotideos; apresenta dois tipos de efeitos colaterais: “alérgicos” (dose independente):
pancreatite, hepatite, febre, diarréia e mal-estar; e “ndo alérgicos” (presumivelmente dose
dependente): leucopenia e algumas formas de hepatite (Biondo-Simdes et al., 2003).

Ja o metotrexato, antagonista do acido f6lico, tem sido usado para DC, mostrando-
se menos util para a RCUIL. O mecanismo de acdo parece ser a inibicdo da IL-1 através do
mimetismo molecular com diidrofolato redutase (Fraser ef al. 2002)

Outro imunossupressor usado na clinica médica é a ciclosporina, que pode ser
efetiva no tratamento da RCUI severa em pacientes hospitalizados que necessitam de
proctocolectomia; age, provavelmente, através do bloqueio da ativacdo dos linfécitos,
inibindo a transcricdo de IL-2 e do seu receptor nos linfécitos T auxiliares, além de inibir
também a producao de fatores que ativam as células B e estimulam a producdo de IFN-y

pelas células T auxiliares (McCormack et al., 2002).

1.5.2. Terapias Nao Convencional

Novas abordagens terapéuticas tem emergido nos dltimos anos como resultado do
avanco na compreensdo da patogénese das DII. Estas novas terapias, dirigidas aos
mecanismos da doenca, tém a finalidade de tornar mais eficazes e mais seguros os
tratamentos para as DII (Nakamura et al., 2008). Existem diversos agentes anti-TNF
desenvolvidos, mas apenas trés tém sido eficazes em DC: infliximabe, adalimumabe e
certolizumabe (Gomollén & Loépez, 2008). Suas estruturas moleculares sdo diferentes:

Infliximabe e adalimumabe sdo anticorpos monoclonais que diferem porque o primeiro é
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quimérico (75% camundongo e 25% humana) e o segundo somente humano; enquanto,
Certolizumabe é um fragmento Fab especifico, anti-TNF, combinado com duas moléculas
de polietilenoglicol. Todos eles compartilham um mecanismo de acdo geral que consiste
em ligar-se ao TNF, solivel e encontrado na membrana plasmadtica, inibindo sua ac¢do pro-
inflamatéria direta e mediada pela inducdo de outras citocinas (principalmente IL-6)
(Gomollén & Lépez, 2008). Além deste efeito em comum, estes agentes exercem outras
fungdes potencialmente antinflamatoérias. Nesse sentido, infliximabe e adalimumabe sao
capazes de induzir apoptose em diferentes tipos celulares. O uso do Infliximabe em
pacientes com DC ja foi aprovado por érgaos competentes (Nakamura et al., 2008) e para a
RCUI (Rutgeerts et al., 2005). Para reduzir possiveis eventos alérgicos em humanos, o
Infliximab foi submetido a tecnologia recombinante, tornando-se menos imunogénico
(Drewe e Powell, 2002).

Um estudo multicéntrico (randomizado e controlado com placebo) recente mostrou
que anticorpo monoclonal para integrina a4f7, o MLNO2, tem eficdcia na indugdo da
remissao em pacientes com RCUI (Feagan et al., 2005); este resultado sugeriu que MLN02
seria uma alternativa atraente para pacientes que nao respondem ao 5-ASA ou corticéides.
Entretanto, os dados sobre a eficacia do MLLNO2 no tratamento de pacientes para os quais a
terapia com corticosterdides € ineficaz, ndo estdo disponiveis até o momento.

J4& o RDPS58, um decapeptideo imunomodulador capaz de inibir a sintese de
citocinas pré-inflamatdrias, interrompe a formag¢do do complexo TRAF6-MyD88-Irak
responsavel pela ativagdo de vérias vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na
inflamacdo. Como resultado, o decapeptideo inibe a producdo de varias citocinas, incluindo
TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6 e IL-12 (Iyer et al., 2002). Um estudo randomizado recente
mostrou que RDP58, numa dose relativamente alta, foi eficaz na RCUI de intensidade
moderada (Travis et al., 2005) e, embora o mecanismo de acdo deste agente seja atraente,

outras investigagcdes seriam uteis para seu uso clinico.
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1.5.3. Antioxidantes

Estudo realizado por Reimund et al. (1998) em humanos analisou a influéncia de
trés antioxidantes (butirato de hidroxianisol, tetrahidropapaverolina e 4cido
nordihidroguaiarético) na inibicio de TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8; o efeito inibidor de
citocinas pelos antioxidantes mostrou-se mais pronunciado na RCUI do que na DC.

A atividade farmacoldgica proposta € relevante considerando-se que o oxigénio é
essencial para a vida, mas também pode causar danos celulares graves. Isto é conhecido
como “paradoxo do oxigénio”. A reducdo do oxigénio nos tecidos bioldgicos produz um
nimero elevado de radicais livres, muito reativos, conhecidos como Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO). As ERO sdo resultantes do metabolismo incompleto do oxigé€nio
molecular (O;), gerando anion superdxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical
hidroxil (OH’), que possuem um elétron ndo pareado na tltima camada de valéncia. Por
serem extremamente reativas, as ERO atacam moléculas bioldgicas levando a danos
celulares como peroxidacao lipidica, degradacdo de proteinas, quebra do DNA e até morte
celular. Para controle do processo de ataque oxidativo o organismo possui sistemas de
defesa como as enzimas superéxido dismutase, peroxidases e catalase (Thomas, 2000).

Outra fonte de radicais livres € o processo inflamatério. Quando ocorre uma
agressdo a um determinado tecido, hd producdo de agentes quimiotixicos como
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, produtos bacterianos e virais. Esses agentes
quimiotédxicos atraem células fagocitarias que reduzem O, a O, no processo inflamatoério,
por acdo da NADPH oxidase; o objetivo € a destruicdo dos agentes invasores (Conner &
Grishan, 1996).

Na colite experimental, ha processos inflamatérios tipicos geradores de radicais
livres; por outro lado, a administracdo de enzimas antioxidantes reduz a severidade da

inflamacao célica (Segui et al., 2004).
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2. Microbiota Intestinal

Devido as secre¢Oes de dcido gastrico, bile e secre¢des pancredticas hd uma baixa
densidade de microbiota no intestino delgado; por outro lado, hd uma densa colonizacdo
das mesmas no intestino grosso, sendo que a maior parte do conteddo fecal do intestino
grosso (40 a 55 %) € formada por bactérias e seus produtos (Damaskos e Kolios 2008).
Porém, tem sido observado que, aproximadamente 50% dessas bactérias, rastreadas por
métodos moleculares, ndo crescem em meio de cultura usual de laboratorios de
microbiologia (Tannock 2007)

O trato gastrointestinal de um feto é estéril e o processo de colonizagdo comeca
imediatamente apds o nascimento sendo concluido dentro de poucos dias (Guarner e
Malagelada 2003a); essa colonizag@o acontece pelo contato entre o recém nascido € 0 meio
em que ele vive. A populacdo bacteriana intestinal varia de acordo com tipo de parto
(normal versus cesariana) (Hallstrom et al., 2004), higiene, uso de medicamento, tipo de
alimento (leite materno versus outras), entre outros aspectos (Danese et al., 2004; Penders

et al., 2005).

2.1. Funcoes da Microbiota Intestinal no Organismo Hospedeiro

O uso de animais germ free tem contribuido com informag¢des importantes sobre
relacdo da microbiota intestinal com a fisiologia do hospedeiro. Evidéncias obtidas destes
estudos mostram que a microbiota intestinal tem importante func¢do nutritiva, tréfica,
protetora e imunomoduladora no organismo hospedeiro (Guarner e Malagelada 2003a)

As bactérias da microbiota intestinal sintetizam vdrias vitaminas do grupo B e K;
esta dltima absorvida no ceco e no célon proximal, favorecendo a recuperacio e a absor¢ao
de fons como cdlcio, ferro e magnésio (Guarner e Malagelada, 2003b). A microbiota
intestinal do célon também tem a fun¢do de digerir carboidratos e proteinas que escaparam
do processo digestivo do intestino delgado. A diversidade génica na comunidade bacteriana
fornece uma variedade de enzimas e vias bioquimicas distintas dos recursos constitutivos

do préprio hospedeiro; com isso ocorre a recuperacdo da energia metabdlica e promog¢ao do
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crescimento e da proliferacdo das proprias bactérias (Guarner e Malagelada 2003b). Os
carboidratos s@o fermentados por bactérias sacaroliticas, inicialmente no c6lon proximal
produzindo significativas quantidades de AGCC, além de H, e CO,, A producdo de AGCC
¢ alta no ceco e célon proximal (70 a 140 mM) devido a maior oferta de substrato, e essa
producdo cai ao longo do intestino chegando a 20 mM (Topping e Clifton, 2001 e Guarner
e Malagelada 2003b). Os principais AGCC gerados sdo dcido acético, propidnico e butirico
(85 a2 95% do total) em uma propor¢do molar de 60:25:20 quase constante, respectivamente
(Titgemeyer et al., 1991). Estes dcidos sdo gerados no metabolismo do piruvato, produzido
pela oxidacdo da glicose através da via glicolitica. Existem duas vias para a metabolizacao
do piruvato. Em uma delas forma propionato através do succinato; na outra o piruvato é
convertido em acetil-CoA que posteriormente € hidrolizado para formar acetato ou €
reduzido para formar butirato. A fermentacio coélica da fibra produz energia e seu valor
oscila entre 1 e 2,5 cal/g, dependendo do seu grau de fermentabilidade (Peris et al., 2002).

Tendo a fermentacdo como principal fun¢do metabdlica da microbiota intestinal, os
AGCC provenientes dessa fermentacdo contribuem com 80% do consumo energético dos
colondcitos e com 5 -10% do total do consumo energético do individuo hospedeiro.
Diversos estudos t€ém demonstrado que os colondcitos utilizam os AGCC na seguinte
ordem: butirato, acetato e propionato (Topping e Clifton 2001).

Todos os dados acima referidos, relacionam-se as func¢des nutritivas da microbiota
intestinal no organismo do hospedeiro.

Estudos in vivo demonstraram que esses trés AGCC estimulam a proliferacdo e
diferenciac@o das células epiteliais tanto no intestino delgado quanto no grosso, ou seja, os
AGCC tém funcdo trofica para o intestino. O butirato inibe a proliferagdo e estimula a
diferenciagdo das células epiteliais de linhagens neoplasicas induzidas (Siavoshian et al.
2000); além disso, promove reversdao de células neoplésicas para ndo-neoplasicas (Gibson
etal., 1992).

Bactérias residentes da microbiota intestinal sdo cruciais na resisténcia a
coloniza¢do de micrébios exdgenos e, portanto, sdo altamente relevantes na prevengdo de
invasdo do tecido por patdgenos, apresentando, assim, uma fungdo protetora. Essa hipotese
¢ reforcada com base em estudos com animais germ-free que demonstrou que a auséncia da

microbiota intestinal deixa o organismo muito susceptivel a infec¢do (Taguchi et al., 2001).
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Vérios mecanismos tém sido implicados no efeito barreira. Em estudos in vitro, as bactérias
competem por sitios de ligacdo na borda escova das células epiteliais do intestino. A adesdo
de bactérias ndo patogénicas pode prevenir a ligacdo e entrada de patégenos
enteroinvasivos dentro das células epiteliais. Além disso, as bactérias competem por
disponibilidade de nutrientes nos nichos ecoldgicos e conservam seu habitat coletivo por
administracdo e consumo de todo recurso. Finalmente, as bactérias intestinais podem
impedir, ainda, o crescimento de seus competidores pela producdo de substancias
antimicrobianas chamadas bacteriocinas; a habilidade de sintetizar bacteriocinas esta
largamente distribuida entre as colonias bacterianas do trato gastrointestinal e o organismo
do hospedeiro pode controlar a producdo de tais substancias ja que a maioria delas trata-se
de compostos protéicos (Guarner e Malagelada, 2003a).

O sistema imune amadurece ao redor do tubo digestivo, que € a grande superficie de
contato com as bactérias. Nesta regido, ha milhdes de interagdes complexas que modulam o
amadurecimento do sistema de defesa (Link-Amster et al., 1994). A resposta imune a
microbiota intestinal depende de componentes inatos e adaptativos. As respostas inatas sao
mediadas ndo apenas pelas células imunoldgicas, tais como neutréfilos e macréfagos que
podem fagocitar e matar patégenos, mas também pelas células epiteliais do intestino que
coordenam as respostas do hospedeiro para sintetizar uma ampla gama de mediadores
antiinflamatorios e transmitem sinais para as c€lulas da camada inferior da mucosa. O
sistema imune inato tem que discriminar entre microorganismos potencialmente
patogénicos das bactérias comensais com o uso de um restrito nimero de receptores pré-
formados (Aderem e Ulevitch, 2000). A colonizacdo microbiana do trato gastrointestinal
também afeta a composicdo do tecido linféide associado ao intestino, envolvendo
mecanismo de memoria do sistema imune (Helgeland e al., 1996). A interacdo precoce
entre o tecido linféide, associado ao intestino, e a microbiota intestinal parece ser crucial no
desenvolvimento do complexo da mucosa e dos sistemas imunurregulatérios; por isso,
animais germ free apresentam baixa densidade de células linféides na mucosa intestinal e

baixa concentra¢do de imunoglobulinas circulantes no sangue (Tannock, 2001).
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2.2. Microbiota Intestinal e DII

Durante muito tempo procurou-se estabelecer uma relacdo entre um agente
infeccioso especifico e DII, mas sem resultados satisfatérios. Atualmente, sabe-se que as
bactérias intestinais influenciam tanto no inicio quanto na perpetuacdo de DII; porém, nem
toda bactéria tem a mesma capacidade pré-inflamatéria, sendo que algumas podem até
mesmo ser benéficas e demonstrar efeito antiinflamatério, também chamado de efeito
probidtico (Rath, 2003).

A teoria mais aceita, at¢ o momento, é de que o desenvolvimento das DII envolve
uma resposta imunitdria exacerbada pela microbiota comensal em individuos
geneticamente susceptiveis (Bamias et al., 2005), j4 que as bactérias comensais € seus
produtos fornecem um constante estimulo antigénico que gera uma resposta agressiva em
hospedeiros geneticamente susceptiveis com intolerncia reduzida a microbiota autéloga.
Essa hipdtese € sustentada pelo fato de que a drea de inflamagdo € maior em locais com
maior densidade de bactérias intestinais (Wiest e Rath, 2003). Outras evidéncias que
favorecem essa hipédtese relacionam-se ao fato de que o uso de antibidticos melhora a
inflamacdo cronica e a cirurgia, que desvia o fluxo fecal, pode prevenir a recidiva da DC;
além disso, observa-se que nas DII ha presenca de bactérias aderentes com capacidade de
penetrar na mucosa, como Bacterdides sp, Escherichia coli e Enterobacterium (Swidsinski
et al., 2002; Seksik et al., 2003).

