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1. Resumo

A Doenca Inflamatdria Intestinal (DII) engloba uma série de doencas que
afetam o trato intestinal, especialmente o célon, sendo as principais a retocolite
ulcerativa e a doenca de Crohn, ambas com alta taxa de morbidade e
mortalidade, além de representarem um dos mais importantes fatores de risco
para o cancer colorretal, que no Brasil € o quarto tipo de tumor com maior
incidéncia de mortes. InUmeros medicamentos sdao usados no controle e no
tratamento destas doencas (aminosalicilatos, glicocorticoides,
imunomoduladores e antibidticos), no entanto, todos apresentam sérios efeitos
colaterais e sao de custo extremamente elevado. Além da busca por novas
drogas para o tratamento destas doencas ainda sem cura, uma importante
estratégia preventiva e curativa se baseia no uso de prebidticos na dieta, os
quais poderiam tanto melhorar as condigdes de vida do paciente como permitir
por efeito sinérgico a reducdo das doses dos farmacos comumente utilizados
nestas doencas e conseqiientemente de seus efeitos adversos e toxicos. Com
base nestas informacOes, o presente trabalho visou 1. Avaliar os efeitos
preventivos da dieta enriquecida com banana verde (Banana ‘Nanica” Musa sp
AAA) na colite ulcerativa  experimental induzida por  acido
trinitrobenzenosulfénico em ratos; 2. Avaliar a influéncia do uso da dieta
enriquecida com banana verde sobre a atividade antiinflamatéria da
prednisolona; 3. Comprovar se a dieta enriquecida com banana verde pode ser
considerada um prebidtico. Através da realizagdo deste estudo foi possivel
concluir que a administracao da dieta enriquecida com a banana verde nas
concentracdes de 10% e 20% protege o célon de ratos da colite experimental
através de mecanismo que envolve a diminuicdo do estresse oxidativo
evidenciado com a manutencdo dos niveis de glutationa; além disso, a dieta
enriquecida ndo aumenta a atividade antiinflamatoria intestinal da prednisolona
e os efeitos protetores do tratamento nao estao relacionados com atividade

prebidtica.

Palavras-chave: prebidticos, inflamagdo intestinal, Musa spp, colite ulcerativa,

dieta enriquecida.



2. Abstract

The inflammatory bowel disease (IBD) consists in two major diseases
that affect the gastrointestinal tract, specially the colon, ulcerative colitis and
Crohn's disease, both with high mortality and morbity. These diseases represent
a major risk for the development of colorectal cancer, which, in Brazil is
correlated with a high mortality. Many drugs are used to control these illnesses
but most of them present serious side effects and/or are very expensive. The
search of new drugs is still a viable method to discovery different treatments for
IBD however a new preventive and curative method can be the use of
prebiotics. These prebiotics can improve the patients’ life conditions and
possibly permit the decrease of the drugs doses that are used and consequently
side and toxics effects. In light of this, the aims of the present study was to
evaluate the preventive effects of dietary supplementation with green banana
(Banana ‘Nanica’ Musa sp AAA) in experimental models of rat colitis induced by
trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS), evaluate the influence of the dietary
supplementation in the dose of a corticoid (prednisolone) and then be able to
analyze if the dietary supplementation can be considerate a prebiotic. Our results
revealed that the ingestion of the dietary supplementation with green banana in
10% and 20% showed significant anti-inflammatory activities in the
experimental model of rat colitis induced by TNBS. This activity was related with
the reduction of the oxidative stress indicated with the maintenance of
glutathione levels; besides, the anti-inflammatory activity of prednisolone was
not altered with the dietary supplementation and the anti inflammatory
preventive effects of the dietary supplementation was not correlated with a

prebiotic activity.

Key- words: prebiotics, inflammatory bowel disease, Musa sp, ulcerative colitis,

dietary supplementation.



3. IntroduGao

Doencga Inflamatdria Intestina (DII) € uma doenca cronica que atinge o
trato gastrointestinal, sendo constituida principalmente por duas doencas
distintas: a doenca de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU). A DC foi
descrita pela primeira vez em 1932 por Crohn, Ginzburg e Oppenheimer e a
RCU por Wilks e Moxon, em 1859 (KIRSNER, 1985).

A retocolite ulcerativa e a doenca de Crohn representam um importante
problema de saude publica, pois sao doencas que podem atingir os jovens,
apresentando periodos de atividade e remissdao, podendo resultar em uma
diminuicao expressiva na qualidade de vida dessas pessoas, afetando a
escolaridade, gerando prejuizos no trabalho e diminuindo a produtividade além
de afetar de maneira significante a vida social dessas pessoas (VICTORIA, et al.
2009). Ambas as doengas sdo casos clinicos complexos, cuja etiologia envolve
varios fatores como genéticos, ambientais, a microbiota entérica, possiveis
agentes infecciosos além de ativar o sistema imune e ndo-imune que compde o
sistema de defesa da mucosa intestinal (VICTORIA, et al 2009, FIOCCHI,
1998).

Tanto a DC como a RCU tornaram-se mais evidentes no ultimo século,
principalmente pela influéncia de fatores ambientais associados ao estilo de vida
moderno e urbanizado (CROHN, 2000), ja que fatores como estresse e dieta
estdao envolvidos na origem desta doenca. Parece existir uma pequena
diferenca na incidéncia da DII entre os sexos. Em geral a doenca de Crohn
ocorre predominantemente na mulher, enquanto que a RCU tende a

predominar em individuos do sexo masculino (LOFTUS, 2000). Segundo



Zaltman (2007) nos Estados Unidos a incidéncia da DC é de cinco casos em
cada 100 mil habitantes, enquanto a RCU é de 12 casos para cada 100 mil
habitantes. Contudo, esses dados podem estar comprometidos devidos a
dificuldade nos diagndsticos da DII (HANAUER, 2006).

Apesar de ndo haver dados epidemioldgicos oficiais, no Brasil, a
incidéncia dessas duas doencas, tem aumentado nos ultimos anos segundo a
Associacao Brasileira de Colite Ulcerativa e Doenga de Crohn (ABCD, 2009),
atingindo niveis similares aos de paises desenvolvidos (LOFTUS, 2004).

A DC é caracterizada por uma inflamagao transmural envolvendo todas
as camadas da parede do trato gastrointestinal, podendo ocasionar formacao
de abscessos severos e recorrentes, aparecimento de perfuragdes, estenoses e
fistulas com o6rgaos adjacentes (KNIGGE, 2002). Essa doenca pode também
atingir a boca, esdfago, apéndice, reto e anus (KNIGGE, 2002). Segundo
Stenson, 1995 a severidade da doenca é muito varidvel e sua apresentacao
clinica é observada através dos locais da inflamacao, sendo que os locais mais
afetados incluem o intestino delgado (30% dos casos), cdlon (25%), ileo
associado ao cdlon (40%) e estdbmago associado ao duodeno (5%).

A RCU ocorre somente no cdlon, atingindo o reto e o cdlon descendente
em 40% dos casos e sendo este Ultimo acometido em toda sua extensdao em
30% dos casos (STENSON, 1995).

Apesar de haver diferengas quanto as analises histoldgicas entre a DC e
a RCU, ambas apresentam macica infiltracdo de células inflamatdrias e danos
na mucosa e submucosa, com uma ulceracao extensa no epitélio da mucosa

(HENDRICKSON et al., 2002).



A DC apresenta células de muco normal, escassos abscessos nas criptas;
arquitetura glandular preservada, o infiltrado linfocitico apresenta-se
fragmentado; ha presenca de granulomas, a muscular da mucosa apresenta-se
normal, sendo que a inflamacao na submucosa é intensa (MISIEWICZ et al.,
1994). Os pacientes acometidos com DC podem apresentar sintomas extra-
intestinal como uveite, osteoporose, espondilite anquilosante, artrite periférica,
pioderma gangrenoso, edema entre outros (MISIEWICZ et al., 1994).