A resposta das células T em animais com colite experimental € caracterizada por um
perfil de Ty (T helper 1) direcionado contra as bactérias luminais, como demonstrado nos
camundongos IL-107/" que apresentaram alta concentra¢io de IL-12 e INF-y na presenca da
microbiota comensal, que € atenuado em animais germ free especificos e é completamente
ausente em animais germ free total (Sellon et al.; 1998).

O mecanismo patogénico pelo qual as bactérias intestinais exercem a sua influéncia
pré-inflamatéria ndo estd completamente esclarecido; existe controvérsia se as bactérias e
seus metabdlitos induzem inflamacdo intestinal cronica e manifestagdes extra-intestinal
pela producao de antigenos (peptideoglicanas-polissacarideos, lipopolissacarideos ou DNA
bacteriano) ou se as bactérias simplesmente invadem de uma forma secunddria, as ulceras

nas dreas inflamadas e perpetuam o estabelecimento da doenga (Sutton et al.; 2000).
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2.3. Manipulacio da Microbiota Intestinal

Algumas espécies de bactérias tém sido associadas a uma melhora na saide do
hospedeiro, como é o caso das espécies Bifidobacterium e Lactobacillus (Wong, 2006);
portanto torna-se interessante a manipulacdo da microbiota intestinal. Pode-se manipular a
microbiota intestinal através da utilizacdo de prebidticos, probidticos e também através de
antibidticos.

Prebidtico pode ser definido como “um ingrediente nao digerivel que age
beneficiando o hospedeiro mediante a estimulagdo seletiva do crescimento e/ou da
atividade de um numero limitado de bactérias no célon” (Schrezenmeir e de Vrese, 2001).
Assim, o efeito prebidtico de um carboidrato se d4 em funcdo da sua capacidade de
estimular a proliferacdo de bactérias benéficas ou desejaveis (Bifidubacterium e
Lactobacillus) em detrimento das ndo desejaveis (Bacteridides, Clostridium, E. coli, etc.)
(Swennen et al., 2006). Nesse sentido, os critérios para definir prebidticos serdo: resisténcia
a digestdo no intestino delgado, hidrdlise e fermentagdo pela microbiota do cdlon e
estimulagdo seletiva do crescimento de bactérias no colon. Os prebidticos podem ter
diferentes atividades, como: antiinflamatérias, anticarcinogénicas, antiosteoporotica,
antimicrobianas, hipolipidémicas ou moduladoras de glicemia (Schrezenmeir e de Vrese,
2001).

Considerando a importancia do equilibrio da microbiota intestinal para o controle da
resposta imunoldgica local e sist€mica, utilizar bactérias em pacientes acometidos por DII
torna-se perfeitamente justificado, pois certos probidticos sdo capazes de modular o sistema
imune, beneficiando o hospedeiro com aumento da resisténcia frente a microorganismos
patogénicos (Borruel, 2003). O termo probiotico se refere a um “suplemento alimenticio
com microorganismos vivos que afeta beneficamente o hospedeiro mediante melhora no
equilibrio da microbiota intestinal” (Macfarlane e Cummings, 2002). De fato, a terapia com
probidticos tem sido efetiva para a atenuacao de colite experimental (Madsen et al., 2001 e
Perédn et al., 2005), assim como na manuten¢cdo da remissdo da pouchitis, DC e RCUI
(Gionchetti et al. 2005 e Hart et al., 2003).

O papel dos antibidticos parece ser mais evidente na DC do que na RCUIL O

metronidazol tem se mostrado efetivo como terapia primdria em tratamentos de pacientes
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com DC (Sutherland et al., 1991), assim como para evitar recorréncias do processo
inflamatorio apds rececdo intestinal (Rutgers et al., 1995). O ciprofloxacino também tem
mostrado eficidcia na DC ativa (Arnold er al. 2002), porém tem pequena atividade em

pacientes com RCUI (Turunen et al., 1999).

3. Espécies Estudadas

Apesar da amplitude de possibilidades terapéuticas, ndo existe ainda um tratamento
ideal para as DII com perfil adequado de eficicia e seguranca. Por essa razdo, é de grande
interesse estudar agentes com pouco efeito colateral. Nesse sentido, o emprego de
diferentes frutas e vegetais, contendo fibras dietéticas e compostos quimicos em sua
composi¢do, podem mostrar efeito benéfico nas DII ja que sdo isentos de toxicidade, e
fazem parte da dieta.

A escolha dos vegetais estudados levou em consideragdo seus compostos bioativos,
bem como fibras dietéticas e substancias antioxidantes; além da viabilidade da matéria
prima produzida em larga escala, sendo até mesmo encontrada em quintais de muitas casas,
tornando-a barata e de facil aquisi¢do, o que certamente contariam com alta taxa de adesao.

Os vegetais selecionados foram: mamdo e couve. A seguir estdo relacionadas

informacdes detalhadas acerca dos mesmos.

Mamao

O mamoeiro (Carica papaya, Caricaceae) € um arbusto ereto, ndo ramificado, de 2-
3 m de altura e nativo da América Central e Caribe; seus frutos (figura 2) s@o do tipo baga
piriforme com polpa carnosa, apresentando multiplas variedades em fun¢do dos cultivares
desenvolvidos por melhoramento genético (Vieira, 1992 e Lorezi et al., 2006). E um fruto
climatérico, de grande aceitacdo no mercado brasileiro e no exterior. Contribuindo com
cerca de 38% da producdo mundial, o Brasil € lider no ranking dos paises produtores de
mamao com uma producdo de aproximadamente 1.700.000 toneladas por ano, um negdécio

que movimentou 20 milhdes de ddlares em 2001. As regides Nordeste e Sudeste lideram a
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producdo da fruta, destacando-se a Bahia como primeiro produtor, seguido pelo Espirito
Santo (Embrapa, 2009). Esse fruto também ¢é amplamente cultivado em outras regides
tropicais do planeta para producio de frutos consumidos em todo mundo (Lorenzi e Matos,

2009).

Figura 2. Foto ilustrativa da variedade de mamao usada nesse estudo.

Tanto frutos e sementes, como também latex e raizes do mamoeiro, sdo largamente
empregados pela medicina popular. O fruto é considerado digestivo, diurético e laxativo; o
latex, empregado, na forma de solugcdo de algumas gotas por litro de dgua fervida, é usado
no tratamento de asma e diabetes, enquanto que na forma pura, € usado como vermifugo
poderoso e para eliminar sardas, calos e verrugas (Mors et al., 2000 e Panizza, 1998).
Sementes secas e moidas, usadas na forma de cha, sio consideradas também como
vermifugo (Panizza, 1998) e fruto verde € abortivo (Vieira, 1992).

A polpa do mamio é fonte excelente de carotendide e acido ascorbico e suas
sementes sdo ricas em gorduras e proteinas. Os carotendides presentes na polpa do mamao
sdo beta-caroteno, beta-zeacaroteno, zea-caroteno, criptoflavina, beta-criptoxantina, 5-6-

epoxi-beta-criptoxantina (Rodriguez-Amaya, 2001 e Alobo, 2003). Em 100 g de mamao
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seco (liofilizado) contém 9,59 g de fibras dietéticas soliveis e 8,92 g de fibras dietéticas
insoludveis (Glorio et al., 2008), enquanto que em 100 g de mamao fresco contém 1,3 g de
fibras dietéticas soldveis e 1,3 g de fibras dietéticas insoliveis (Ramulu e Rao, 2003). A

fruta verde possui papaina que ajuda na digestdo (Rajkapoor et al., 2002).

Couve-comum

A espécie botanica Brassica oleracea L. (Brassicaceae), conhecida popularmente
como couve-comum, tem seu centro de origem ao longo da costa do Mediterraneo, de onde
provavelmente se disseminou por toda Europa. Esta espécie € subdividida em variedades
botanicas; dentre elas, destacam-se Brassica oleracea var. capitada L (repolho), B.
oleracea var. botrytis L. (couve -flor), B oleracea var. itdlica Plenck (brécolis), B. oleracea
var. acephala DC (couve -comum), B. oleracea var. gemminifera Zencker (couve-de-
bruxelas) e B. oleracea var. gongilodis L. (couve-rabano) (Giordano, 1983 e Souza, 1983).
Todas as variedades possuem o mesmo ndmero de cromossomos (2n= 2x= 18), sendo
possivel o cruzamento entre elas. Esta espécie é uma das mais polimérficas entre todas as
hortali¢as (Giordano, 1983).

A couve-comum (figura 3) € botanicamente identificada e classificada como
Brassica oleracea var. acephala, sendo caracterizada como planta arbustiva com porte
entre 40 e 120 cm de altura, no entanto, algumas vezes podem ser encontradas plantas com
mais de 3 m de altura. Seu caule é ereto, robusto, cilindrico, liso, carnoso e nao
intumescido, com continua emissdo de novas folhas em seu dpice. As folhas da couve sao
pecioladas, espessas, um pouco carnosas, distribuindo-se em forma de roseta ao redor do
caule. Nas axilas das folhas surgem brotacdes que podem ser utilizadas para propagacdo
vegetativa através de mudas (Souza, 1983). Considera-se que esta variedade é a mais
proxima, em termos genéticos, da couve-silvestre que deu origem a todas as variedades
cultivadas. Este vegetal € tipicamente cultivado no outono-inverno, sendo bem adaptado ao
frio intenso e resistente a geada; também apresenta boa tolerdncia ao calor e permanece
produtivo durante varios meses. A época para plantio se estende ao longo do ano, em

numerosas regides (Filgueira, 2003).
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Figura 3. Foto ilustrativa da variedade de couve usada nesse estudo.

Dentre os vegetais consumidos diariamente, as hortalicas folhosas ndo se
caracterizam pelo aporte energético, mas sim como um grupo de enorme interesse para a
saide humana devido a riqueza em vitaminas, elementos minerais e fibras; tais
componentes tornam seu consumo imprescindivel em uma alimentagdo sauddvel e
equilibrada. Os vegetais de folha verde escuro sdo ricos em carotendides; a couve estd entre
aqueles que contém os mais altos indices de luteina e B-caroteno, esse ultimo auxilia o
organismo a se proteger das doencas degenerativas do tipo degeneracdo macular
(Sommerburg, et al.; 1998 e Kopsell et al., 2003). A couve também € uma boa fonte de
vitamina do complexo B (principalmente B6) e vitamina C (Kopsell et al., 2003), além de
minerais como Ca™ e Mg"", de glicosinolatos e de sulféxido de S-metil cisteina, sendo que
estes dois ultimos, além dos beneficios a saide, também sdo responsdveis pelo sabor
caracteristico do vegetal (Kopsell e Kopsell, 2003). Em 100 g de couve cozida contém 0,77
g de fibras dietéticas soluveis e 1,23 g de fibras dietéticas insoluveis (Cintra et al., 1997).

Portanto, com base na composi¢do quimica da couve e do mamao, sugere-se que

estes vegetais possam constituir um alimento funcional para tratar DII.
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OBJETIVOS

Geral

Desenvolver uma combinagdo de alimentos capaz de modular a microbiota intestinal e

proteger a mucosa intestinal contra inflamacdes.

Especificos

a) Testar, in vitro, diferentes combinacdes de mamao e couve para avaliar a producio dos
acidos graxos de cadeia curta;

b) Avaliar a acdo da combina¢do de mamao e couve que mais produziu butirato sobre:

- a protecdo contra a inflamacao intestinal em animais com colite ulcerativa induzida por
TNBS;

- a modulagdo da microbiota intestinal em animais normais.
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MATERIAIS E METODOS

1. Obtencao e Preparacao dos Vegetais Estudados

Todos os vegetais sdo de procedéncia organica, isto €, sem utilizacdo de produtos
quimicos. O mamao foi descascado, suas sementes foram retiradas e a sua polpa foi
desidratada em estufa, na auséncia de luz, a temperatura de 40°C, com posterior trituragao
em moinho de facas. As folhas de couve foram lavadas e também foram secadas em estufa,
no escuro, a temperatura de 40°C, com posterior trituracio em moinho de facas. Ambos

vegetais, apds secos e triturados, foram armazenados em frasco de cor ambar a 4°C.

2. Animais de Experimentacio

Os animais utilizados nos experimentos desenvolvidos no Brasil foram ratos Wistar
(150 - 250 g), provenientes do Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB), aclimatados as
condig¢des do laboratdrio por pelo menos sete dias antes da manipulacio experimental, com
temperatura (23 + 2°C) e ciclos controlados de claro/escuro de 12h. Os animais foram
alimentados com racio Nuvital (Nuvilab®) e dgua ad libitum. A manipulagio dos animais
estd de acordo com os Principios Eticos de Experimentacio Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissio de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP como nimero de protocolo 823-2.

Ja os animais utilizados em experimentos desenvolvidos na Espanha foram ratos
Wistar (180 - 200 g) provenientes do Servigco de Animais de Laboratério da Universidade
de Granada. Estes animais foram mantidos no biotério do laboratdrio por sete dias antes de
do inicio dos experimentos, a uma temperatura de 22 + 2°C e com ciclo de claro/escuro de
12 horas. Uma dieta correspondente 2 Nutivital para roedores (Panlab A04®) e dgua, ambas

ad libitum, serviram de alimento aos ratos.
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3. Teste In Vitro

Na etapa experimental in vitro, foram realizadas diferentes combinagdes de couve e

mamao. As combinagdes testadas foram:

(1) salina

(2) 0,5 g couve;

(3) 0,4 g couve + 0,1 g mamao;
(4) 0,3 g couve + 0,2 g mamao;
(5) 0,25 g couve + 0,25 g mamaio;
(6) 0,2 g couve + 0,3 g mamao;
(7) 0,1 g couve + 0,4 g mamao;

(8) 0,5 g mamao.

As diferentes proporcoes de vegetais foram hidratadas com tampao fosfato de sédio
(PBS) (pH 7.4) e acrescido de Oxyrase® por 12 a 16 horas a 4°C. O Oxyrase® ¢ uma
enzima que retira o oxigénio do ambiente onde se encontra e é usado para permitir o
crescimento das bactérias intestinais anaerdbicas. Apds este tempo, 10 ml de suspensdo
fecal de rato (suspendido em PBS pH 7,4, acrescido de Oxyrase® na propor¢ao de 1:6)
foram adicionados a esses vegetais e incubadas por 24 horas, a 37°C, sob suave agitacao.
Durante essas 24 horas foram retiradas aliquotas de 2 ml nos tempos 0 (momento da
incubacdo), 2, 4, 8, 12 e 24 horas. Foi adicionado 1 ml de solucdo de sulfato de cobre (10
g/l) em cada aliquota para inibir o crescimento microbiano. Essas amostras foram
armazenadas em freezer a -20°C para posterior quantificacdo dos AGCC (Velazquez et al.,
2000) (Figura 4). Momentos antes da quantificacio dos AGCC, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C, sendo que somente essas condi¢Oes

foram suficientes para a separacdo entre o material suspendido e o sobrenadante.
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] 40 mL PBS + Oxyrase®

[ 0,5 g vegetais secos L (5mL PBS:0,1mL Oxyrase®)

GARRAFA DE
PLATCO

Incubarpor12 - 16 h a 4 oC (hidratagéo)
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2
[ Centrifugagéo (12.000 rpm, 15 min a4 °C) ]

ANALISE DO SOBRENADANTE NOClI

Figura 4. Fluxograma do teste in vitro.

3.1. Quantificacio de AGCC por Cromatografia de fons

Os AGCC foram analisados por Cromatografia de fons no Laboratério do Prof. Dr.
Lauro Kubota no Instituto de Quimica - UNICAMP, com a finalidade de avaliar quais
preparagdes produziram maior quantidade de butirato.

A metodologia utilizada foi descrita por Dias et al. (2009), para isso os AGCC
foram quantificados no cromatdgrafo de ions modular (Metrohm®, Suica) composto por
uma unidade de isocratica modelo 818 IC e interface 830 IC. O volume de injecdo da
amostra foi de 10 pL, em uma coluna analitica Metrosep Organics Acids (Metrohm®), com
100 mm de comprimento e didmetro de 7.8 mm. Deteccdo obtida por um detector
condutimétrico — 819 IC com volume interno de 1.0 uL. A condutividade do eluente foi
suprimida através do uso de LiCl 50 mM (Merck, Darmstadt, Germany). A aquisi¢ao e

tratamento de dados foram obtidos através do software IC Net, versido 2.3 (Metrohm®).
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Todas as solucdes aquosas foram preparadas com dgua deionizada, ultrapura tipo I,
filtrada por membrana 0,22 um obtida com um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA). O eluente H,SO4 0,5 mM (Merck, Darmstadt, Germany) foi purgado em ultrassom
durante 30 minutos para remocdo dos gases dissolvidos (principalmente CO,). As solugcdes
padrao dos analitos, acetato de sédio, propionato de sédio e butirato de sédio (Acros
Organics, Nova Jersey, USA) foram preparadas através da dilui¢cdo das solug¢des padrao
multielementar a 10 mM, sendo a curva de calibragdo preparada a partir dessa solucdo
multielementar.

Para a identificacdo dos 4cidos graxos foi utilizado a comparacdo dos tempos de

retencdo dos picos dos cromatogramas da amostras e dos padrdes de dcidos organicos.

4. Ensaios In Vivo

4.1.Avaliacao da Atividade Prebidtica das Dietas

Ratos Wistar foram divididas em 4 grupos de 6 animais cada:

- Grupo Controle (ndo tratado): os animais foram alimentados somente com ragao e
dgua ad libitum.

- Grupo Couve: os animais foram alimentados com rac¢do para roedores e dgua ad
libitum e receberam, diariamente durante 2 semanas, solucdo de 0,5 g de couve por quilo de
animal, diluido em um volume de 10 ml de salina por kg de animal.

- Grupo Mamao: os animais foram alimentados com racdo para roedores e dgua ad
libitum e receberam diariamente, durante 2 semanas, solucdo de 0,5 g de mamao por quilo
de animal, diluido em um volume de 10 ml de salina por kg de animal.

- Grupo Mistura (couve + mamao): os animais foram alimentados com rag¢ao e dgua
ad libitum e receberam, diariamente durante 2 semanas, solu¢do contendo 0,5 g da
mistura’kg de animal dos vegetais que apresentar maior produgdo de butirato no teste in
vitro, diluido em um volume de 10 ml de salina por kg de animal.

O peso dos animais e o consumo de racdo foram mensurados a cada trés dias.

Periodicamente, foram coletadas fezes expelidas no momento do tratamento com a
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finalidade de verificar a porcentagem de dgua nas fezes. Estas fezes foram secas em estuda
a 60°C por 48 horas. Apds o periodo de 14 dias, os animais foram sacrificados em camara
de CO; e o contetido do célon foi extraido para quantificar a produgao de AGCC e analisar

a microbiota fecal.

B N&o tratado E
Grupo Controle > "
t
Couve
o Grupo Couve 5 a
QLAZ._ — n
Grupo Mamio Mamao S 3
S
i i
Grupo Mistura Mistura S
- a
14 dias

Figura 5. Esquema do experimento da avaliacdo da atividade prebidtica in vivo.

4.2. Inducio de Colite Ulcerativa por TNBS e Contagem de Lesao do Célon

A colite ulcerativa foi induzida utilizando o método descrito por Morris et al.
(1989), com algumas modifica¢des introduzidas posteriormente por Gélvez et al. (2000).

Ratos Wistar foram divididas em 5 grupos de 6 animais cada, os quais foram
tratados por 14 dias como referido no experimento anterior; a Unica diferenga até aqui € que
dois grupos foram tratados com solug¢ao salina.

No dia da inducio, os animais foram submetidos a um periodo de 24 horas de jejum,
logo foram levemente anestesiados com halotano e se procedeu a administragdo intraretal
de 0,25 ml de uma solucdo de 10 mg de TNBS dissolvido em etanol (50% v/v). A
administracao foi realizada pela introduc¢do de um cateter de teflon (2 mm de diametro) 8
cm desde o anus, mantendo os animais em posi¢cao supina até a recuperacao da anestesia. A
solugdo de TNBS foi preparada a partir de um liofilizado da solu¢do comercial aquosa (5%
p/v). Foram controlados, diariamente, o peso € o consumo de ragdo, além da presenca de

diarréia pela visualizag@o de restos perianais (Bell et al.,1995).
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Assim, os grupos foram mais uma vez divididos:

- Grupo Controle: os animais receberam solucao salina por gavagem em um volume
de 10 ml de salina por kg de peso de animal. No dia da inducdo da colite, 0,25 ml de salina
foram inseridos por via anal.

- Grupo TNBS: os animais receberam solucdo salina, por gavagem, em um volume
de 10 ml de salina por kg de peso de animal. No dia da inducdo da colite, 0,25 ml de
solugdo contendo 10 mg de TNBS foram inseridos por via anal.

- Grupo Couve: os animais receberam, por gavagem, 0,5 g de couve por kg de peso
de animal, diluido em um volume de 10 ml de salina. No dia da indugdo da colite, 0,25 ml
de solu¢do contendo 10 mg de TNBS foram inseridos por via anal.

- Grupo Mamao: os animais receberam, por gavagem, 0,5¢ de mamao por kg de
peso de animal, diluido em um volume de 10 ml de salina. No dia da induc¢do da colite, 0,25
ml de solu¢@o contendo 10 mg de TNBS foram inseridos por via anal.

- Grupo Mistura (couve + mamao): os animais receberam, por gavagem, 0,5 g da
mistura’kg de animal dos vegetais que apresentar maior producdo de butirato no teste in
vitro, diluido em um volume de 10 ml de salina. No dia da inducdo da colite, 0,25 ml de

solucdo contendo 10 mg de TNBS foram inseridos por via anal.
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- de Colite)
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14 dias 7 dias

Figura 6. Esquema do experimento de indu¢do da inflamag&o intestinal por TNBS.
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Todos os animais foram sacrificados em camara de CO, apds sete dias da
administracdo do agente inflamatdrio intestinal. O c6lon foi retirado em sua totalidade,
observando a presenca ou ndo de aderéncias entre o intestino grosso e os 6rgaos adjacentes.
Em seguida, o intestino foi limpo, restos de gordura e adesdes mesentéricas foram retirados
sobre uma placa de Petri com gelo. O cdlon foi aberto longitudinalmente e seu conteido foi
extraido, pesado e processado para posteriores determinacdes microbiolégicas. Em seguida,
o tecido foi lavado em solugao salina isotOnica e pesado. As lesdes macroscépicas do tecido
foram quantificadas segundo o critério descrito por Bell ef al. (1995), que considera a
presenca ou auséncia de distintas caracteristicas do processo inflamatério, como mostra a

tabela 2.

Tabela 2. Escala de valores do indice de lesdes macroscépicas em modelos de colite

experimental por TNBS em ratos Wistar (Bell ez al., 1995).

0 pontos Colon normal

1 pontos Hiperemia localizada sem ulceras

2 pontos Ulceragdo sem hiperemia nem engrossamento da parede intestinal

3 pontos Ulceragdo com ponto de inflamacao

4 pontos Dois ou mais locais com ulceracao e inflamacao

5 pontos Zonas grandes de dano, inflamacdo e ulceracdo com extensdo maior
que 1 cm

6 — 10 pontos Zonas grandes de dano tecidual com extensdo maior que 2 cm,

somando um ponto (até 10) a cada cm adicional de extensao

Os estudos histologicos foram realizados a partir de amostras do célon (0,5 cm de
comprimento) retiradas da zona proximal imediatamente adjacente a lesdo. E, por ultimo, o
c6lon foi dividido em fragmentos longitudinais, os quais foram imediatamente congelados

(-80°C) para posteriores determinagdes bioquimicas.
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4.2.1. Histologia

O tecido foi fixado em solugao tamponada de formaldeido a 4% (em tampao fosfato,
pH 7,2) durante 3 dias e, em seguida, desidratado com dlcool em concentracdes crescentes,
até dlcool absoluto; apds a desidratacdo o tecido foi embebido em parafina. Amostras de
tecido ndo inflamado foram coletadas do grupo controle. Foram obtidas cortes em
diferentes niveis, de 5 um de espessura, com a ajuda de um micrétomo; os cortes foram
posteriormente corados com hematoxilina-eosina para quantificacio histolégica mediante
microscopia Optica. Os danos histolégicos foram quantificados em uma escala de 0 - 59,
por um patologista, em esquema duplo cego e seguindo os critérios estabelecidos por

Stucchi et al. (2000) com algumas modificagdes que podem ser observadas na tabela 3.

Tabela 3: Escala de quantificacdo da lesao histol6gica em modelo de colite experimental induzida
por TNBS.

Epitélio da Mucosa e Lamina Propria
Ulceracao: nenhuma (0); leve (0 — 25 %) (1); moderada (25 — 50 %) (2); severa (50
— 75 %) (3); extensa faixa de espessura (mais de 75 %) (4).
Infiltrado de células polimorfonucleares
Fibrose e infiltrado de células mononucleares
Edema e dilatag¢do dos vasos linféticos
Criptas
Atividade mitética em: ter¢o inferior (0); terco médio leve (1); terco médio
moderado (2); terco superior (3)
Dilatacao
Deplecao de células caliciformes
Submucosa
Infiltrado de células polimorfonucleares
Infiltrado de células mononucleares
Edema
Vascularizagdo
Camada Muscular
Infiltrado de células polimorfonucleares
Infiltrado de células nucleares
Edema
Infiltragdo na serosa

Escala de pontuagdo: 0, nenhuma; 1, ligeira; 2, leve; 3, moderado; 4, severo. Pontuagao méaxima:
59 pontos.
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4.2.2.Determinacao da Atividade da Mieloperoxidase Colonica

A determinacdo da mieloperoxidase seguiu o método descrito por Krawisz et al.
(1984). Os fragmentos do célon foram dispostos sobre uma placa de Petri gelada, e em
seguida, foram picados com tesoura por 15 segundos. Entdo, a amostra foi homogeneizada
em tampao de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) a 0,5 % (p/v) em tampao
fosfato salina (50 mM, pH 6,0) com uma diluicdio final de 1:20 (p/v) em um
homogeneizador até obten¢do de aspecto uniforme. O HTBA atua como um detergente, o
qual facilita a liberacdo da enzima MPO de dentro dos granulos dos neutréfilos, onde se
encontra armazenada. O homogenato foi submetido a ultrassom por 10 segundos e foi
submetido a um séxtuplo processo de congelamento e descongelamento que facilitou a
ruptura das estruturas celulares e, em conseqiiéncia, a liberacdo da enzima. A amostra foi
centrifugada a 7000 g durante 10 minutos a 4°C. O préximo passo foi a determinacdo da
atividade da MPO seguindo a cinética da reacdo frente a 4gua oxigenada. Em uma placa de
Elisa (Greiner), foram adicionados 50 pl do sobrenadante a 150 pl de reativo de coloracio
composto por cloridrato de o-dianisidina (0,167 mg/ml) e per6xido de hidrogénio a 0,066
% em tampdo fosfato (50 mM, pH 6,0). A absorbancia foi determinada a 450 nm. A
atividade da enzima foi calculada por interpolacdo em curva padrao, realizada com MPO
procedente de neutr6filos humanos. Uma unidade de MPO se define como a quantidade
necessaria para degradar 1 mmol/minuto de peréxido de hidrogénio 25°C. Os resultados

foram expressos como U/g de tecido fresco.

4.2.3. Determinacao do Contetido Colonico de Glutationa Total

A determinag¢do do contetido de glutationa total do c6lon de ratos foi feita de acordo
com o método da reducdo ciclica do DTNB-GSSG (Akerboom e Sies, 1981). Para esta
determinagcdo foram utilizados os fragmentos do célon congelado em solugdo de
tricloroacético (TCA) 5 % (p/v). Os fragmentos foram dispostos sobre uma placa de Petri
gelada e picados com uma tesoura por 15 segundos e em seguida foram homogeneizados

em solucdo de TCA em uma propor¢ao de 1:20 (p/v). O homogenato foi centrifugado a
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2000 xg, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi centrifugado novamente a 10000 xg por
5 minutos a 4°C. Para a quantificacdo da glutationa, foram misturados em uma placa de
Elisa:

- 20 pl do sobrenadante,

- 5 pl de tampao fosfato salina com 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) (PBS-
EDTA) (solugdo aquosa de fosfato sédico 143 mM EDTA 6,3 mM, pH 7.5),

- 140 pl de solucdo de B-NADPH (0,298mM) em PBS-EDTA e 20 pul de DTNB
(6mM) em PBS-EDTA.

Esta solucdo foi incubada a 30° C durante 5 minutos. Em seguida foram
adicionados 15 pl de solugdao de GSSGrd (266 Ul/ml) em PBS-EDTA. A placa foi agitada e
o aumento da absorbincia foi registrado a 412 nm. A concentracdo de glutationa foi
calculada por interpolagdo com a curva realizada com GSH. Os resultados foram expressos

em nmol de glutationa total por grama de tecido fresco.