Ja a RCU apresenta as células de muco depletadas (MISIEWICZ et al.,
1994). A RCU é uma doenga idiopatica caracterizada por episodios recorrentes
de inflamacgdo que acomete predominantemente a camada da mucosa do cdlon.
Muitos pacientes apresentam remissao por longos periodos, sendo que a
probabilidade de auséncia de recidiva é de apenas 20%. As recidivas
geralmente ocorrem na mesma regidgo do colon que houve o aparecimento
anterior da inflamagao (JEWELL, 1998).

A apresentacdo clinica da DII estd relacionada com a ocorréncia de
sangramento retal, dor abdominal, perda de peso e eliminacao de muco nas
fezes. Geralmente os pacientes que apresentam DII precisam ser tratados
cirurgicamente por causa de complicacbes como: perfuracao intestinal,
hemorragia e megacolon tdxico, a cirurgia ocorre como uma possibilidade a
falta de tratamentos clinicos especificos e também como prevencdao para um
possivel surgimento de cancer colorretal (CLEVERS, 2004).

Apesar de a etiologia da DII permanecer desconhecida, sabe-se que uma
resposta imune exagerada do intestino a estimulos indcuos representa um
papel chave na patofisiologia destas doencas inflamatdrias (FIOCCHI, 1998). As

DII sdo caracterizadas por uma migracao de neutréfilos e uma alta producdo de



mediadores inflamatdrios (PODOLSKY, 2000), podendo ocorrer uma resposta
imune exacerbada, resultando em uma super producao de mediadores pro-

inflamatdrios, como por exemplo, os eicosandides, fator de agregacao

plaquetaria, citocinas (fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), IL-1B, IL-6, IL-8 €

IL-12) e espécies reativas de oxigénio e nitogénio (ELSON, et al 1995;
STOBER, 1998; FIOCCHI, 1998; KATZ, et al. 1999).

Além da resposta imune, a mucosa intestinal também pode ser um
importante meio para protecao contra as DII. O meio que circunda a mucosa
intestinal € uma mistura complexa de antigenos de trés origens: da dieta, da
microbiota bacteriana normal e também dos produtos bacterianos, estes ultimos
podendo representar patdgenos potenciais. Por este motivo, é essencial que o
sistema imune da mucosa tenha a capacidade de discriminar os estimulos
prejudiciais dos estimulos inofensivos, prevenindo assim a entrada macica de
patdgenos através da mucosa e, por outro lado, ndo produzindo resposta imune
frente aos agentes inofensivos (GITNICK, 1996).

Sabe-se que o epitélio intestinal atua como defesa contra a invasdo de
toxinas e bactérias do Iimen, no entanto, devido a inflamacdo, a funcdo de
barreira deste epitélio € desestabilizada e uma subseqliente translocacdo de
endotoxinas e antigenos intensifica a resposta imune (MACDERMOTT, 1996). A
melhora na integridade da fungdo de barreira da mucosa intestinal resultara em
uma redugdo do processo inflamatdrio intestinal (YAMADA et al., 1992; HIGA et
al, 1993). Além da defesa através da mucosa, a utilizacdo de compostos
antioxidantes, também pode ser Util para limitar os danos causados pelas DII.

Foi proposto que a atividade antioxidante pode ser responsavel por efeitos



benéficos mostrados através da utilizacdo dos derivados 5-aminossalicilatos em
humanos com DII (GRISHAM et al., 1994).

Os medicamentos utilizados para tratamento das DII incluem drogas
como derivados do acido 5-aminossalicilico (sulfassalazina, balsalazina,
olsalazina e mesalazina), glicocorticdides (prednisolona, prednisona e
budesonida), = imunossupressores  (azatioprina e  6-mercaptopurina),
imunomoduladores (YAMAMOTO-FURUSHO, 2007), terapia bioldgica (agentes
anti-TNF como: infliximab, adalimumab e o certolizumab) (MORRISON et al.,
2009) que apresentam efeitos benéficos através da combinacdo de diferentes
mecanismos que resultam em uma diminuicao da resposta imune exacerbada
que é caracteristico dessas doencas (STEIN e HANAUER, 2000).

Essas drogas sdo consideradas de alto custo, frequentemente tdxicas e
nao sao efetivas em todos os pacientes (SHANAHAN, 2004). Por essas razoes, 0
desenvolvimento de novas possibilidades que combine eficacia e seguranca é
um importante aliado para a terapia das DII.

No Brasil, os medicamentos mais utilizados no tratamento destas
doencas s3ao os aminossalicilatos e os glicocorticoides, e menos
frequentemente, os imunomuduladores ou a terapia bioldgica (DEWULF 2005,
BIONDO-SIMOES et al., 2003, SOUZA et al., 2002).

Nos paises industrializados, a partir da década de 80 incorporou-se o
conceito de que certos componentes nao digeriveis da dieta poderiam favorecer
o surgimento de determinadas cepas de bactérias no intestino que se associam
a efeitos benéficos para a salide (FUSTER e GONZALES- MOLERO, 2007). Com

base neste conceito, o uso de probidticos, prebidticos ou simbidticos tornou-se



uma alternativa para tratamento das DII, visto que poderiam atuar-modificando
a microbiota intestinal (FUSTER e GONZALES- MOLERO, 2007).

A iniciacao e a progressao da inflamagao intestinal pode estar
relacionada as bactérias luminais no intestino, provavelmente devido ao
desequilibrio na microbiota intestinal com relativa predominancia de bactérias
patogénicas e insuficiente quantidade de espécies de bactérias protetoras da
mucosa (FIOCCHI, 1998; SHANAHAN, 2004).

Estas evidéncias explicariam a remissdao dos sintomas do processo
inflamatorio intestinal apds tratamento com antibidticos como o metronidazol e
a ciprofloxacina (Chung e Peppercorn, 1999), e também que em animais livres
de patdgenos (germ free) nao se consegue induzir experimentalmente o
processo inflamatorio colonico (VENTURI et al., 1999).

Um importante papel na manutencdo da homeostase colbnica tem sido
atribuido aos acidos graxos de cadeia curta (AGCC), especialmente acetato,
propionato e butirato, os quais sao produzidos no intestino pela fermentagao
bacteriana anaerdbica de carboidratos e polissacarideos ndo digeriveis
(MORTENSEN e CLAUSEN, 1996). Tem sido descrito que os prebidticos podem
aumentar os niveis de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) além de melhorar
a resposta do tecido ao processo inflamatorio intestinal devido ao maior aporte
energético (MORTENSEN e CLAUSEN, 1996).

Varios estudos mostram que niveis baixos destes acidos graxos de cadeia
curta, especialmente o butirato, estdo envolvidos na patogénese da RCU
(ROEDIGER e NANCE, 1986; VERNIA e et al.., 1988; STONEROOK et al., 1996),

enquanto que outros demonstram que o uso de enemas de butirato aliviam os



sintomas de retocolite ulcerativa pela restauracao dos niveis de butirato
facilitando a recuperacao da mucosa inflamada (PATZ et al., 1996).

Da mesma forma, agentes probidticos, reconhecidos como organismos
que contribuem para um equilibrio da microbiota intestinal (SPERTI, 1971)
atuariam aumentando o numero de agentes nao patogénicos, melhorando
assim, a microbiota intestinal (FULLER et a/., 1989).

Estudos mostram beneficios do uso de probidticos na Doenca
Inflamatdria Intestinal. Foi relatado que a administracdo de uma mistura de
Bifidobacterium e Lactobacillus (VENTURI et al., 1999) ou Eschirichia coli nao-
patogénica (REMBACKEN et al, 1999) preveniu o aparecimento de retocolite
ulcerativa, sendo tao efetiva quanto a administracdo de uma baixa dose de
acido 5- aminossalicilico. Camuesco et al (2005) relataram que as
Bifidobacterium e Lactobacillus preveniram a colonizacao do intestino pelas
bactérias patogénicas além de prevenirem a remissao da doenca.

Considera-se prebidticos como alimentos nao digeriveis que afetam
beneficamente o paciente, pela estimulagao seletiva do crescimento ¢ ou da
atividade de uma ou de um nimero limitado de bactérias no cdlon, resultando
em uma melhora para o paciente (GIBSON e ROBERFROID, 1995). Segundo
Gibson e Roberfroid (1995) para um alimento ser classificado como um
prebidtico, ele deve obedecer 3 critérios: a) ndo ser hidrolisado nem absorvido
na parte superior do trato digestdrio, b) ser um substrato seletivo para uma ou
um ndmero limitado de bactérias comensais benéficas para o célon, c) além de
ser capaz de alterar a microbiota intestinal. Como exemplos de ingredientes
alimentares considerados prebidticos podem ser citados: carboidratos ndo-

digeriveis (oligo e polissacarideos), alguns peptideos e proteinas e certos



lipideos. Além desses prebidticos, ja citados, existem outros tipos, incluindo
fibras, cevada germinada, Plantago ovata, lactulose. O uso de fibras dietarias
presentes em sementes de Plantago ovata Forssk (tanchagem) e em fibra de
cevada germinada, tem demonstrado eficacia para o tratamento das DII. Em
pacientes com retocolite ulcerativa, a ingestao de sementes de Plantago ovata,
quando comparadas ao uso de mesalazina, apresentou maior eficacia na
prevencdo da remissdo da doenca (FERNANDEZ-BANARES et a/,, 1999).

Os prebidticos mais estudados sdo a inulina e os frutoligossacarideos,
sendo que o primeiro aumenta a atividade fermentativa de Lactobacillus, e o
segundo estimula o crescimento de Bifidobacterium, que sao os dois principais
grupos de bactérias com efeitos benéficos no trato gastrointestinal (MARTI DEL
MORAL et al., 2003).

A fermentacdao dos prebioticos pela microbiota do trato gastrointestinal
gera como metabolitos os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) como o
acetato, o propionato, o butirato e o lactato, os quais podem atuar de forma
direta (trdfica), ou indireta, modificando o pH e diminuindo iNOS (6xido nitrico
sintetase indutiva) e o TNF-a (fator de necrose tumoral) nas células do trato
gastrointestinal, controlando assim, varios processos como a inflamacao
intestinal, a diarréia e o cancer de célon (MARTI DEL MORAL et a/., 2003).

Estudos recentes mostraram que a ingestao oral de lactulose possui um
papel protetor contra patdgenos potenciais da mucosa, agindo como um
prebidtico e promovendo efeitos benéficos sobre a DII experimental, visto que
seu efeito antiinflamatorio intestinal foi evidenciado por uma significante

reducdo da atividade da mieloperoxidase e por uma diminuicdo marcante da



producado colbnica de THF-a e leucotrieno-B4, acompanhados simultaneamente

pelo aumento das taxas de espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium no
contetdo colonico (CAMUESCO et a/., 2005).

Ja os simbiodticos sdao produtos contendo probidticos e prebioticos
(BENGMARK, 2001). Todo probidtico e prebidtico apresentam propriedades
distintas, com seu modo de acao através da modulacado na microbiota
(DAMASKOS e KOLIOS, 2008). Varias combinacOes de probidticos e prebidticos
ja foram estudadas. Roller et al. (2004) demonstraram que a combinacao de
oligofrutose, inulina, Lactobacillus e Bifidobacterium suprimiu a carcinogénese
colonica, enquanto que a mesma mistura estimula a secregao de IgA e IL-10 no
ceco. Furrie et al. (2005), em triagem clinica com 18 pacientes de retocolite
ulcerativa, demonstraram que a combinacao de B. /ongum, inulina e

oligofrutose reduz o escore inflamatorio de biopsias retais e sigmdides, com a

reducdo dos niveis de TNF-a e IL-1p.

A dieta enriquecida com banana verde, Musa sp, tem sido alvo de
algumas pesquisas no Brasil devido a suas propriedades nutricionais e
especialmente pelo seu alto teor de fibra insolivel e nao-digerivel,
caracteristicas que conferem a este produto a potencialidade de uso como
prebidtico. De acordo com Borges et al (1998), a banana é uma das frutas
mais consumidas no mundo, produzida na maioria dos paises tropicais, sendo o
Brasil o segundo maior produtor, responsavel por 9,8% da producao mundial e
o maior consumidor. Em muitas populagbes, é utilizada para tratamentos de

muitas desordens intestinais, inclusive para diarréia (RABBANI et al., 2001).



Um recente estudo realizado por Da Motta et a/. (2000) reporta que a
dieta enriquecida com banana verde, em seu estagio imaturo, € rica em
granulos de amido com uma composicao quimica de 61 a 76,5% de amido, 19
a 23% de amilose, 2,5 a 3,3% de proteina, 4 a 6% de umidade, 0,3 a 0,8% de
lipideos, 2,6 a 3,5% de cinzas e 6 a 15,5% de fibra total. Parte da composicao
de amido, aproximadamente 9,8 a 23,6%, € de amido resistente (BORGES et
al,, 1998) definido como a soma de amido e de seus produtos de degradacgao
gue nao sao absorvidos pelo intestino (DAVIDSON e MACDONALD, 1998).

Portanto, do ponto de vista quimico, o amido resistente pode ser
classificado em fibra alimentar juntamente com os constituintes da parede
celular, a celulose, hemicelulose, pectina (polissacarideos ndo amido) e lignina
(nd@o carboidrato). Esse amido tem a capacidade de aumentar o volume fecal e
diluir compostos potencialmente toxicos ou cancerigenos (MUIR et al., 1993),
além de reduzir os niveis plasmaticos pos-prandial de glicose, insuling,
triglicérides e de lipoproteinas de baixa densidade (MUIR et al., 1993).

Dunji¢ et al. (1993) avaliaram a banana verde em lesOes gastricas
(aguda e crbnica) e observaram que a fruta reduziu as lesdes agudas, no
entanto, o0 mecanismo de protecao gastrico ocorrido, devido a utilizacdo da
banana verde, ainda nao foi elucidado.

Rabbani et al. (2001) relataram que a banana verde é rica em amido
resistente que estimula a produgdo colbnica de acidos graxos de cadeia curta,
sendo utilizada para tratar diarréias. Rabbani et a/. (2009) também estudaram
a utilizacao da banana verde em criangcas que apresentaram shiguelose (ou

disenteria bacteriana) e demonstraram que a banana verde diminuiu a



severidade da doenca, podendo ser considerada uma boa aliada contra a
doenca, quando utilizada juntamente com a dieta alimentar.

Desta forma, a dieta enriquecida com banana ‘Nanica’ verde (Musa spp
AAA) por possuir altos indices de amido resistente, atuaria como uma fibra
alimentar melhorando as fungdes do intestino grosso por meio da reducao do
tempo de transito, pelo aumento do peso e frequéncia das fezes, pela diluicao
do conteldo do intestino grosso e pelo fornecimento de substrato fermentavel a
microbiota, normalmente presente no intestino grosso (COLLI et al, 2002;

RABBANI et al., 2001).



¢.0Objetivo

Com base nestas informacgoes, o presente estudo teve como objetivo:

a) Avaliar os efeitos preventivos da dieta enriquecida com banana verde
(Banana ‘Nanica’ Musa sp AAA) na colite experimental induzida por acido
trinitrobenzenosulfonico em ratos;

b) Avaliar a influéncia do uso da dieta enriquecida com banana verde
sobre a atividade antiinflamatdria da prednisolona;

c) Avaliar se a dieta enriquecida com banana verde pode ser considerada

um prebidtico.



5. Material e métodos

5.1. Elaboracao da dieta enriquecida com banana verde- Banana

‘Nanica’ Musa sp AAA

Os frutos das bananas foram coletados verdes, no més de dezembro de
2009, no periodo matinal. Foram obtidas de um sitio localizado na regiao de
Botucatu, situado no estado de Sao Paulo, Brasil, e foram identificadas por
especialistas do Herbario “Irina Felanova Gemtchjnicov” — BOTU, no Campus da
Unesp de Botucatu, como sendo banana ‘Nanica’ (Musa sp AAA).