4.2.4. Determinacao dos Niveis Colonicos de TNFa e IL-1p

Para determinacdo destes parametros bioquimicos seguiu-se a metodologia proposta
por McCafferty et al. (1992). Os fragmentos do cdlon foram picados com uma tesoura,
sobre uma placa de Petri com gelo, por 15 segundos, e em seguida, foram encubados em
tampao fosfato sédico (10 mM, pH 7,4) na proporcao 1:5 (p/v) a 37°C, durante 20 minutos,
com agitacdo constante. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 9000 g, por 30
minutos, a 4°C e o sobrenadante foi congelado a -80°C. Para determinacdo da concentra¢ao
de IL-1p e TNFa foi utilizado kits comerciais imunoenzimdticos (Bio-Rad laboratérios,

Espanha). Os resultados foram expressos em ng/g ou pg/g de tecido fresco.

4.2.5. Determinacao da Expressiao de iNOS e COX-2

A determinagdo da expressdo de iNOS e COX-2 em tecido do cdlon foi realizada

usando técnica de Western blotting. Os fragmentos coldnicos foram descongelados, picados
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e homogeneizados em uma propor¢do de 1:5 (p/v) durante 1 minuto em PBS com dodecil
sulfato sédico (SDS) a 0,1 %, desoxicolato sédico a 1 % e Triton X-100 a 1 %, contendo
inibidores de protease (aprotinina, 1,10-fenantrolina, iodocetamida, fluoreto de
fenilmetilsulfonilo). Em seguida, a amostra foi centrifugada a 10000 xg por 10 minutos. O
contetido de proteina foi entdo determinado pelo Método do Acido Bicinconinico (BCA)
(metodologia descrita abaixo) para determinagdes das concentracdes de proteinas em todos
os pocinhos do gel de eletroforese.

Para desnaturar as proteinas, os sobrenadantes (100 pg) foram fervidos, durante 5
minutos, em tampao da amostra Laemli 5x (Tris-HCL 0,2 M, pH 6,8, duodecil sulfato
sédico (SDS) 5%, 2-mercaptoetanol 8,8% (v/v), glicerol 3,7%, azul de bromofenol 60
pg/ml); a solugdo foi submetida a eletroforese em um gel desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) a 6%. Como indicadores de peso molecular foi utilizada mistura de proteinas
previamente marcadas. As proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, a qual posteriormente foi bloqueada durante pelo menos uma hora, a
temperatura ambiente com leite desnatado (5%) em tampao Tris salina contendo Tween®-
20 a 0,1% (v/v) (TBS-T). Depois do bloqueio, as membranas foram lavadas trés vezes com
TBS-T, durante 5 minutos, e expostas as correspondentes diluicdes de anticorpos
incorporados em soro albumina bovino a 5% (p/v) em TBS-T. As dilui¢des de anticorpo
priméario 1:2000 referente ao iNOS e 1:1000 referente a COX-2 em tampao TBS-T foram
incubadas durante toda uma noite, a 4° C em agitagdo. O controle da carga protéica foi
padronizado reincubando as membranas com anticorpo primdrio anti-f-actina, diluido
1:3000. O anticorpo secundario empregado foi o Anti-IgG de coelho (1:3000) durante 1
hora. As bandas foram detectadas por quimioluminescéncia e reveladas sobre pelicula
fotografica (Kodak, Madrid, Espanha). A intensidade das bandas do gel foi quantificada

através do programa Scion Image.
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4.2.6. Determinacio do Conteiido de Proteinas: Método do Acido

Bicinconinico (BCA)

A determinacdo do conteddo de proteinas seguiu a técnica descrita por Smith et al.
(1985) onde foi empregado um colorante que € obtido através da mistura dos reativos A e B
na propor¢do 50:1 (v/v). O reativo A consiste em uma dissolu¢do aquosa de acido
bicinconinico (25,8 mM) em forma de sal sédico (acido 4,4’-dicarboxi-2,2” biquinolinico),
Na,COs5-H,0 (0,16 M), tartarato sédico-potassio (5,7mM), NaOH (0,1 M) e NaHCO; (0,11
M) (pH 11,25). O reativo B é uma solu¢do aquosa a 40% de CuSOy4-5H,0. Ambos reativos
sdo estdveis, a temperatura ambiente, de forma indefinida. Para realizar a determinacao,
foram acrescentados 2 pl da amostra em 200 pl do reativo de coloragdo e, em seguida, a
solucdo resultante foi incubada a 30°C durante 30 minutos. A leitura foi feita a 560 nm. O
célculo do conteddo de proteina foi realizado por interpolacdo em uma curva padrao de

soro albumina bovina.

4.2.7. Estudos Microbioldgicos

Para quantificar as colonias de bactérias, as amostras do contetdo luminal do célon
foram pesadas, homogeneizadas e ressuspendidas em uma concentrag@o de 50 - 100 mg/ml
em dgua de peptona estéril. Em seguida, foram feitas diluicdes seriadas 1/10 (de 10" a 10°
%), as quais foram cultivadas em meios especificos.

Para fazer a cultura de lactobacilos, as amostras foram inoculadas em uma placa de
Petri com Agar MRS (Man, Rogosa and Sharpe, Merck, Darmstadt, Alemanha). Este meio
contém polisorbato, acetato, magnésio e manganés, que atuam como fatores de crescimento
para muitos lactobacilos. Ja, para as bifidobactérias, foi empregado o mesmo meio, porém,
suplementado com 0,5 mg/l de dicloxacilina, 1 g/l de LiCl, e 0,5 g/l de L-cisteina. Foram
usadas placas de Petri de 10 cm de didmetro (Nunc, Roskilde, Dinamarca) nas quais foram
colocados, aproximadamente, 15 ml de meio de cultivo previamente esterilizados em

autoclave. Foram inoculadas 200 pl de homogenato das fezes nas placas que foram, em
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seguida, estendidos por toda a superficie com pequenas esferas de vidro, por 20 segundos,
para assegurar uma distribui¢do homogénea.

Ja, para o cultivo de bactérias aerébias e enterobactérias foram utilizados placas
comerciais petrifilm© (3M, Madri, Espanha). Foi inoculado 1 ml do homogenato com uma
pipeta e, em seguida, a placa foi pressionada para garantir distribuicdo homogénea do
conteddo por toda a édrea.

Todas as placas foram incubadas em camaras de anaerobiose durante 24 - 48 horas a

37°C. Os resultados foram expressos em log;o unidades formadoras de coldonia/g material.

4.2.8. Quantificacio de AGCC do Contetido Intestinal por Cromatografia

Gasosa

O conteddo fecal do célon foi homogeneizado imediatamente apds sua obtencao
com solucdo de NaHCO;3; (159 mM, pH 7,8), em atmosfera de nitrogénio, em uma
propor¢do de 1:5 (p/v). As amostras foram incubadas durante 24 horas a 37°C, sob agitacao
constante. Transcorrido este tempo, as amostras foram congeladas a — 80°C até ser
processada.

Depois que o homogeneizado foi descongelado, os AGCC foram extraidos com
acetato de etila; para isso, a uma aliquota de 1 ml de homogenato fecal foi adicionados 50
pL de padrio interno, dcido 2-metilvalérico (100mM) e uma gota de 4cido sulftdrico (10
pL). A amostra foi agitada e logo centrifugada 10000 xg durante 5 minutos a 4°C para
separar a fase inferior aquosa da fase superior de acetato de etila onde se encontram os
AGCC. Foi coletada a parte superior a mesma seguindo de desidratacdo com sulfato de
sodio anidro e em seguida. A mistura foi centrifugada pela ultima vez a 10000 xg durante 5
minutos a 4°C. Coletou-se o extrato organico livre de dgua, o qual foi colocado em um vial
cromatografico tampado e mantido a -80°C até sua andlise. Na andlise foi empregado um
cromatografo de gases (Varian CP-3800) equipado com uma ID CPWAX 52 CB de 60 m
de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno, € um detector de FID (Varian, Lake
Forest, CA). Gas hélio foi utilizado como transportador e misturador de amostra o gas

hélio, com fluxo de 1,5 ml/min. A temperatura de injecdo foi 250°C. As concentracdes de
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butirato, acetato e propionato foram calculadas automaticamente através da area sob os
picos usando o programa Chromatography Wokstation (versdo 5.5), conectado on-line ao

detector FID.

5. Analise Estatistica

Os resultados paramétricos foram expressos em média + erro padrao da média e os
ndo paramétricos expressos em mediana (range). Estes dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguido do teste a posteriore de Dunnnett ou Tukey,
quando paramétricos e Kruskal-Wallis quando ndo paramétricos. O nivel de significancia
permitido foi de P < 0,05 em todas as andlises. O programa utilizado foi o GraphPad Prism

5.00.
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RESULTADOS

1. Analise In Vitro de AGCC Produzidos pela Incubacio de Fezes de Ratos com

Vegetais Secos e Quantificados por Cromatografia de fons

A figura 7 mostra o cromatograma dos padrdes usados para a identificacdo dos

picos de AGCC das amostras provenientes da fermentacdo dos vegetais, por comparagao

dos diferentes tempos de retengao.
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Figura 7. Cromatograma dos padrdes dos AGCC (acetato, propionato e butirato) usados na
quantificacdo dos mesmos em amostras provenientes da fermentacdo de couve e mamao em

diferentes propor¢des, pelas bactérias célicas de ratos Wistar (n=6).

Observa-se que os picos apresentaram-se por ordem de tamanho de cadeia de
carbono, sendo que os de cadeias menores saem primeiro e os de maiores depois, de acordo

com o principio da cromatografia idnica, ou seja, separacdo dos componentes da amostra

pelo tamanho das moléculas.
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Ja na figura 8 estd apresentado o cromatograma da amostra que mais produziu

butirato.
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Figura 8. Cromatograma da fermentagio de couve (0,5 gkg') pelas bactérias célicas de

ratos Wistar no tempo de 24 horas (n=6).

O primeiro pico do cromatograma equivale a saida do tampao fosfato, usado na

e~ . ® .
diluicdo da amostra, enquanto que o segundo equivale ao Oxyrase wusado para retirar
oxigénio do meio para que as bactérias anaerobias possam agir com mais eficiéncia; os

terceiro, quarto e quinto picos equivalem aos AGCC, acetato, propionato e butirato,

respectivamente.
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A tabela 4 indica as concentragdes de AGCC (mg/g) obtidas a partir da fermentacdo

das fezes incubadas com os vegetais secos e triturados.

Tabela 4. Quantificacio de AGCC (mg.g"') em suspensdo fecal de ratos acrescida
de diferentes propor¢des de couve e mamao, nos tempos 0, 8, 12 e 24 horas de
incubagdo (n=6).

Tempo (h) 0 8 12 24
0,5 g Couve

Acetato 5,11 32,77 48,23 53,88

Propionato 1,16 3,38 3,26 7,86

Butirato 3,25 3,72 3,50 3,73
0,4 g Couve + 0,1 g Mamao

Acetato 5,99 25,23 28,66 70,85

Propionato 1,64 2,75 1,83 3,13

Butirato 3,57 3,33 2,44 2,98
0,3 g Couve + 0,2 g Mamao

Acetato 6,37 24,56 37,89 35,82

Propionato 1,43 2,63 2,95 2,12

Butirato 3,74 341 3,85 3,05

0,25 g Couve + 0,25 g Mamao

Acetato 6,38 19,89 30,66 40,20

Propionato 1,31 1,89 2,23 2,33

Butirato 3,88 2,67 3,04 3,25
0,2 g Couve + 0,3 g Mamao

Acetato 5,85 22,47 34,04 28,52

Propionato 1,17 2,98 3,08 3,04

Butirato 3,41 3,35 3,67 2,72
0,1 g Couve + 0,4 g Mamao

Acetato 6,61 17,00 26,42 29,66

Propionato 1,80 2,61 2,78 2,50

Butirato 3,92 2,64 3,18 2,94

0,5 g Mamao

Acetato 5,51 29,72 21,43 46,55

Propionato 1,26 5,68 3,71 6,28

Butirato 3,48 3,99 2,77 4,19

As amostras foram analisadas em simplicata, sendo que apenas algumas amostras,

selecionadas ao acaso, foram quantificadas 5 vezes com a finalidade de se observar
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possiveis variacOes entre elas. Os resultados mostraram variacdo minina (dados nao
mostrados), caracteristica importante da metodologia empregada (cromatografia de ions).
Vale ressaltar que a metodologia empregada na quantificacio de AGCC, desta fase do
trabalho, foi desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa e estd validada através do artigo,
publicado no Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, em 2009.

Foi possivel observar, na tabela 4, que o acetato foi sempre produzido em maiores
concentracdes que os AGCC propionato e butirato, qualquer que tenha sido a combinagao
dos vegetais estudados, o que estd de acordo com os dados apresentados na introducio
sobre esses dcidos graxos.

Como a escolha da combinacdo dos vegetais utilizados para estudos posteriores
considera apenas a producdo de butirato, os graficos apresentados a seguir mostram
somente a producdo deste mesmo AGCC nos tempos de 12 e 24 horas de incubagdo, ja que
foi nesse periodo que sua producio alcangou valores maximos.

Observou-se que no tempo de 12 horas (figura 9), a amostra que mais produziu
butirato foi aquela obtida na fermentacdo de 0,3 g de couve acrescida de 0,2 g de mamao

pelas bactérias do cdlon, seguida da amostra que continha somente couve.
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Figura 9. Quantificagdo de butirato (mg.g™') proveniente da fermentacio de couve e
mamado, em diferentes proporcdes, pelas bactérias colicas de ratos Wistar, no tempo de 12 horas

(n=6).
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Ja no tempo de 24 horas de incubacdo (figura 10), foi possivel observar que as
quantidades de butirato produzidas, a partir da fermentacdo de couve, mantiveram-se quase

constante.
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Figura 10. Quantificagiio de butirato (mg.g") proveniente da fermentacio de couve e mamio, em

diferentes proporcdes, pelas bactérias colicas de ratos Wistar, no tempo de 24 horas (n=6).

Assim, a produgdo de butirato que com 12 horas de incuba¢do mostrou-se dependente
da fermentacdo de ambos vegetais pelas bactérias cdlicas, com 24 horas pareceu mais

relacionada a fermentacao do mamao.

2. Avaliacao da Atividade Prebidtica do Tratamento de Ratos Saudaveis com os

Vegetais Secos

A suplementacdo com os vegetais couve € mamao, separados ou em combinacao,
por duas semanas, ndo demonstrou efeito toxico em relacdo ao aspecto geral dos animais,
assim como ndo induziu diarréia. Estes resultados ja eram esperados, pois ambos vegetais
sdo comumente empregados na dieta dos brasileiros. Também nao foram observadas, apés
sacrificio dos animais, alteragdes macroscOpicas na cavidade peritoneal, o que confirma a
auséncia de sinais de toxicidade dos tratamentos empregados. O peso dos animais € o

consumo de racao (dados nao mostrados) também se mantiveram constantes.
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Os dados das porcentagens de dgua nas fezes, caracteristica do efeito laxativo,

obtido com o emprego dos diferentes tratamentos estdo apresentados na figura 11.
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Figura 11. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de
peso de animal) na porcentagem de dgua encontrada nas fezes coletadas durante o tratamento (n=06).