Apos a coleta as bananas foram submetidas a higienizacao, cortadas e
secas em estufa com circulacdo de ar a 55°C por 48 horas. Apos esse periodo,
foram trituradas em moinho de facas e armazenadas em camara fria (a 4°C)
para posterior utilizacao.

Foi preparada uma dieta enriquecida com 10% e 20% de banana verde
(banana ‘Nanica’ Musa sp AAA) para a realizacdo dos ensaios bioldgicos. Para
10kg de racao enriquecida com banana verde a 10%, utilizou-se 1kg de banana
verde processada e 9kg da racdo normal (purina- Labina). Ja para 10kg de
racao enriquecida com banana verde a uma concentracao de 20%, utilizou-se

2kg de banana verde processada e 8kg da racao normal (purina- Labina).



Fig.1- Banana ‘'Nanica’ Musa sp AAA (foto obtida do site:
http://colunas.cbn.globoradio.globo.com/files/683/2009/03/banana.bmp)

5.2. Delineamento experimental

Para a analise dos efeitos da dieta enriquecida com a banana verde
(banana ‘Nanica’ Musa sp AAA) realizou-se o protocolo experimental descrito
abaixo.

5.2.1. Efeitos preventivos da dieta enriquecida com a banana ‘Nanica’
verde Musa sp AAA e de seu efeito em associacdao com o farmaco de
referéncia (prednisolona) na fase aguda do processo inflamatorio

intestinal induzido por TNBS em ratos

Para realizar os testes preventivos da dieta enriquecida com banana

verde foram utilizados 9 (nove) grupos experimentais:



A. animais nao-coliticos
a. Branco
b. Dieta 10%

c. Dieta 20%

B. animais coliticos
a. Controle TNBS;
b. Tratado com Dieta 10%;
c. Tratado com Dieta 20%;
d. Tratado com Dieta 10% + prednisolona;
e. Tratado com Dieta 20% + prednisolona

f. Prednisolona (droga de referéncia)

A. Grupos nao- coliticos:
a. Branco: animais sem colite e que receberam dieta normal por
um periodo de 21 dias;
b. Dieta 10%: animais sem colite e que receberam dieta
enriquecida com banana verde a 10% durante 21 dias;
c. Dieta 20%: animais sem colite e que receberam dieta
enriquecida com banana verde a 20% durante 21 dias;
Esses dois grupos, Dieta 10% e Dieta 20%, foram utilizados como
parametro de comparacao com os animais do grupo branco, tendo-se em vista
avaliar se a dieta enriqguecida com a banana verde, nas duas concentracoes

mencionadas, possui sabor palatavel ou se influencia os parametros avaliados.



B. Animais coliticos:

a. Controle TNBS: animais coliticos, que nao receberam tratamento
farmacoldgico, receberam dieta normal (purina- Labina) por um periodo de 14
dias antes da inducdo do processo inflamatdrio e continuaram se alimentando
com a racao normal durante os sete dias apos a inducao.

b. Tratado com dieta 10%, receberam dieta enriquecida com
banana verde a uma concentracdo de 10% por um periodo de 14 dias antes da
inducdo do processo inflamatdrio e 7 dias apos a indugao.

c. Tratado com dieta 20%, foram tratados com dieta enriquecida
com banana verde a uma concentracao de 20% por um periodo de 14 dias
antes da inducao do processo inflamatoério e 7 dias ap6s a inducao.

d. Tratado com dieta 10% + prednisolona, receberam dieta
enriquecida com banana verde a uma concentragao de 10% durante os vinte e
um dias de tratamento, e nos quais foi administrado 5 mg/Kg do farmaco de
referéncia (prednisolona) 3 dias antes da indugdo do processo inflamatdrio e 7
dias apods a indugdo.

e. Tratado com dieta 20% + prednisolona, receberam dieta
enriquecida com banana verde a uma concentracao de 20% durante os vinte e
um dias de tratamento, e nos quais foi administrado 5 mg/Kg do farmaco de
referéncia (prednisolona) 3 dias antes da indugdo do processo inflamatdrio e 7
dias apds a inducao.

f. Prednisolona: grupo de animais que receberam dieta normal
(purina- Labina) por um periodo de 14 dias antes da inducdo do processo

inflamatorio e 7 dias apds a inducdo da colite. Eles foram tratados com o



farmaco a uma dose de 5mg/kg, 3 dias antes de receberam a inducao do

processo inflamatdrio e 7 dias apos.

5.3. Animais

Ratos machos albinos da Cepa Wistar brancos, de 180 a 220 gramas de
peso, oriundos do Biotério Central da Unesp, Campus de Botucatu, Sao Paulo
foram utilizados para os testes de atividade antiinflamatdria intestinal. Os
animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Fitomedicamentos,
Instituto de Biociéncias, Unesp, durante pelo menos 7 dias antes do inicio dos
experimentos. Este biotério possui temperatura ambiente controlada de 21 +
20C e ciclo de claro-escuro de 12 horas.

Os ratos que nao receberam tratamento com a dieta enriquecida com
banana verde (branco, controle TNBS, e prednisolona) foram alojados em
caixas, separadas por grupo, com no maximo quatro (4) animais por caixa e
foram alimentados com racdao de manutencao (purina- Labina) e agua corrente
ad libitum. Ja os animais que receberam tratamento com a dieta enriquecida
com banana verde (grupos: dieta 10%, dieta 20%, tratados com dieta 10%,
tratados com dieta 20%, dieta 10% + prednisolona, dieta 20% + prednisolona)
ficaram em caixas individuais (um animal por caixa) receberam racao
controlada- 30g por dia da ragdo enriquecida com banana verde com 10% e
20% e agua corrente ad libitum. O estudo foi realizado de acordo com o
protocolo experimental aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo

Animal deste Instituto (Protocolo n.042/04-CEEA/ 1B/ UNESP).



5.3.1. Modelo experimental de inflamacao intestinal

A indugdo da colite foi realizada pelo método descrito por Morris et 4.,
1989, com pequenas modificacbes. Os animais foram submetidos a um periodo
de jejum de 24 horas e posteriormente anestesiados com halotano. Em
seguida, foi realizada a administracdo retal (intracolonica) de 0,25ml de uma
solucdo de 10mg de acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em etanol a
50% v/v. A administracao foi realizada com a ajuda de um catéter de teflén
(diametro de 2mm), o qual foi introduzido pelo dnus do animal até uma
distancia de 8cm. Os animais foram mantidos em posicdo supina desde o
momento da instilagao do hapteno até a recuperacao da anestesia.

A solucao de TNBS foi preparada a partir de um liofilizado obtido da
solugdo aquosa comercial de origem a 5% (p/v). Os animais do grupo branco,
dieta 10% e dieta 20% foram submetidos ao mesmo procedimento, mas com

administracao de solucao salina em substituicao ao TNBS.



5.3.2. Avaliacao macroscopica do processo inflamatorio

Os animais foram avaliados em diferentes parametros de carater geral
tais como: consumo de alimento, peso corporal e aparecimento de fezes
diarréicas. Ao final de cada periodo de tratamento, os animais foram mortos, os
célons foram extraidos e analisados quanto aos prejuizos intestinais
considerando-se os parametros macroscopicos e bioguimicos.

Na analise macroscdpica foram avaliados peso e comprimento do colon,
existéncia de aderéncias entre o intestino e drgaos adjacentes e analise da
severidade e extensao do prejuizo intestinal de acordo com uma escala descrita

previamente por Bell et a/., 1995 (Tabela 1).

Tabela 1. Critério de determinacdo de escore de lesao colonica

Escore Critério

0 Sem prejuizo

1 Hiperemia, sem Ulceras

2 Ulcera linear sem inflamac&o significante

3 Ulcera linear com inflamacdo em um sitio

4 Dois ou mais sitios de ulceragao/inflamacao

5 Dois ou mais sitios de ulceragao e inflamacgdo ou um sitio de inflamagao
maior que 1 cm ao longo da extensdo do colon

6-10 |Se o prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdo do cdélon (o

escore é aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

Apos a analise macroscopica, o colon foi dividido em 4 (quatro)
fragmentos longitudinais, dois deles foram congelados a -30°C para

determinacdo de proteinas, fosfatase alcalina (FA) e mieloperoxidase (MPO),



enquanto um fragmento foi processado para determinacdo dos niveis de
glutationa total (GSH). Este fragmento foi pesado e congelado em 1 ml de acido
tricloroacético (TCA) 5% (p/v) com o objetivo de inibir sua degradacao pela

gama-glutamiltranspeptidase (Anderson, 1985).

5.3.3. Avaliacao microscopica de amostras de célon

Imediatamente apds a avaliacdo macroscopica do processo inflamatdrio
colénico, amostras de tecido (0,5mm) adjacentes a area de lesao foram
coletadas para processamento histologico. Essas amostras foram fixadas em
Bouin por 24 horas sendo, a seguir desidratadas em série alcodlica etilica
crescente, diafanizadas em xilol, e posteriormente incluidas em parafina
Histosec-Pastilhas (Merck-11609) e preparadas para a microtomia. Os cortes,
com 6uM (micrometros) de espessura, foram desparafinizados e reidratados
utilizando série alcodlica etilica decrescente. A seguir, as amostras foram
submetidas a coloragdo em eosina-hematoxilina para a andlise morfologica das

lesoes.

5.3.4. Determinagoes bioquimicas

Todas as determinacdes bioquimicas foram realizadas em
homogeneizados de mucosa intestinal col6nica, sendo que a homogeneizacado
foi realizada a frio durante aproximadamente 45 segundos, com ajuda de um
homogeneizador automatico, provido de um pistilo de teflon e um recipiente de

vidro de 10ml de capacidade.



A determinacao da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em
fragmentos de cdlon de rato foi realizada pelo método de Krawisz et a/., 1984.
A atividade da MPO se utiliza como marcador da infiltracao de neutrdfilos,
mesmo que esta enzima nao seja especifica deste tipo celular.

A determinacao foi realizada em fragmentos de colon (150-300mg), os
quais apos descongelamento, foram colocados sobre uma placa de Petri com
gelo e picados com tesouras e com 1 ml de tampao HTAB (brometo de
hexadeciltrimetilamonio (Sigma H-5882)), durante 15 segundos. O tampao
HTAB, ao funcionar como um detergente facilita a liberagcdo da enzima
mieloperoxidase dos granulos intracelulares dos neutrdfilos, nos quais esta
armazenada. Em seguida o material picado é transferido para um tubo de vidro,
adicionando-se o restante de tampao, de modo a se obter uma proporgao 1:20
(p/v), homogeneizando-se durante 45 segundos a frio, usando o
homogeneizador Heidoph. O homogeneizado resultante foi dividido em 2
aliquotas de 1,0 ml, armazenadas em tubos tipo eppendorff. O material foi
sonicado por 10 segundos em sonicador ultra cleaner 1420 e submetido a um
triplo processo de congelamento/descongelamento durante 1-2 dias, o que
facilita a ruptura das estruturas celulares, favorecendo também a liberacao da
enzima. Apds o Ultimo descongelamento, a aliquota foi centrifugada a 8.300
rpm, por 5 minutos a uma temperatura de 4°C e foi realizada a determinacao
da atividade da MPO seguindo a cinética da reacdo frente a dgua oxigenada.
Em uma placa de 96 pogos, foi adicionado 5 ul do sobrenadante de cada

amostra em pocilhos distintos, 150ul do tampao de reacao, cloridrato de orto-



dianisidina (0,167mg/ml) (Sigma D-3252), e perdéxido de hidrogénio (H202)
0,0005% (p/v) em tampao fosfato (50mM, pH 6,0) a 37°C. Em seguida, foi
determinado o incremento de absorbancia a 450nm usando um
espectrofotometro. A atividade da enzima mieloperoxidase foi calculada por
interpolacdao em uma curva padrao, realizada com peroxidase de rabano (Sigma
P 8250). Uma unidade de mieloperoxidase (U) se considera como aquela que
degrada 1nmol/min de perdxido de hidrogénio a 25°C. Os resultados foram

expressos em U/g de tecido.

Determinacao do contetido de glutationa total (GSH)

A determinagdo do conteldo de glutationa total foi realizada de acordo
com o método descrito por Anderson, 1985, que esta baseado na oxidacao total
da glutationa na forma reduzida (GSH) presente em uma amostra a sua forma
oxidada (GSSG), mediante a incubacdao da amostra com o acido
ditiobisnitrobenzdico (DTNB). O DTNB reduzido adquire uma coloracao
amarelada, que pode ser determinada espectrofotometricamente. A GSSG
gerada é reduzida por acdo da enzima glutationa redutase na presencga de
NADPH. A GSH formada se oxida novamente, gerando um ciclo continuo (Figura
2), no qual a velocidade de reducao do DTNB (com o seu conseqliente
incremento de absorbancia a 412nm) é proporcional a quantidade total de

glutationa (GSH+GSSG).
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Fig.2- Esquema das reacdes que ocorrem na determinacdo do conteldo de
glutationa total nas amostras de cdlon.

Para efetuar a determinacdo do conteldo de glutationa total, foram
utilizados os fragmentos de célon congelados com &acido tricloroacético (TCA).
As amostras, apds descongelamento, foram picadas com tesouras durante 15
segundos aproximadamente, sobre uma placa de Petri com gelo e,
posteriormente homogeneizadas com uma solugao de TCA 5% em uma
proporcao final de 1:20 (p/v), usando um homogeneizador Heidoph. Apds a
homogeneizacao, o material foi centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos a 4°C.
Do sobrenadante se utiliza 20ul que foi colocado em uma placa de 96 pogos,
onde se adiciona 140 ul de NADPH (Sigma N-7505) 298uM (0,248mg em 1ml de
PBS), 5 ul de tampao fosfato (PBS) com acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
(PBS-EDTA, solucdo aquosa de fosfato sddico 143mM e EDTA 6,3mM, pH 7,5) e
20ul DTNB (Sigma D-8130) 6mM (23,778mg em 10ml de PBS) respectivamente.
A placa foi colocada no leitor de placas do espectrofotometro, onde permaneceu
incubada por 5 minutos em uma temperatura de 30°C. Apds este periodo
adiciona-se 15ul de glutationa redutase (Sigma G-3664) e 256 Ul/ml (45ul de

glutationa redutase em 2,955ml de PBS) e registrou-se o incremento de



absorbancia a 412 nm no espectrofotometro. A concentragdo de glutationa foi
calculada a partir da pendente da curva obtida por interpolacao em uma curva
padrao realizada com Glutationa (GSH) e os resultados foram expressos como

nmol/g de tecido.

Determinacao do conteiido de proteinas: método do acido
bicinchoninico (BCA)

A determinacao do conteldo de proteinas totais foi realizada pelo
método classico descrito por Smith et al., 1985. Este método € utilizado quando
no tampao de homogeneizacao pode haver detergentes ou outro tipo que
apresentam interferéncias com o reativo azul de Coomassie do método
convencional de Bradford. O fundamento da técnica se baseia na capacidade
das proteinas reduzirem o Cu®* a Cu*, de forma que o Cu* reage com o BCA
formando um complexo purpura com a substancia maxima de 562nm.

Neste método se emprega um corante que se obtém misturando dois
reativos A e B na proporcao 50:1 (v/v). O reativo A consiste em uma dissolugao
aquosa de BCA (25,8mM) na forma de sal sddico (acido 4,4’- dicarboxi-2,2'-
biquinolinico), Na>COs.H,0 (0,16 M), tartrato sddico-potassico (5,7mM), NaOH
(0,1M) e NaHCOs3 (0,11M) (pH 11,25). O reativo B é uma dissolugdo aquosa a
40% de CuS04.5H,0. Ambos os reativos s3ao estaveis a temperatura ambiente
de forma indefinida.