*P < 0,05 e **P < 0,01 versus grupo controle.

A figura mostrou que os grupos suplementados com mamao e com a mistura de
mamao/ couve apresentaram aumento significativo na porcentagem de 4dgua nas fezes
coletadas durante o periodo de administracdo dos vegetais, em relagdo ao grupo controle
(*P < 0,05) sendo que esse aumento foi ainda maior para o grupo de animais tratados

apenas com couve (*P < 0,01 versus grupo controle).
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Em relacdo ao efeito da suplementacdo com vegetais sobre a microbiota intestinal
de ratos sauddveis, ndo foram observadas alteracdes no nimero de coldnias, tanto de
bactérias aerdbicas quanto de lactobacilos, do contetido fecal do célon de ratos tratados em
relacdo ao ndmero de coldnias existentes no intestino dos animais pertencentes ao grupo
controle (dados nao mostrados). Porém, em relacdo as enterobactérias, animais tratados
com couve apresentaram aumento no nimero de colonias das mesmas (P < 0,05), em
relacdo aos animais do grupo controle; jd os animais tratados com a mistura de couve e
mamao apresentaram diminuicdo das mesmas em relacdo ao grupo controle (P < 0,001),

como se pode observar na figura 12.

8.0

(7))
S
& 75
8 *
- 7.0 —p—
o~
Q> 6.54
S o ——
P E 6.0+ *kk
T O
.g ~ 5.5~
c
«© 5.0
[e]
o 4.5 r r :
Controle Couve Mamao Mistura

Figura 12. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de
peso de animal) na contagem de coldnias de enterobactérias do contetido fecal do célon de ratos
saudaveis (n=6). Dados expressos em CFU log 10. *P < 0,05 e ***P < 0,001 versus grupo nao

tratado.

Além disso, observou-se também que o grupo de animais tratados com mamao ndo
mostrou diferenca significante no nimero de coldnias de enterobactérias, quando o0 mesmo

foi analisado comparativamente com aquele obtido para animais do grupo controle.
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A figura 13 mostra o efeito dos tratamentos com os vegetais secos € triturados sobre

o ndmero de colonias de bifidobactérias do célon de ratos saudaveis.
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13. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de peso de
animal) na contagem de coldnias de bifidobactérias do contetido fecal do célon de ratos saudaveis

(n=6). Dados expressos em CFU log 10. *P < 0,05 e **P < 0,01 versus grupo nao tratado.

A andlise da figura mostrou que ndao houve mudanca significativa no nimero de
colonias de bifidobactérias no intestino dos animais do grupo tratado com couve, quando
comparado ao dos animais do grupo controle; ji os animais tratados com mamao
apresentaram diminuicdo no nuimero de colonias dessas bactérias (P < 0,05); em
contrapartida, o intestino dos animais tratados com a mistura de ambos vegetais mostrou
aumento no numero de colonias das mesmas (P < 0,01), quando comparado ao dos animais

do grupo controle.
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Ja em relacdo ao numero de coldnias de bactérias do ceco, assim como aquelas do
cOlon, a suplementacdo com os vegetais secos ndo alterou o ndmero das coldnias de
bactérias aerdbicas (dados ndo mostrados). A figura 14 mostra os resultados obtidos com a
contagem de colOnias de enterobactérias no intestino de animais tratados ou ndo com os

vegetais separadamente ou em mistura.
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Figura 14. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de
peso de animal) na contagem de coldnias de enterobactérias do conteddo fecal do ceco de ratos

saudaveis (n=6). Dados expressos em CFU log 10. **P < 0,01 versus grupo ndo tratado.

E possivel observar, na figura 14, que houve aumento no nimero de coldnias de
enterobactérias no conteudo fecal do ceco do grupo de animais tratados com couve (P <
0,01), enquanto que este nimero diminuiu no grupo de animais tratados com a mistura dos
dois vegetais (P < 0,01), quando ambos foram analisados em relacdo aos animais do grupo

controle.
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Um resumo dos resultados obtidos quando coldnias de lactobacilos foram avaliadas

no ceco de animais tratados ou ndo com os vegetais € apresentado na figura 15.
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Figura 15. Efeito do tratamento com couve, maméao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de
animal) na contagem de coldnias de lactobacilos do contetddo fecal do ceco de ratos sauddveis

(n=6). Dados expressos em CFU log 10. *P < 0,05 versus grupo ndo tratado.

A suplementacdo com couve ou com mamao, separados, ndo modificou de forma
significativa o ndmero de col6nias de lactobacilos, enquanto que o grupo de animais
tratados com a mistura de ambos vegetais apresentou aumento significativo (P < 0,05) no
nimero de coldnias destas bactérias no contetdo fecal do ceco, em relacdo ao nimero de

coldnias das mesmas dos animais do grupo controle ndo tratado.



47

Do mesmo modo, a figura 16 agrupa os resultados dos tratamentos sobre as colOnias

de bifidobactérias.
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Figura 16. Efeito do tratamento com couve, maméao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de
peso de animal) na contagem de colonias de bifidobactéria do contetddo fecal do ceco de ratos

sauddveis (n=6). Dados expressos em CFU log 10. *P < 0,05 versus grupo nao tratado.

Observou-se que o numero de coldnias de bifidobactérias do ceco de ratos
sauddveis, utilizadas neste estudo, s6 foi modificado com o tratamento composto pela
mistura de ambos vegetais, ou seja, somente a mistura foi capaz de aumentar de modo
significativo este nimero, quando comparado ao contetiido fecal do ceco dos animais do
grupo controle nao tratado (P < 0,05).

Nenhum dos grupos de animais saudaveis e suplementados com vegetais secos e
moidos apresentou variagdo significante em relacdo a quantidade de AGCC (acetato,
propionato e butirato) no conteudo fecal de ambos os segmentos intestinais estudados,

coblon e ceco (resultados ndo mostrados).
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3. Avaliacdo da Atividade Antiinflamatéria dos Tratamentos com Vegetais Secos

sobre Ratos com Colite Induzida por TNBS

A figura 17 mostra a evolucdo do peso corporal dos animais coliticos e ndo
coliticos, com ou sem tratamento, no periodo do estudo. Os dados mostrados na figura
representam a diferenca do peso, em porcentagem, em relagdo ao primeiro dia de

tratamento.
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Figura 17. Andlise ponderal (porcentagem em relacdo ao dia anterior ao inicio do tratamento) de

ratos Wistar ndo coliticos e coliticos, tratados e nao tratados com os vegetais (n=6).

Durante os 14 primeiros dias que antecederam a inducdo de colite experimental
induzida por TNBS, nenhum dos grupos de ratos pré-tratados oralmente com os vegetais,
administrados uma vez ao dia, na dose de 500 mg/kg de peso de animal, apresentou
diferenca em relacdo ao peso corporal. Depois da indugdo da colite, a evolucdo do processo
inflamatério intestinal durante a semana seguinte se caracterizou pela diminui¢do de peso

corporal dos animais, em relacdo ao grupo controle.
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A figura 18 apresenta resultados mais detalhados em relagdo andlise ponderal
(apresentados em porcentagem, em relacdo ao primeiro dia de tratamento) do 4° dia apds a
inducdo de colite experimental induzida por TNBS, sendo que neste dia os animais

enfermos apresentaram maior perda de peso.
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Figura 18. Andlise ponderal (porcentagem em relacdo ao dia anterior ao inicio do tratamento) de
ratos Wistar ndo coliticos e coliticos, tratados e ndo tratados com os vegetais no 4° dia apds a
inducdo de colite experimental por TNBS (n=6). P < 0,01 e P < 0,001 versus grupo controle; *P

< 0,05 versus grupo controle TNBS.

Observa-se que a inflamagdo induzida pelo TNBS provocou perda de peso nos
animais enfermos, como se pode observar em todos os grupos de animais que recebeu a

instilacdo intraretal do apteno. Porém, os animais pertencentes ao grupo que foram tratados
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com mistura dos vegetais apresentaram menor queda de peso em relacdo aos animais do
grupo controle TNBS (P < 0,05).
Os resultados da anélise ponderal dos animais coliticos e ndo coliticos, com ou sem

tratamento, referente ao dltimo dia de tratamento (21° dia) estdo apresentados na figura 19.
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Figura 19. Andlise ponderal de ratos Wistar (porcentagem em relacdo ao dia anterior ao inicio do
tratamento) ndo coliticos e coliticos, tratados e ndo tratados com os vegetais no 21° dia apds a

inducdo de colite experimental por TNBS (n=6). P < 0,05 e ™P < 0,01 versus grupo controle.

No 7° dia ap6s a inducdo da colite experimental por TNBS, os animais enfermos
apresentaram menor diferenca de peso em relagdo ao grupo de animais controle comparado
com o 4° dia da enfermidade, e sendo que ndo houve diferenca significativa em relacao ao

grupo de animais tratados com a mistura em relacdo ao grupo controle.
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Como mostra a figura 20, nenhum dos grupos de animais tratados com os vegetais

apresentou diferenca de consumo de ragc@o nos 14 dias que precederam a indugdo de colite

experimental por TNBS.
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Figura 20. Consumo de ragfo (g) pelos ratos Wistar nao coliticos e coliticos, tratados e ndo tratados

com os vegetais, durante os 21 dias de estudo (n=6).

Observou-se que, como consequéncia da instalacdo do processo inflamatorio, todos
os grupos que receberam instilacdo intraretal de TNBS apresentaram diminui¢do no
consumo de ragcdo de até 80% no dia seguinte ao da inducdo da enfermidade, seguido de
aumento gradativo do mesmo ao longo dos dias. A anorexia sofrida pelos animais devido a
diminui¢do do consumo de rag¢do pode ter sido responsdvel pela perda de peso dos mesmos.
Outro fator que também contribuiu para perda de peso dos animais enfermos foi a presenca
de diarréia, ja evidenciada no primeiro dia apds administracdo do TNBS; 100% dos animais
coliticos apresentaram diarréia que se manteve até o terceiro dia apds a indugdo da colite
(dados ndo mostrados) e nenhum dos tratamentos modificou a porcentagem de animais com

diarréia.
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Todos os animais que sofreram o processo de inducdo de colite experimental
também apresentaram prostracdo, piloerecdo e hipomotilidade.

Transcorridos 7 dias, os animais foram sacrificados e os danos macroscépicos do
colon, gerados pela administracio de TNBS, foram avaliados. Os resultados podem ser

melhores observados na figura 21.

Figura 21. Fotos do célon de ratos Wistar nao-colitico ou coliticos, tratados e ndo tratados com
vegetais mostrando lesdes macroscépicas causada pela inflamagdo induzida pelo TNBS e a acao dos
vegetais sobre o processo inflamatério. (A) Grupo Controle mostrando aspecto de célon normal; (B)
grupo controle com colite induzida por TNBS mostrando grande drea com severa ulceragio,
inflamacao, processo de necrose e engrossamento da parede intestinal; (C e D) grupo com colite
induzida por TNBS e tratados com couve (C) e mamao (D) mostrando também grande drea com
severa ulceragdo, inflamagdo, processo de necrose e engrossamento da parede intestinal; (E) grupo
com colite induzida por TNBS e tratados com a mistura de couve e mamao mostrando recupera¢io
da inflamag¢do com menor drea de ulcera¢do/inflamagdo/necrose e menor engrossamento da parede

intestinal.

A andlise macroscopica do c6lon mostrou a presenca de congestdo da mucosa,
erosdo e ulceragdes hemorrdgicas, além de necrose, como consequéncia do processo
inflamatério. A parede intestinal dos animais enfermos se apresentou mais grossa € mais

curta consequentemente, a relacdo peso/comprimento deste 6érgdo aumentou em todos os
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grupos que receberam TNBS quando comparado a do grupo controle (dados ndo
mostrados).

Na tabela 5 estdo agrupados os resultados morfoldgicos obtidos na andlise das lesdes
coliticas em animais tratados com os vegetais separadamente ou com a mistura, em relacio

aos animais coliticos.

Tabela 5. Efeito do tratamento com couve, mamdo e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de
peso de animal) sobre a porcentagem de aderéncia, comprimento da lesdo do célon e escore

macroscépico da lesao induzida por TNBS em ratos (n=6).

Grupo Aderéncia Comprimento da  Escore macroscépico da
(%) lesao Lesao (0-10)
(cm)

Controle 0 0,0+0,0 0,0 (0-0)

TNBS 62,5 4,9+0,5 7,5 (6,5-10)
Couve 62,5 4,60,6 7,5 (7-8)

Mamao 62,5 3,7£0,5 7,5 (5,5-9)
Mistura 12,5 3,440,3* 6,0 (5,5-7)*

Dados expressos em média + erro padrdo, com excecdo aos dados de aderéncia que estdo
expressos em porcentagem.

*P < 0,05 versus grupo controle TNBS.

Como observado na tabela 5, os grupos tratados com couve € com mamao nao
apresentaram diminui¢do no comprimento da lesdao causada pelo TNBS, enquanto o grupo
tratado com a mistura dos dois vegetais apresentou menor comprimento da lesdo em
comparag¢do aquela dos animais do grupo controle TNBS (P < 0,05). Os animais dos grupos
controle TNBS e dos grupos tratados com os vegetais isolados apresentaram alto escore
macroscépico de lesdo, enquanto que aqueles do grupo tratado com a mistura de ambos
vegetais apresentaram um escore de lesdes diminuido em relacdo aqueles do grupo controle
TNBS (P < 0,05, versus grupo controle TNBS). Além disso, essa melhora apresentada

pelos ratos tratados com a mistura de couve e mamao foi acompanhada de uma diminui¢ao
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de cinco vezes na porcentagem de aderéncia do intestino aos Orgdos adjacentes, em
comparacao a aderéncia apresentada pelos animais ndo tratados.

O efeito antiinflamatdrio intestinal exercido pela combinacido dos vegetais couve e
mamao foi confirmado pelos resultados do estudo histolgico, como se pode observar na

figura 22.

Figura 22. Se¢des histolgicas da mucosa do cdlon de ratos Wistar ndo-coliticos e coliticos,
coradas com hematoxilina-eosina, na auséncia ou presenga do tratamento com a mistura de couve e
mamao. (A) Grupo Controle mostrando histologia normal do célon; (B) grupo controle com colite
induzida por TNBS mostrando severa ulceracdo e inflamagdo envolvendo todas as camadas da
parede intestinal; (C) grupo colitico tratado com a mistura de couve e mamao com recuperacdo do

processo inflamatdrio.