As amostras de cdlon foram picadas e homogeneizadas em
homogeneizador automatico com tampao glicina (50mM e pH 10,5 com 0,5mM

de MgCl,) na proporcao 1:10 (p/v). Apdés a homogeneizacdo, o material foi



centrifugado a 3000rpm por 5 minutos a 4°C. Do sobrenadante das amostras
utilizou-se 4ul que foi colocado em uma placa de 96 pocos, adicionando-se
200ul do reativo do BCA. A placa foi colocada no leitor de placas do
espectrofotometro, onde permaneceu incubada por 25 minutos em temperatura
de 37°C. A leitura da placa foi realizada a 562nm. O calculo do contetudo de
produtos foi feito por interpolagdo em curva padrao de albumina sérica bovina e

os resultados foram expressos em pg/ul de proteina.

Determinacao da atividade da fosfatase alcalina (FA) colonica

A determinacao da atividade da FA foi realizada através do método
descrito por Bradford, 1976 e Bessey et al, 1946. A FA que se encontra
presente na amostra serve como um catalizador para a hidrdlise do grupo
fosfato de um reativo colorido, o nitrofenilfosfato sddico em tampao glicina, que
incorpora MgCl,, dando lugar ao p- nitrofenol, molécula que apresenta
absorcdo maxima de 405 nm. Para a avaliagdo da atividade da fosfatase
alcalina, foram colocados 5upl da amostra do homogenato anterior (para
determinacdo do conteudo de proteinas) em placa de 96 pocos, sendo
adicionados 25ul de agua destilada, apds isso foi adicionado 50ul do reativo de
coloragdo, o qual é composto por 2,2957g do sal p- nitrofenilfosfato  bis-
ciclohexilamonio, (Sigma N 3129-5), a 5,5mM em tampao glicina a 50mM com
0,5mM MgCl, (pH 10,5). A placa foi colocada no leitor de placas do
espectrofotometro, a qual permaneceu incubada durante 25 minutos a uma

temperatura de 37°C. Apds isso, adicionou-se 120ul de NaOH 2N (10g de NaOH



em 125ml de agua), com o objetivo de interromper a reagao. A leitura da placa

foi realizada a 405 nm e a atividade da FA calculada em mU/mg de proteina.

5.3.5. Peroxidacao lipidica com membrana de cérebro de rato

Para avaliar a atividade antioxidante da banana ‘Nanica’ verde foi
realizada uma avaliacdo através do modelo de inibicdo lipidica da
lipoperoxidacao induzida por solucao de sulfato férrico e acido ascorbico (100
UM) em membranas de cérebro de rato (STOCKS et al, 1974 e FEE e
TEITELBAUM, 1972).

A técnica se baseia na producdo de malonildialdeido (MDA) como
indicativo de lipoperoxidacdo. Para precipitar as proteinas de membranas foi
utilizado o &cido tricloroacético (TCA), enquanto o reativo tiobarbiturico
(TBARS) que reage com o malonildialdeido (MDA) gera coloracdo cuja
intensidade é determinada por espectrofotometria, mediante curva padrao.

Os cérebros de ratos que foram utilizados para a realizacdo desse teste,
foram obtidos de animais normais. Esses cérebros foram pesados e triturados
com homogeneizador automatico, em gelo, com tampao PBS na proporcao 1:4
(p/v) (solucao A- NaH,PO; 10mM, e solugao B- NaHPO; 10mM, pH 7). O
homogeneizado foi submetido a centrifugacdo a 3000rpm, por 15 minutos a
40C. O sobrenadante foi recolhido e armazenado a uma temperatura de 80°C
em aliquotas de 1ml. Para a realizacdo do ensaio, o homogenato estocado foi
descongelado em temperatura ambiente e diluido em PBS na proporcdo de 1:10

(v/v). A reacao de lipoperoxidacao foi realizada em tubos tipo eppendorf de



2ml. Os grupos, os quais foram submetidos aos testes foram: Branco com
incubacao, branco sem incubacao, controle incubado (DMSO 20%, solvente
utilizado para solubilizar o extrato de banana verde), controle nao incubado,
controle maximo (tecido sulfato férrico e acido ascorbico) e tubos testes (com
concentracOes de 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100uM de extrato de banana verde
em solucOes de reacao de quercetina com concentragoes de 1,25; 0,625; 0,315;
0,15625; 0,078125uM em solucao de reacao).

Para a obtencao do extrato vegetal foi realizado o seguinte procedimento:
o material vegetal foi desidratado em estufa com circulacdo e renovacao de ar a
temperatura de 45°C durante 48 horas. Apds a completa desidratacao do
material, foi pulverizado em moinhos de facas para a producdo de um p6. Apds
pulverizagao, foram preparados extratos em metanol absoluto na propor¢ao de
10% (peso/volume) por processo de maceracao a frio durante 48 horas. Trés
extragdes consecutivas foram realizadas, com o mesmo material vegetal e o
filtrado dessas trés extracdes foi reunido e concentrado. Apds a concentragdo
os extratos foram armazenados em camara fria a 3°C.

Para cada amostra, exceto nos brancos, adicionou-se 50ul da solugao de
sulfato ferroso (SOsFeH,0) e acido ascoérbico, os dois sao responsaveis por
ocorrer a lipoperoxidagao. Os tubos com as solugdes foram incubados a uma
temperatura de 37°C durante 12 minutos em banho-maria sob constante
agitacdo. Apos isso, adicionou-se 0,5ml do TBAR 0,5% em TCA 20%. Os tubos
foram fechados e recolocados sob aquecimento em banho-maria a 100°C
durante 10 minutos, dessa vez sem agitacao. Aliquotas de 1ml foram colocadas
em ependorff de 1,5ml e centrifugados a 3000rpm, durante 15 minutos a uma

temperatura de 4°C. Retirou-se 200pl do sobrenadante da amostra e colocado



em placa de 96 pocos para realizacdo da leitura em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 532nm. O calculo da porcentagem de inibicao da
producao de MDA foi obtido em relacao aos valores encontrados com as
amostras de lipoperoxidacdo maxima (cérebro, ferro e acido ascérbico a 100uM)
e a ICsg (concentragdo inibitéria de 50% da lipoperoxidacao) determinada por

regressao.

5.3.6- Analise Microbiologica

Amostras do contetdo luminal foram pesadas, diluidas na proporgdo de
1:9 (p/v), homogeneizadas e seriadamente diluidas em salina a 0,85% em
razdao de 10. As séries de 10 diluicbes dos homogeneizados foram plaqueadas
em meio Agar Rogosa (MRS). Este meio, Agar Rogosa, é utilizado para
crescimento de bactérias do tipo acido laticas (Bifidobacterium e Lactobacillus).

As placas com o meio Agar Rogosa foram incubadas por 5 dias em estufa
controlada com 5% de CO, a 35°C. Apds o periodo de incubacao, foi realizada a
contagem de unidades formadoras de col6nias e reportadas em log;o unidades

formadoras de col6nias por grama de material fecal.



5.3.7. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrao da
média. Diferencas entre as médias foram testadas por Andlise de Variancia
(ANOVA) seguida por testes de significancia. Dados nao paramétricos (escores
e dados microscdpicos- histologicos) foram expressos como mediana e foram
analisados pelo teste U de Mann-Whitney. Dados descontinuos foram analisados
pelo teste X2. SignificAncia estatistica foi considerada para valores a partir de p
< 0,05. . A andlise estatistica para avaliar a associacdo entre a droga e a dieta

enriquecida foi realizada de acordo com metodologia descrita por Slinker, 1998.



6. Resultados

6.1-Avaliacao Macroscopica da lesao

A administracdo intracolonica de TNBS/etanol 50% nos animais,
promoveu inflamacdo no colon em todos os grupos experimentais, a qual foi
evidenciada 72 horas apds a inducdo da colite pela presenca de danos no célon
de extensdo entre 0,5cm e 7,5cm, aos quais foram atribuidos um escore
macroscopico (Tabela 2). O processo inflamatdrio, responsavel pela lesao
colonica, também foi associado a um aumento na razdao peso-comprimento
(mg/cm) do colon. A presenca de diarréia e aderéncias, caracteristicas da
indugao de inflamagao intestinal por TNBS, foi detectada, respectivamente, em
100% e 50% dos animais controles. Os diferentes tratamentos utilizados nos
animais coliticos mostram que o tratamento com a dieta a 20%, assim como a
associacao entre os tratados com dieta 10% e 20% em associagao com a
prednisolona reduziram o escore de lesao em relacao ao grupo controle. Apesar
destes resultados nao serem significativos, o mesmo foi acompanhado pela
reducdo da relacdo peso/comprimento col6nico e de incidéncia de aderéncias a
orgaos adjacentes (Tabela 2). Nao foram detectadas alteracdes no consumo de
racao e na evolugao do peso corporal em nenhum dos grupos estudados

(Figuras 3 e 4).



Tabela2- Avaliacdo dos parametros microscopicos e macroscopicos dos efeitos da dieta enriquecida com banana verde nas concentracoes de

10% e 20%, da prednisolona (5mg/Kg), e das combinacoes (Dieta 10% + prednisolona 5mg/Kg), (Dieta 20% + prednisolona 5mg/Kg) na fase
aguda da colite induzida por TNBS em ratos.

Grupo Experimental Escore de lesdo @ Extensao da Relacdo peso/comprimento Incidéncia Incidéncia Escore microscopico (a)
(0-10) Lesdo(cm) ® (mg/cm) de diarréia (%) de aderéncia(%)

Branco 0 0** 99,39 + 7,90%** (OF O** 7,5 £ (6-8)***

Dieta 10% Q **x 0** 102,07 + 2,64** QF** O** 9 + (8-10)**

Dieta 20% 0 *** 0** 122,12 + 8,33** (0% 0** 8 + (7-10)***
Controle TNBS 6 (0-10)*** 2,85+0,76 ** 216,43 + 32,67 ** 100 50,0*" 14 + (12-17)+++
Prednisolona 4 (0-7) " 1,41 +0,29 162,21 + 8,14 * 100 35,71" 11 + (8-14)+++

Tratados com Dieta 10% 5 (0-10) ** 1,81 +0,76 160,37 + 22,00 100 12,5 10 + (9-11)++

Tratados com Dieta 20% 2,5(0-6) * 1,37 £ 0,35 138,30 + 8,71* 100 12,5 9,5 + (8-13)*+
Tratados com Dieta 10% + 1,5 (0-7) 1,16 £ 0,71 149,59 + 13,47* 100 12,5 13 + (11-13)+++

Prednisolona
Tratados com Dieta 20% + 2 (0-4) 4,25 +1,01** 171,00 + 11,10" 100 0** 8 + (7-10)***

Prednisolona

(@ escore sdo expressos em mediana (intervalo), (® extensdo da lesdo, relacdo massa-comprimento col6nico estdo expressos em média + E.P.M. * p< 0,05, ** p< 0,01,
*** p< 0,001 , comparados ao grupo controle e * p< 0,05, **p< 0,01, *** p< 0,001 comparados ao grupo branco.
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Fig. 3- Consumo médio diario de racao dos animais em cada grupo. No décimo quarto dia os animais foram
mantidos em jejum alimentar por um periodo de 24 horas, para posterior inducdao da colite por acido
trinitrobensenosulfonico (TNBS) no décimo quinto dia.

4 )
70,00 -
—e— Branco
60 ,OO ] —m— Controle TNBS
50,00 - Prednisolona
g— Dieta 10%
240,00 -
8 —x— Tratados com Dieta 10%
o 30,00
o ! —e— Tratados com Dieta 10%
+ Prednisolona
< 20,00 o —— Dieta 20%
10,00 _ —=— Tratados com Dieta 20%
Tratados com Dieta 20%
0 ,00 1 + Prednisolona

1 3 5 7 9 1113151719 21
Tempo (dias)
N y

Fig. 4-Relacdo da peso corporal dos animais durante os 21 dias de experimento. Hd uma queda no peso no
décimo quinto dia (15°), devido ao periodo de 24 horas anteriores que permaneceram em jejum alimentar.




6.2-Avaliacao microscopica da lesao

No grupo branco, dieta 10% e dieta 20% (nao-coliticos) ha numerosas glandulas tubulares
com muitas células caliciformes (seta preta); o epitélio luminal esta intacto (figura 5; A, B e C).

No grupo dos animais controle TNBS as glandulas tubulares sao menores e as células
caliciformes estdo diminuidas. Apresentou moderada ulceracado na camada mucosa (#) e
inflamagao envolvendo as camadas da mucosa e submucosa (*). Nas criptas houve leve deplecao
de muco na lamina prépria, além de se observar macica presenca de infiltracdo de mondcitos e
uma moderada infiltracdo de granuldcitos (Figura 5; D).

Os animais do grupo prednisolona, apresentaram suave ulceracao na camada mucosa (#);
na mucosa e na submucosa houve moderado numero de células inflamatodrias (Figura 5; E). Esses
dados podem ser observados com escore microscopica (tabela 2).

Nos animais tratados com dieta enriquecida com banana verde na concentracao de 10%
nao foi observado infiltragdo de células inflamatdrias na mucosa e na submucosa, mostrando
melhora no processo inflamatdrio (Figura 5, F). J& os animais tratados com a dieta 20%
apresentaram uma discreta infiltracdao de células inflamatorias na submucosa (Figura 5, G).

Os animais tratados com dieta 10% + prednisolona apresentaram moderada ulceragao na
camada mucosa (#) com uma discreta infiltracdo de células inflamatdrias na mucosa e submucosa
(*) (Figura 5, H). No tratamento dos animais que receberam dieta 20% + prednisolona
apresentaram leve ulceracdo na camada mucosa (#), e discreto nimero de células inflamatorias
na lamina propria e submucosa (Figura 5, I). Esse resultado pode ser confirmado com o escore

microscopico, que diferiu estatisticamente do controle (Tabela 2).



Fig.5- Fotomicrografias da mucosa de célon de ratos na fase aguda da doenca, apds inducao de colite por
TNBS. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE). A- Branco; B- Dieta 10%; C- Dieta 20%);
D- Controle TNBS, E- Prednisolona (droga de referéncia), F- Tratados com dieta 10%, G- Tratados com
dieta 20%, H- Tratados com dieta 10% + prednisolona, I- Tratados com dieta 20% + prednisolona.
(material obtido em objetiva de 10x). M: Mucosa, S: Submucosa.



6.3- Parametros bioquimicos

Os fragmentos de célon foram analisados bioquimicamente para a determinacao do
conteldo de glutationa total (GSH) e das atividades enzimaticas da mieloperoxidase (MPO) e da
fosfatase alcalina (FA). A indugao da colite ulcerativa por TNBS foi acompanhada pela deplegao
nos niveis de glutationa e aumento da atividade enzimatica da mieloperoxidase e fosfatase alcalina
(Tabela 3). Os animais coliticos submetidos aos diferentes tratamentos isolados ou em
combinacao foram capazes de impedir a deplecao dos niveis de glutationa, exceto aqueles apenas
tratados com a dieta a 10%. Nenhum dos tratamentos foi capaz de inibir a atividade da
mieloperoxidase, no entanto, os tratamentos dos animais coliticos com dieta 10% e tratados com
dieta 10% em combinagao com a prednisolona foram eficazes em reduzir a atividade da fosfatase
alcalina (Tabela 3). O uso das diferentes dietas em animais nao-coliticos mostram que nao houve

nenhuma interferéncia nos parametros avaliados.