A avaliagdo do escore histolégico das amostras de tecido do c6élon dos animais do
grupo controle TNBS revelou extensa ulceracdo e inflamagdo envolvendo todas as camadas

do intestino. Estes segmentos foram caracterizados por infiltracdo difusa de leucdcitos,
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composta principalmente por neutréfilos na camada da mucosa, e por linfdcitos e
histiécitos na submucosa. A maioria dos animais mostrou ulceracao no epitélio da mucosa
afetando mais que 75% da superficie. O processo inflamatério foi acompanhado de
hiperplasia de cripta, além de dilatacdo e diminuicdo de células caliciformes. A andlise
histolégica das amostras do cdlon de ratos coliticos tratados com couve ou com mamao nao
mostraram recuperacao significante da lesdao do tecido, com redu¢do moderada na extensao
da drea ulcerada, uma vez que a mesma sempre foi superior a 50% (dados nao mostrados).
Entretanto, as amostras de colon obtidas de ratos coliticos, tratados com a mistura de couve
€ mamao, mostraram recuperagdo mais acentuada na arquitetura intestinal quando
comparadas aquelas obtidas de animais do grupo controle TNBS. Deste modo, a maioria
das amostras mostrou restauracdo parcial da camada de células epiteliais, normalmente
afetando menos que 50% da superficie, em contraste com a extensiva ulceracdo observada
nos animais do grupo controle TNBS. A deplecdo de células caliciformes foi menos severa
e assim, estas se mostraram novamente preenchidas com seu conteido de mucina; também
foram observadas criptas ndo dilatadas. A melhora do quadro histolégico do célon foi
acompanhada por reducdo da infiltrado inflamatdrio principalmente na submucosa, apesar

dos neutréfilos serem o tipo celular predominante na regido.
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O escore microscépico das lesdes coliticas estd apresentado, a seguir, na tabela 6.

Tabela 6. Efeito dos tratamentos com vegetais secos sobre o escore

microscopico da lesdo do cdlon de ratos com colite induzida por TNBS (n=6).

Grupos Lesao microscopica
Controle 0 (0-0)
TNBS 25 (23-29)
Couve 20 (13-26)
Mamaio 23,5 (15-26)
Mistura 18 (13-22) *

Dados expressos em mediana (range, 0-59). A escala do escore seguiu o critério
de Stucchi (2000), porém com algumas modificagdes. *P < 0,05 versus grupo

controle TNBS.

Pode-se observar que somente o grupo de animais tratados com a mistura de ambos
vegetais apresentou significante diminui¢cdo do escore microscOpico em relagdo ao grupo

controle TNBS, o que corrobora com os resultados de escore macroscopico.
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A figura 23 resume os resultados da quantificacdo dos niveis de glutationa total do

cblon de ratos coliticos e nao coliticos, tratados e ndo tratados.
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Figura 23. Efeito do tratamento com couve, mamio e com mistura de ambos vegetais (500

mg/kg de peso de animal) sobre os niveis totais de glutationa no c6lon de ratos com colite induzida

por TNBS (n=6). P < 0,001 versus grupo controle.

A colite experimental induzida por TNBS foi responsavel pela deplecdo do indice

de glutationa total do tecido do c6lon de ratos (P < 0,001 versus grupo controle); porém,

nenhum dos tratamentos utilizados neste estudo foi capaz de restaurar os niveis normais de

glutationa total do tecido do c6lon inflamado.
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A figura 24 mostra os efeitos do TNBS na auséncia e presenca dos tratamentos

sobre a atividade da enzima mieloperoxidase.
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Figura 24. Efeito do tratamento com couve, mamdo e com mistura de ambos vegetais (500

mg/kg de peso de animal) sobre a atividade da MPO no célon de ratos com colite induzida por

#iH

TNBS (n=6). P < 0,01 e ™P < 0,001 versus grupo controle; *P < 0,05 e **P < 0,01 versus grupo

controle TNBS.

A instilacdo intraretal de TNBS foi responsavel pelo aumento na atividade da
enzima mieloperoxidase (P < 0,001 versus grupo controle) no célon de ratos Wistar. A
couve, quando administrada isoladamente, ndo afetou a atividade desta enzima; porém, os
grupos de animais tratados com mamao e com a mistura de couve € mamao apresentaram
diminui¢do na atividade dessa enzima em relacdo aquela encontrada para os animais do

grupo controle TNBS (P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente).
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Os efeitos do TNBS e dos tratamentos sobre a sintese de TNFa foram analisados e

encontram-se expressos na figura 25.
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Figura 25. Efeito do tratamento com couve, mamédo e da mistura de ambos vegetais (500
mg/kg de peso de animal) sobre sintese de TNFa no tecido do célon de ratos com colite induzida

por TNBS (n=6). P < 0,01 versus grupo controle; e ***P < 0,01 versus grupo controle TNBS.

A colite experimental induzida por TNBS foi responsdvel por um aumento dos
niveis de TNFa (P < 0,01 versus grupo controle) no tecido do c6lon de ratos. Os grupos de
animais tratados com couve e também com a mistura de vegetais restauraram os niveis de
TNFa para valores proximos aos normais (P < 0,001 versus grupo TNBS). Os animais do
grupo tratado com mamao ndo apresentaram diferencas significantes nos niveis de TNFa

em relacdo aqueles pertencentes ao grupo controle TNBS.
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Outra citocina que se apresentou aumentada no tecido do célon de ratos submetidos

a indugdo experimental de colite por TNBS foi a IL-18 (P < 0,001 versus grupo controle),

como podemos observar na figura 26.
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Figura 26. Efeito do tratamento com couve, maméao e da mistura de ambos vegetais (500
mg/kg de peso de animal) sobre sintese de IL-1B no tecido do c6lon de ratos com colite induzida

por TNBS (n=6). P < 0,01 versus grupo controle; e **P < 0,001 versus grupo controle TNBS.

A administracdo de couve ou mamao, isoladamente, ndo alterou os niveis desta
interleucina no cdlon de ratos coliticos. Somente o tratamento com a mistura de vegetais foi
capaz de reduzir, de modo estatisticamente significante, os niveis da citocina analisada

quando os resultados foram comparados aqueles obtidos pra os animais do grupo controle

TNBS (P <0,01).
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A figura 27 mostra os efeitos do TNBS, na auséncia e presenga dos tratamentos,

sobre a expressao de iNOS e COX-2 no tecido do célon de ratos.
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Figura 27. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500
mg/kg de peso de animal) sobre a expressdo de iNOS e COX-2 no tecido do célon de ratos com

colite induzida por TNBS, mediante Western blot (n=6). #Pp < 0,01 e ™P < 0,001 versus grupo

controle; e *P < 0,05 e ***P < 0,001 versus grupo controle TNBS.
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A inducdo de colite por TNBS foi caracterizada por aumento na expressao tanto de
iNOS quanto de COX-2 no cdlon de ratos coliticos, quando comparado ao grupo controle,
este aumento foi observado em todos os grupos que receberam instilacdo intraretal de
TNBS, como pode ser observado na figura 27. O tratamento de ratos enfermos com couve
ndo alterou a expressdo de iNOS quando comparada com os animais do grupo controle
TNBS; porém o tratamento das ratos coliticos tanto com mamao quanto com mistura de
couve e mamao, na propor¢do 3:2, respectivamente, foi responsdvel por diminui¢do
significante na expressdo de iNOS (P < 0,05 e P < 0,001, respectivamente, versus controle
TNBS) no célon. Porém, nenhum tratamento foi capaz de diminuir a expressao de COX-2

no colon de ratos com colite induzida por TNBS.
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3.2. Manipulacao da Microbiota Intestinal em Ratos com Colite Induzida por

TNBS

A microbiota intestinal foi quantificada em ratos com colite experimental e os
resultados referentes as colonias de bifidobactérias mostram que a inflamagdo intestinal
proveniente da instilacdo intraretal de TNBS ndo alterou o nimero de colbnias de
bifidobactérias (dados ndo mostrados).

No entanto, a inflamagdo intestinal foi acompanhada de diminui¢ao no nimero de

coldnias de lactobacilos (P < 0,05 versus grupo controle), como mostra a figura 28.
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Figura 28. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de
peso de animal) na contagem de coldnias de lactobacilos do contetddo fecal do célon de ratos com
colite induzida por TNBS (n=6). Dados expressos em CFU log 10. #Pp < 0,01 versus grupo

controle; e *P < 0,05 versus grupo controle TNBS.

Os grupos de animais tratados com mamao ndo apresentaram alteragdo no nimero
de colonias dessas bactérias em relacdo aquelas avaliadas em animais do grupo controle
TNBS. J4 os grupos de animais tratados com couve e com mistura de couve e mamao
mostraram um nimero maior de colonias de lactobacilos com P < 0,05, sempre comparados

ao dos animais do grupo controle TNBS.
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O numero de colonias de bactérias aerdbias presentes no contetdo fecal do célon de
ratos nao coliticos e coliticos, na auséncia ou presenga de tratamento com os vegetais, foi

determinado e os resultados estdo apresentados na figura 29.
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Figura 29. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de

peso de animal) na contagem de coldnias de bactérias aerébias do conteido fecal do célon de ratos
com colite induzida por TNBS (n=6). Dados expressos em CFU log 10. *P < 0,05 versus grupo

controle; e *P < (0,05 e **P < 0,01 versus grupo controle TNBS.

O processo inflamatério frente ao TNBS aumentou de modo estatisticamente
significante o ndmero de coldnias de bactérias aerébicas (P < 0,05) em comparagdo ao
grupo controle; porém, o conteudo fecal dos animais tratados com mamao e com a mistura
de vegetais apresentou diminui¢cdo no ndmero de colOnias de bactérias aerdbias, em
comparacdo com aqueles obtidos para os animais do grupo controle TNBS (P < 0,05 e P <

0,01, respectivamente).
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Na figura 30 estdo apresentados os resultados da quantificagdo das coldnias de
enterobactérias provenientes do contetido fecal do célon de ratos coliticos e ndo coliticos,

tratados ou ndo tratados com os vegetais.
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Figura 30. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de
peso de animal) na contagem de coldnias de enterobactérias do conteido fecal do célon de ratos

com colite induzida por TNBS (n=6). Dados expressos em CFU log 10. "p < 0,01 e P < 0,001

versus grupo controle; e *P < 0,05 versus grupo controle TNBS.

O processo inflamatério proveniente da indugdo da colite experimental por TNBS
aumentou o numero de coldnias de enterobactérias, como podemos observar no grupo
controle TNBS e também no grupo tratado com mamao, quando comparado aqueles do
grupo controle (P < 0,05 e P < 0,001, respectivamente); entretanto, o grupo de animais
tratados com a mistura apresentou diminuicdo do nimero das mesmas (P < 0,05) em

relacdo ao grupo controle TNBS.
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Na figura 31 estad apresentado um resumo dos resultados obtidos quando a relacdo
do nimero de colonias de bactérias benéficas (lactobacilos e bifidobactérias)/bactérias
potencialmente patogénicas (aerdbicas e enterobactérias) avaliadas no contetddo fecal do
c6lon de animais coliticos e ndo coliticos, na auséncia ou presenc¢a de tratamento com 0s

vegetais.
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Figura 31. Efeito do tratamento com couve, maméao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de
peso de animal) na relacdo do ndmero de coldnias de bactérias benéficas (lactobacilos e
bifidobactérias)/bactérias potencialmente patogénicas (aerébicas e enterobactérias) (n=06). p < 0,05

versus grupo Controle; e *P < 0,05 versus grupo controle TNBS.

Observa-se que a inflamagao induzida pelo TNBS diminuiu a relagdo do nimero de
colOnias de bactérias benéficas/bactérias potencialmente patogénicas do conteudo fecal do
colon de ratos enfermos, como foi observado nos animais dos grupos controle TNBS e
tratado com mamao (P < 0,05), em relacdo ao grupo controle. Os animais do grupo tratado
com a mistura de couve e mamao apresentaram significante aumento desta relacdo de

bactérias quando comparados aos niveis dos animais do grupo controle TNBS (P < 0,05).
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A tabela 7 mostra o efeito da instilagdo intraretal de TNBS em ratos Wistar na

producdo dos AGCC acetato, propionato e butirato.

Tabela 7. Efeito do tratamento com couve, mamao e da mistura de ambos vegetais (500 mg/kg de
peso de animal) sobre a producio de AGCC (mg.g™") no contetido luminal do célon e cego de ratos

Wistar com colite ulcerativa induzida por TNBS (n=6).

Grupo Acetato Propionato Butirato Total
Controle 25,1+2.7 9,4+0,7 6,9+0,8 42.,+4.5
Controle-TNBS 8,4+1,3" 4,2+0,6" 3,7+0,5" 16,1+3,0"
Couve 11,1+1,6" 3,9+0,5"* 2,7+0,5"%  17,3+3,0"
Mamio 6,8+0,8" 3,2+0,5"* 1,8+0,2"%  11,3+1,5"
Mistura 12,0+1,4" 4,24+0,6"™* 1,8+02"  16,9+2,0"*

Todos os grupos diferem significativamente do grupo controle (P < 0,01, dados ndo mostrados).

HiH

#p < 0,01 e ™P < 0,001 versus grupo controle.

A instilacdo de TNBS foi seguida de deplecdo da producdo dos trées AGCC
estudados (acetato, propionato e butirato), assim como de deplecdo da soma dos trés acidos
graxos juntos, no contedido fecal do c6lon dos ratos enfermos, quando comparadas aos ratos
pertencentes ao grupo que nao recebeu a instilacdo de TNBS. Nao houve tratamento capaz

de restaurar a produgdo de nenhum dos trés AGCC.
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DISCUSSAO

Nos ultimos anos, uma estreita correlacdo entre nutricdo e saide tem sido
estabelecida e o conhecimento sobre o papel de certos alimentos (ou de alguns de seus
componentes) na melhora da satde e/ou na redugdo de riscos de doengas cronicas tem ido
além do valor estritamente nutritivo dos mesmos. Essa idéia tem contribuido para o
desenvolvimento de um novo conceito de alimentos conhecidos, em geral, como
“alimentos funcionais”.

O termo alimentos funcionais nio estd claramente delimitado, mas Goldeberg
(1994) propds um conceito amplamente aceito: é qualquer alimento que tenha impacto
positivo e diferenciado de seu valor nutritivo sobre a saide do individuo. Trata-se de um
alimento natural, ou desenvolvido a partir de ingredientes naturais, que se consome como
parte da dieta e que desempenha funcdo concreta em processos fisioldgicos, tais como
melhora dos mecanismos biolégicos de defesa frente a agentes nocivos, prevengdo de
enfermidades ou retardo no envelhecimento.

A 1déia original do trabalho com alimentos vegetais do Laboratério de Produtos
Naturais do Instituto de Biologia da Unicamp € obter alimento funcional utilizando frutas e
verduras, in natura, os quais facam parte da dieta usual da populagado brasileira. O objetivo
do grupo ¢é testar estes vegetais na prevencdo e/ou tratamento das DII, em animais com
colite experimental induzida, ou seja, o grupo nunca teve intencdo de utilizar extratos ou

substancias ativas deles isoladas.

1. Producido de AGCC Proveniente da Fermentacao dos Vegetais Secos

Os carboidratos, nao digeridos pelas enzimas humanas, sdo comumente fermentados
pela microbiota intestinal e produzem AGCC, principalmente, acetato, propionato e
butirato. Os AGCC apresentam efeitos benéficos para a satide, que vao desde efeitos do
tipo metabdlico ou aumento da absorcdo de minerais, até a prevencao de cancer de cdlon
(Scheppach, 1995), com especial interesse para os pacientes de DII, nos quais a incidéncia

de cancer aumenta com relac¢do ao restante da populacdo (Krok e Lichtenstein, 2004). Nos
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pacientes com DII, a incidéncia de cancer colorretal é de 2% em pacientes com 10 anos de
evolucdo de DII, de 9% em pacientes com 20 anos de evolucdo da enfermidade e a
incidéncia alcanca 19% depois de 30 anos de desenvolvimento da inflamacao intestinal.

O butirato € o substrato energético das células epiteliais do intestino e parece ter
atividade protetora contra carcinogénese no célon de ratos (Young et al., 1996),
provavelmente por sua habilidade de inibir a proliferacdo de células epiteliais tumorais;
estas células se caracterizam por elevada taxa de proliferacdo associada a uma menor
diferenciagdo em comparag¢ao com aquela dos colonécitos normais maduros (Cordon-Cardo
e Prives 1999). Em diferentes linhagens celulares de origem tumoral de epitélio do c6lon, o
butirato tem se mostrado capaz de inibir a proliferacdao e induzir apoptose (Hinnebusch et
al., 2002); também tem sido proposta a propriedade de aumentar a proliferacdo do epitélio
normal do célon (Gibson et al., 1992). Esta atividade paradoxal, inibidora ou estimulante
da proliferacdo celular, em se tratando de células tumorais ou normais, tem sido definida
como “efeito paradoxal do butirato” (Redondo, 2002).

Foi sugerido, ainda, em diferentes estudos, que o butirato tem efeito benéfico sobre a
reparacao/regeneracdo produzida apoOs lesdo no colon (Breuer et al., 1991) agindo como
antiinflamatoério intestinal (Kanauchi et al., 2003), ja que estudos in vitro t€ém demonstrado
ser o butirato o principal substrato energético dos colondcitos (Ahmad et al., 2000). Grande
parte do butirato (aproximadamente 90%) e do propionato (entre 10 e 50%) € metabolizada
pela mucosa cdlica; alguns autores t€ém demonstrado que pacientes com colite ulcerativa
tém quantidades diminuidas de AGCC nas fezes (Stein et al., 1992; Araki et al., 2002,
Marchesi et al., 2007), sugerindo que a restauracdo dos niveis luminais de butirato pode
facilitar a recuperacdo da mucosa inflamada (Kanauchi et al., 1998). Enema de AGCC,
especialmente butirato, tem sido usado como tratamento para inflamacdo do intestino,
incluindo colite ulcerativa (Wong ef al., 2006); porém, o tratamento pode apresentar
problemas devido a resisténcia por parte do paciente em usar este tipo de terapia, além das
caracteristicas organolépticas desagradaveis que caracterizam os AGCC (Patz et al., 1996).

O butirato aumenta a atividade de enzimas antioxidantes, incluindo glutationa
redutase, glutationa peroxidase e catalase (Louis et al., 2004), o que proporciona a esse
AGCC atividade protetora sobre o dano oxidativo do DNA induzido pelo H,O, (Rosignoli

et al., 2001). Este efeito pode ser importante na supressdao de mecanismos agressores da
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mucosa que sdo mediados por EROs (Rosignoli et al., 2001), como as DII, j4 que AGCC,
de modo geral, protege as células epiteliais da mucosa contra danos oxidativo (Ren et al.,
2001).

Tendo como base essas informagdes, a quantificacdo de AGCC no tratamento
empregado € de extrema importancia, dado que quanto maior for sua produgdo pela
fermentacdo dos carboidratos ndo digeridos que chegam ao célon, maior serd a efici€éncia
na recuperagdo do tecido cdlico danificado (Rodriguez-Cabezas et al., 2002).

Existem vdrias técnicas analiticas para identificacdo e quantificacdo destes dcidos,
como eletroforese capilar (Arellano et al., 1997; Zuriguel et al., 1997), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Stein et al., 1992), cromatografia gasosa (Rodriguez-Cabezas et
al., 2002), além da cromatografia de ions (CI) (Flickinger et al., 2000). O método de CI,
adaptado por nosso grupo (Dias et al., 2009) foi utilizado nesse trabalho, pois 0 mesmo
mostrou-se interessante para quantificar os AGCC, ja que utiliza pequenas quantidades de
reagente, gerando economia, e utiliza reagentes menos toxicos que aqueles utilizados pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O objetivo dos testes in vitro, aqueles que empregaram incubagdo de bactérias e
oxyrase® com amostras vegetais, foi selecionar a propor¢io dos vegetais que produziram
maiores quantidades de butirato para utilizd-la nos estudos in vivo, empregando animais
submetidos a colite experimental induzida por TNBS. Os resultados obtidos indicaram que
dentre as combinagOes empregadas dos vegetais couve € mamao, a amostra que continha a
combinacdo de 0,3 g de couve e 0,2 g de mamao foi a que produziu maior quantidade de
butirato e que, portanto, foi utilizada nos experimentos in vivo. Para a fibra alimentar
apresentar algum efeito farmacolégico, ndo basta que a mesma seja capaz de produzir
AGCC. E necessério também que haja combinagio de fibras soltveis e insoliiveis, para que
o alimento percorra todo o sistema digestivo até alcancar o intestino grosso; caso contrdrio,
0os AGCC produzidos alcancam apenas o célon ascendente, como é o caso daqueles
produzidos por alimentos que s6 apresentam fibras soliveis. A importincia dessa
combinacdo de fibras consiste no fato de que as colites ocorrem em todo o segmento do
cOlon e ndo apenas na sua porcdo ascendente. Partindo deste pressuposto, a amostra
selecionada mostrou ter perfil para compor um alimento funcional ji que apresenta tanto

fibras dietéticas soliveis quanto insoliveis na sua composi¢ao.
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2. Modulacao da Microbiota Intestinal em Ratos Normais e Ratos com Colite

Induzida por TNBS pelo Tratamento com Vegetais Secos

Os tratamentos com a mistura de couve € mamao, assim como com OS Vegetais
isolados, apresentaram efeito benéfico na fisiologia intestinal de ratos saudéveis. Estes
tratamentos aumentaram significantemente a porcentagem de dgua nas fezes expelidas e
coletadas nos 14 dias ao longo do experimento. O significado desses achados € que estes
vegetais podem facilitar o avango do conteido luminal através do trato gastrointestinal
evitando, assim, a possibilidade de prisdo de ventre, uma ocorréncia comum em paises
desenvolvidos.

A modulagcdao da microbiota intestinal, com finalidade de melhorar a saude do
individuo, vem sendo efetuada empiricamente ao longo de tempo, existindo noticias do
emprego de leite fermentado no tratamento de infec¢des gastrointestinais ja no ano 76 a.C.
Atualmente, ela é feita através de probidticos, prébidticos e antibidticos; e tem sido
associada a inumeraveis efeitos benéficos a saide humana, como melhora na intolerancia a
lactose, modulacdo do sistema imune, reducdo da hipercolesterolemia, além da protecdo
frente as enfermidades infecciosas, inflamatérias e alérgicas (Gill, 2003).

Conhecer melhor os microorganismos da microbiota intestinal possibilita o
estabelecimento de diferentes agdes pelas quais alimentos e microbiota residente podem
exercer efeitos benéficos. As principais acdes investigadas tem sido: competicdo com
bactérias nocivas, melhora da funcdo barreira, producdo de nutrientes importantes para a
integridade do epitélio intestinal € imunomodulacio.

Existe consenso quanto ao fato de que diferentes espécies pertencentes aos
géneros de lactobacilos e bifidobactérias podem beneficiar o organismo do hospedeiro
(Vaughan et al., 2002); o mesmo ndo ocorre para as enterobactérias e bactérias aerobias,
conhecidas por serem potencialmente patogénicas (Kaplan e Hutkins, 2000). Assim,
estudar as bactérias da microbiota intestinal e a proporcdo das benéficas em relagao aquelas
potencialmente patogénicas, no conteddo intestinal de animais tratados com os vegetais,
tornou-se fundamental nesse trabalho.

A administracdo da mistura de couve e mamao se mostrou capaz de modificar a

microbiota do célon em ratos sauddveis, com significante aumento no nimero de colonias
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de bactérias consideradas benéficas para a satide do hospedeiro, como lactobacilos (apenas
no ceco) e bifidobactérias (em ambos os segmentos estudados). Um dado importante é que
a mistura empregada também diminuiu uma das bactérias potencialmente patogénica, a
enterobactéria, em ambos 0s segmentos.

Lactobacilos apresentam respostas benéficas ao hospedeiro como inibi¢io no
crescimento/proliferacio de outros microorganismos indesejaveis, ou seja, fungdo
antibiética com diminui¢do do pH intestinal. Esse tltimo efeito previne crescimento
bacteriano de organismos oportunistas, como candida, pseudomonas e estafilococos,
durante o tratamento com antibidticos (Rastall, 2004). J4 as bifidobactérias, presentes em
grande ndmero no intestino de adultos, sdo responsdveis pela sintese de vitamina B,
inibicdo do crescimento de outros microorganismos patogénicos, diminui¢do do pH
intestinal e do colesterol, protecdo contra infec¢des intestinais, estimulacdo da funcgdo
intestinal, além de melhorar a resposta imune do hospedeiro (Rastall, 2004). Com base
nessa teoria e nos resultados apresentados acima, tornou-se possivel sugerir que a mistura
de couve e mamao tem fung¢do prebiodtica.

A teoria mais aceita sobre o desenvolvimento das DII, como ja foi anteriormente
abordada, compreende resposta imunoldgica exacerbada da microbiota comensal em
individuos geneticamente suscetiveis (Bamias et al., 2005), hipdtese esta observada em
diferentes estudos. As inflamacdes, na maior parte dos estudos, relacionam-se as dreas com
maior densidade de bactérias; o uso de antibidticos melhora a inflamagdo intestinal cronica;
além disso, o desvio do fluxo fecal pode prevenir recorréncia da DC.

Acredita-se que as bactérias intestinais influam tanto no inicio quanto na
perpetuacdo das DII, provavelmente devido a existéncia de desequilibrio entre as bactérias
potencialmente patogénicas e aquelas protetoras (Shanahan 2000 e Podolsky, 2002). Neste
sentido, a diminui¢@o na contagem de lactobacilos e bifidobactérias em pacientes com DII,
além de aumento de algumas bactérias prejudiciais como a E. coli invasivo/aderente
(Campieri e Gionchetti, 1999), justificaria o uso das bactérias benéficas para competir com
aquelas potencialmente patogénicas como alternativa ao tratamento atual. Em paciente
com DII também tem sido observado que as bactérias aderentes, com capacidade de

penetrar a mucosa, como Bacterioides ssp, Escherichia coli e Enterobacterium sao as mais
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abundantes em comparacdo aquelas encontradas em individuos saudaveis (Swidsinski et al
2002 e Seksik et al., 2003).

No presente estudo, os ratos Wistar com colite induzida por TNBS apresentaram
diminui¢ao no ndmero de coldnias de lactobacilos e aumento tanto de bactérias aerdbias
quanto de enterobactérias; consequentemente, a relacdo bactérias benéficas/bactérias
potencialmente patogénicas também se apresentou diminuida. Portanto, a indu¢do de colite
por TNBS segue o padrdo apresentado pelas DII em humanos, quando ao que se refere a
microbiota intestinal.

A hipétese de que a microbiota normal, de algum modo, funcione como
modulador da “inflamagdo fisioldgica” tem sido reforcada por algumas observacdes feita
por Duchmann et al. (1999), as quais se referem que as células mononucleares da mucosa
de pacientes com DII, mas nio do sangue periférico, proliferam quando expostas a
bactérias intestinais autélogas. Ao contrdrio, células da mucosa nio afetada, dos mesmos
pacientes ou de pacientes em remissdo, ndo proliferam frente a microbiota intestinal
autologa; isto indica que existe perda de resisténcia durante a inflamag¢do (Duchmann et al.,
1995). Provavelmente, a descoberta mais convincente € que a maioria dos animais germ
free ndo desenvolve colites (Taurog et al.; 1994). Estas observacdes reforcam o paradigma
“sem bactéria nao ha colite”. A causa de resposta “anormal” frente a bactérias intestinais
“normais”, na DII, ainda ndo estd clara, mas se sabe que a DC estd associada geneticamente
com a mutacdo do gene NOD?2 (intracellular nucleotide oligomeration domain 2), cujos
produtos sdo proteinas reconhecedoras de bactérias; isso aponta para uma relacdo entre
inflamacdo intestinal e reconhecimento bacteriano (Girardin et al., 2003).

Portanto, a associacdo entre microbiota intestinal e desenvolvimento das DII tem
gerado estudos que investigam o potencial terapéutico da alteragdo de bactérias luminais.
Kato et al. (2004) realizaram um trabalho com humanos em que foi usado placebo e leite
fermentado com Bifidobacterium durante duas semanas em pacientes com RCUI ativa; no
estudo em questdo, tanto as lesdes histolégicas, quanto o indice da atividade endoscépica
da enfermidade, foram reduzidos em comparacdo ao dos pacientes do grupo placebo.

Outros estudos tém proposto que numerosos lactobacilos podem alertar o sistema
imune intestinal e, secundariamente, favorecer a ndo instalacdo de microorganismos

infecciosos potencialmente lesivos, o que pode ocorrer devido a producdo de
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imunoglobulinas especificas do tipo A (Rinne et al., 2005), ou da ativacdo das células
natural killer (NK) (Ogawa et al., 2006). Outros efeitos imunomoduladores destes
microorganismos derivam de sua capacidade em incrementar a atividade fagocitica de
leucécitos intestinais, além de promover maior proliferacdo de linfécitos B aumentando
imunoglobulinas A ¢ G e estimular a produ¢do da TNFa. Outros probidticos, como
Lactobacillus sakei e E coli ndo patogénica, tem capacidade de aumentar a producio de
citocinas antiinflamatérias como IL-10 e fator de crecimento transformante-B (TGF-), ao
mesmo tempo em que reduz aquelas de cardter inflamatério, por exemplo, TNF-a, INFy e
IL-8 e expressdao de iNOS (Morita et al. 2002).

Apesar do grande nimero de estudos, ainda ndo se conhece com exatiddao como a
interacdo dos probidticos com as células linféides do intestino ocorre, ja que estas células
sdo responsdveis por ativar o sistema imune intestinal. Neste sentido, tem sido proposto que
os lactobacilos podem modificar a produ¢do de citocinas mediante participagdo de algum
componente de sua parede celular, ainda ndo totalmente caracterizado (Solis-Pereyra 1997).

Animais coliticos, tratados com a mistura de couve € mamao apresentaram aumento
no ndmero de coldnias de lactobacilos, assim como diminui¢do do nimero de coldnias das
bactérias potencialmente patogé€nicas, que sdo as aerobias e as enterobactérias, quando
comparado ao grupo controle TNBS; como consequéncia, a relacio de bactérias
benéficas/potencialmente patogé€nicas também se mostrou aumentada. Estudos tém
demonstrado que o efeito prebidtico € benéfico na prevencdo ou melhora dos diferentes
sinais e sintomas envolvidos nas DII (Hafer et al., 2007). Isto foi confirmado, pois o pré-
tratamento de ratos coliticos com a mistura de couve e mamao, o qual apresentou efeito
prebidtico, foi capaz de exercer efeito antiinflamatdrio intestinal no modelo de colite

experimental induzida por TNBS, como serd discutido a seguir.

3. Inibicao da Inflamacao Intestinal

O modelo de inducdo de inflamacdo intestinal por TNBS envolve reagdo

inflamatoria localizada no célon distal (Morris et al., 1989). Este modelo é amplamente

utilizado para avaliagdo inicial de novos tratamentos potencialmente tteis na DIl em
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humanos; igualmente interessante € seu papel na elucidacdo de mecanismos envolvidos no
processo inflamatério intestinal, j& que o modelo apresenta muitas caracteristicas em
comum com as DII em humanos, especialmente similaridades histolégicas e imunoldgicas
com doenga de Crohn (Maine, 2007).

A colite experimental foi descrita inicialmente por Morris et al. (1989), que
administravam solucdo de 30 mg de TNBS (diluido em etanol 50%); mais tarde, esta dose
foi diminuida pelo grupo de Galvez et al. (2000) para 10 mg, com o objetivo de facilitar a
modulagdo do processo inflamatério na vigéncia de um potencial tratamento. De fato, em
comparacdo com resultados prévios do grupo de pesquisa envolvido no presente trabalho e
com aqueles obtidos por outros autores, a administracdo de 10 mg de TNBS induziu lesdo
no célon qualitativamente similar aquela induzida com 30 mg do mesmo, ainda que
quantitativamente menor (Morris et al., 1989; Camuesco et al., 2005).

O TNBS ¢ diluido em etanol 50%; o papel do etanol € de romper a barreira
intestinal, facilitando o acesso do TNBS a mucosa, onde atuard como hapteno (Morris et
al., 1989), sendo responsdvel pela instauragdo do processo inflamatério (Elson ez al., 1995).
Além de atuar como hapteno, o TNBS exerce dois outros efeitos: diminui¢do dos niveis de
glutationa total no c6lon (Ardite et al., 2000); citotoxicidade no epitélio do c6lon devido a
sua capacidade em gerar ERO apds metabolizacdo pelos colondcitos (Grisham et al., 1994).
Estes efeitos facilitam a desorganizacdo da citoarquitetura do célon e aumentam a
permeabilidade intestinal, o que possibilita a entrada de produtos luminais e a ativagio do
sistema imunoldgico intestinal, além de aumentar a producdo de numerosos mediadores
pré-inflamatérios (Yamada et al.,, 1992). A importancia da microbiota do cdlon,
determinante no desenvolvimento do processo inflamatorio, € inquestionavel; prova disto é
o fato de que o TNBS/etanol, administrados em animais germ free, ou tratados com
antibidticos, conduzem a resposta inflamatdria quantitativamente inferior (Garcia-Lafuente
et al., 1998).

E bem conhecido que, como consequéncia da lesdo do célon induzida por TNBS,
ocorre inicialmente ativacdo e infiltracdo de neutréfilos e mondceitos na lamina prépria e,
posteriormente, de linfécitos, que contribuem com ambas, severidade da lesdo e
cronicidade do processo inflamatério instalado (Palmen et al., 1995). Assim, estudos

realizados com este modelo experimental demonstraram que a ativacdo de células T, com
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predominio do tipo Thl, caracteriza-se pela producdo de grandes quantidades de IFNy e
pequenas quantidades de 1L-4 (Elson et al., 1996). Este tipo de resposta seria promovida
pela producdo de 1L-12, que atua como potente indutor do desenvolvimento de células do
tipo THI, de forma similar ao que ocorre na DC (Parronchi et al., 1997). Mais
recentemente foi demonstrado que a produgdo de IL-17 também estd aumentada neste
modelo (Zhang et al., 2006); esta citocina pré-inflamatéria € secretada pela subpopulagcao
de linfécitos T, denominada Th17 (Langrish et al., 2005) e, embora sem fungdes biolégicas
totalmente esclarecidas, postula-se que Th17 parece ter papel importante na patogenia da
DII (Fujino et al., 2003).

Assim, partindo-se de demonstracdes prévias de que o efeito prebidtico € benéfico
na prevengdo ou melhora dos diferentes aspectos envolvidos nas DII (Hafer et al., 2007), os
resultados desse trabalho reforcam a hipétese do beneficio produzido pelos pré-bidticos. O
pré-tratamento de ratos coliticos com a mistura de couve e mamao, além de modular a
microbiota intestinal, tanto em ratos saudaveis, quanto em ratos com colite experimental,
também foi capaz de exercer efeitos antiinflamatdrios intestinais no modelo de colite
experimental induzida por TNBS. Isto ficou evidente através de observacOes macro e
microscopicas que apontam para reducdo na extensdo dos danos causados ao célon e no
percentual de aderéncia do intestino aos orgaos adjacentes, além dos achados bioquimicos
como reducdo na atividade da MPO; este tltimo dado sugeriu menor infiltragdo neutrofilica
na drea lesionada. A atividade dessa enzima tem sido amplamente utilizada para detectar e
acompanhar a infiltracdo intestinal e reducdo nesta atividade pode ser interpretada como
manifestacdo da acdo antiinflamatdria de um determinado composto (Veljaca et al., 1995).

A inflamacdo na mucosa se caracteriza pela acumulacdo de liquido e células
inflamatdrias, que s@o recrutadas gracas as substancias liberadas no foco inflamatério; isso
poduz espessamento da parede intestinal e, consequentemente aumento do peso da mesma.
Portanto, para avaliar o estado inflamatério dos animais, inicialmente, foram utilizados
dados macroscopicos como comprimento da lesdo no célon e espessamento da parede do
intestino, verificado através da relacdo peso/comprimento do mesmo. Observou-se que o
grupo tratado com a mistura de couve e mamao apresentou melhora no quadro inflamatorio,
pois estes animais apresentaram menor indice de lesdo macroscépico e também menor

porcentagem de animais com aderéncia intestinal. Para corroborar tais resultados, o grupo
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tratado com mistura também apresentou sinais de recuperacdo no tecido inflamado, ja que
os resultados de histologia mostraram restauracdo parcial da camada de células epiteliais,
em contraste com a extensiva ulcera¢do observada nos animais do grupo controle TNBS,
além de deplecao menos severa das células caliciformes. A melhora do quadro histolégico
do coélon foi acompanhada por reducdo da infiltrado inflamatério, principalmente na
submucosa.

Recrutamento e ativacdo de neutréfilos resulta em aumento dramatico na producao
de radicais livres que bloqueiam mecanismos de prote¢dao antioxidante do tecido, levando
ao estresse oxidativo que definitivamente perpetua a inflamacdo do c6lon (Grisham et al.,
1994); tem sido estabelecido que a perda da protecdo antioxidante estd associada a deplecao
de glutationa. Assim, inibicdo da geracao de radicais livres pode contribuir para a redugdo
da infiltracdo de leucdcitos no tecido inflamado, impedindo que o tecido do cdlon
desenvolva inflamagdo. No entanto, o efeito benéfico sobre o estresse oxidativo do célon
nos animais coliticos tratados com a mistura de couve e mamao nao foi observado, uma vez
que nao houve aumento do contetido de glutationa no c6lon dos ratos, o que teria sido
desejdvel para acompanhar a redugdo da atividade da MPO.

Torna-se cada vez mais clara que hd uma estreita associagdo entre inflamacao
cronica do célon e superprodugdo de NO', expressa através da atividade da iNOS, tanto em
seres humanos quanto em animais de experimentacdo (Hogaboam et al., 1995). Tem sido
sugerido que a superprodu¢do de NO', causada pela iNOS, tem cardter deletério sobre a
funcdo intestinal (Hogaboam et al., 1995), contribuindo significativamente para a
imunopatologia gastrointestinal durante os eventos de inflamacdo cronica, dentre os quais
encontram-se as DII. Devido ao importante papel atribuido ao NO" foi verificado, neste
estudo, que a inflamacdo do célon obtida com o TNBS estd associada a uma maior
expressdo da INOS em comparacdo aos animais controle; os resultados aqui obtidos
concordam com observacdes anteriores em modelo experimental de colite (Hogaboam et
al., 1995) e em DII humana (Kimura et al., 1997); estes autores descreveram que o
aumento na producdo de NO na mucosa inflamada foram provenientes da acdo da iNOS no
tecido do co6lon de pacientes portadores de DII. O efeito antiinflamatorio intestinal exercido
pela mistura de ambos os vegetais foi, de fato, associado a uma inibicao significante na

expressdao de iNOS no célon de animais submetidos a colite por TNBS.
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Além da iNOS, a expressio da COX-2 também € induzida por citocinas,
endotoxinas, fatores de crescimento e promotores de tumor, no epitélio intestinal durante a
inflamacdo intestinal ativa (Singer et al., 1998). Neste estudo, um aumento de COX-2 no
tecido do célon de animais que receberam a instilacdo intraretal de TNBS, quando o mesmo
foi comparado ao dos animais controle, foi confirmado; no entanto, os tratamentos
utilizados neste estudo nao foram capazes de modificar a expressdao da COX-2, sugerindo
que a melhora na inflamag¢ao dos animais com colite e tratados com a mistura nao se deve a
diminui¢ao de prostandides.

Em relacdo as citocinas pré-inflamatérias IL-1B8 ¢ TNF-a, ambas se apresentaram
aumentadas no tecido do célon dos animais com colite experimental induzida por TNBS
nesse trabalho, quando comparados aquelas de animais controle.

A IL-1P tem um papel chave nas DIl uma vez que altas concentra¢des desta citocina
sdo encontradas na parede intestinal de pacientes com RCUI e DC (Mahida et al., 1989),
assim como no modelo experimental de colite empregada neste trabalho. A IL-1 €
produzida, principalmente, por células mononucleares locais (Youngman et al., 1993) e sua
principal fungdo, assim como a do TNF-a, € atuar como mediadora da resposta inflamatdria
do hospedeiro na imunidade inata; seus efeitos bioldgicos dependem da quantidade de
citocina liberada. Quando esta citocina estd em baixas concentrag¢des, sua principal fungdo €
mediar a inflamacgdo local. A IL-1 atua ainda sobre as células endoteliais, favorecendo a
coagulacdo e aumentando a expressdo de moléculas de adesdo que medeiam a adesdo
leucocitaria; atua também diretamente sobre os leucdcitos inflamatdrios estimulando a
producdo de quimiocinas por outras células que também sdo ativadas. IL-1, em quantidades
elevadas, entra na circulagdo e exerce efeitos enddcrinos (Fiocchi, 1992).

TNF-o, além de desempenhar fungdo basica nos estdgios iniciais do processo
inflamatorio, atua amplificando esta resposta ao estimular a producio de outros mediadores
e participando, de forma importante, no processo cronico tal que vdrios estudos tém sido
feitos no sentido de buscar compostos capazes de bloquear as agdes desta citocina, o que
resulta na comercializacdo de um anticorpo monoclonal quimérico frente ao TNF-a, com o
nome comercial de Infliximab (Chey, 2001; Rutgeerts et al., 1999; Targan et al., 1997).

Outros compostos andlagos, como talidomida, também apresentou efeitos nas DIl em

humanos (Ehrenpreis et al., 1999; Vasiliauskas et al., 1999). Junto com o IL-1, o TNF-a
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compartilha a capacidade de induzir febre, sintese hepética de proteinas plasmaéticas de fase
aguda da inflamacao e inicia o desgaste metabolico.

Apenas a mistura de couve e mamao foi capaz de reduzir significativamente a
producdo tanto do TNF-a quanto da IL-1B no colon de animais submetidos a colite por
TNBS. Quanto este efeito foi comparado aos dois tratamentos com o0s vegetais nao
misturados, ndo houve diferenca entre os tratamentos na producdo de IL-1f3; além disso,
apenas o tratamento com couve foi capaz de inibir significativamente os niveis de TNF-a
no célon, sugerindo efeito sinérgico dos vegetais quando combinados. Essa combinacio
pode ser relevante uma vez que tanto a IL-1B, quanto o TNF-a, desempenham papel

fundamental na inflamacdo intestinal.
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CONCLUSAO

De modo geral, os resultados obtidos indicaram que a mistura de couve e mamao
possui habilidade para modular a microbiota do célon e do ceco, tanto em ratos saudaveis,
quanto em ratos submetidos a colite experimental por TNBS e o efeito prebidtico da
mistura dos vegetais foi acompanhado de recuperacio do tecido inflamado. A melhora no
quadro da doenca foi associado a diminuicdo de alguns mediadores pré-inflamatérios
envolvidos na inflamacgdo intestinal, como o TNF-q, IL-1B3, iNOS e atividade da MPO,

possibilitando sugerir que esse efeito benéfico seja devido ao sinergismo dos componentes

ativos da couve e do mamao, em associacao.
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PERSPECTIVAS

e Analisar a producdo de receptores do tipo toll (TLR) no tecido inflamado do
cblon;

e Analisar os niveis de enzimas antiinflamatérias como a IL-10;

e Analisar a ativacdo do fator nuclear-kB (NF-kB);

e Analisar os tipos de fibras e a porcentagem das mesmas encontradas na
mistura dos vegetais;

e Analisar o conteudo de carotendides, assim como flavondides presente na
mistura;

e Testar a mistura de couve e mamao em humanos com DII.
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