Tabela 3- Avaliacdo dos parametros do efeito da dieta enriquecida com banana verde nos
animais ndo-coliticos (Branco, dieta 10% e dieta 20%) e nos animais coliticos (Controle TNBS,
prednisolona 5 mg/Kg, tratados com dieta 10%, tratados com dieta 20%, tratados com dieta 10%
+ prednisolona 5 mg/Kg e tratados com dieta 20% + prednisolona 5 mg/Kg), no conteldo de
glutationa (GSH), atividade da mieloperoxidase (MPO) e atividade da Fosfatase alcalina (FA) na
fase aguda da colite induzida por TNBS em ratos.

GSH MPO FA

Branco

2302,29 + 86,13** 243,66 + 14,58** 4,040 £ 0,64**
Dieta 10%

2373,46 £ 109,15%* 442,14 + 137,77 2,147 £+ 0,22**
Dieta 20%

2278,24 + 117,27** 223,29 + 11,69* 5,967 £ 0,46""
Controle TNBS

1794,71 + 78,63** 526,260 + 106,97 8,695 + 1,77
Prednisolona

2210,06 + 46,45%* 576,07 + 71,16" 7,275 + 1,36
Tratados com dieta 10%

2027,92 + 113,64 729,29 + 145,617 3,840 + 0,79*
Tratados com dieta 20%

2523,23 + 151,90** 378,03 + 63,52 9,673 + 0,88
Tratados com dieta 10% +

2257,82 £ 72,11** 605,13 + 155,24 3,133 £ 0,33**
prednisolona
Tratados com Dieta 20% +

2143,73 + 99,03* 573,74 £ 161,21 6,650 = 0,89

prednisolona

Os valores sdo expressos em média + EPM, * P<0, 05, ** P<0,01, comparado ao grupo controle (colitico) e
"P<0, 05, " P<0,01, comparado ao grupo branco (nao-colitico).



6.4- Avaliacao microbioldgica

A analise microbiologica para o meio Agar Rogosa, especifico para bactérias acido laticas
(Bifidobacterium e Lactobacillus), mostrou que nenhum tratamento foi capaz de aumentar o
numero das bactérias quando comparado ao grupo controle (Figura 6). Curiosamente, o uso da

dieta enriquecida a 10% a animais saudaveis promoveu uma reducao neste nimero.
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Fig.6- Analise microbioldgica, testando a dieta enriquecida com banana verde na concentracao
de 10% em bactérias acido laticas no meio Agar Rogosa.



6.5- Atividade antioxidante

O extrato de banana verde apresentou atividade antioxidante no modelo de peroxidacao
lipidica com membrana de cérebro de rato induzida por ferro e acido ascorbico onde a ICsg
(concentracao inibitoria de 50% da peroxidacao lipidica) do extrato da banana verde foi de 67,605
+ 0,235uM (Figura 7). No mesmo teste, a quercetina, flavondide antioxidante usado como

referéncia, apresentou uma ICsy de 0,4121+0,001735uM (Figura 8).
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Fig.7- Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato de banana verde em membranas de cérebro de
rato, pelo modelo de peroxidacao lipidica induzida com sulfato ferroso e acido ascorbico (STOCKS et
al., 1974; FEE e Teitelbaum, 1972, com modificacoes).
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Fig.8- Avaliagdo da atividade da quercetina em membranas de cérebro de rato, pelo modelo de
peroxidacao lipidica induzida com sulfato ferroso e acido ascérbico (STOCKS et al, 1974; FEE e
Teitelbaum, 1972, com modificagdes).



7. Discussao

Doenca de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU) sao as principais doencas englobadas
como Doenca Inflamatdria Intestinal (DII). Apesar de sua etiologia ndao ser completamente
conhecida, a DII se caracteriza por possuir um periodo crbnico, o qual se alterna periodos de
remissdao com atividade de duracdo variavel. Nao existe, até o momento, nenhum tratamento
farmacoldgico definitivo para essas doencas, no entanto os farmacos mais utilizados como forma
de tratamento apresentam uma série de efeitos adversos quando utilizados em altas doses ou por
periodos prolongados (RANSFORD e LANGMAN, 2002).

Os dados relativos ao tratamento farmacoldgico das DII indicam, que ao menos no Brasil, a
maioria dos pacientes tanto com a DC, quanto com RCU é tratada com corticosterdides,
principalmente na fase aguda das doencas, e os aminossalicilatos sdo utilizados mais
freqlientemente nos portadores de RCU que na DC (SOUZA, et a/.,2002).

Fuster e Gonzalez-Molero (2007) descrevem a superficie da luz intestinal tendo cerca de
100 trilhdes de microorganismos (10'%), por isso, o intestino se torna um verdadeiro ecossistema
essencial para a absorcao eficiente de nutrientes e para a manutencdo da saiude em geral
(FUSTER e GONZALEZ-MOLERO, 2007). Possivelmente durante a evolugdo, os seres humanos
foram condicionando o trato gastrointestinal a um aporte diario de bactérias acido laticas vivas,
essas foram relacionados a diferentes problemas gastrointestinais e imunoldgicos (FUSTER e
GONZALEZ—MOLERO, 2007). Na década de 80 incorporou-se o conceito de que certos
componentes ndo digeriveis da dieta poderiam favorecer o crescimento de determinadas cepas de
bactérias no intestino que se associam a efeitos benéficos para a salide (FUSTER e GONZALEZ-

MOLERO, 2007).



Considerando-se o grande nimero de evidéncias que apodiam o papel de bactérias benéficas
no trato gastrointestinal (FUSTER E GONZALEZ-MOLERO, 2007) e o aumento ou o refor¢o da
barreira da mucosa col6nica, esses mecanismos podem ser considerados como papel chave para o
tratamento das doencas inflamatorias intestinais. Ha evidéncias de que a microbiota intestinal
desempenha um importante papel na patogénese da retocolite ulcerativa e que sua modulacdo
por meio do uso de prebidticos, probidticos e antibioticos podem ser benéficos no controle da
inflamacao intestinal (FUKUDA et a/., 2002).

Existem diversos modelos para estudar os efeitos de novos farmacos ou produtos para o
tratamento das DII, tais como: colite induzida por acido acético, dextran sulfato de sddio e acido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS). Neste estudo, o modelo de inducao por TNBS foi escolhido
porque reproduz mais fielmente o que ocorre na doenga em humanos, especialmente
considerando-se suas caracteristicas histopatoldgicas, bioquimicas e clinicas (MORRIS et al.,
1989). Neste modelo, a instilacdo de uma solucdo alcodlica (etanol 50%) rompe as membranas
celulares e o TNBS, agindo como um hapteno, evoca uma resposta imunoldgica (MORRIS et al.,
1989). Este modelo é considerado simples, sem necessidade de cirurgia e de sensibilizacdo prévia,
tem uma alta reprodutibilidade e um custo relativamente baixo, quando comparado a outros
modelos experimentais (MORRIS et a/, 1989). Neste estudo, utilizou-se a menor dose (10mg) de
TNBS proposta por Morris et al.(1989) e sugerida por Cruz et al. (1998), visto que a mesma evoca
uma resposta qualitativamente idéntica a dose maxima utilizada de 30mg.

O processo inflamatdrio induzido pela instilacdo de 10 mg de TNBS em etanol 50% (v/v)
progrediu com caracteristicas similares aqueles relatados por Di Stasi et a/. (2004). Na fase aguda
do processo inflamatorio intestinal, a dieta enriquecida com banana verde produziu reducao do
escore da lesao nos animais tratados com a dieta enriquecida nas concentragoes de 10% e 20%.

Este efeito foi acompanhado pela manutencao dos niveis de glutationa (GSH) que sao reduzidos



no processo inflamatdrio intestinal. Os animais com colite experimental que receberam dieta
enriquecida com 20% de banana verde apresentaram ainda uma diminuicao da atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO).

A mucosa gastrica contém altos niveis de glutationa (Robert, 1984). A GSH é muito
importante para a integridade da funcao e estrutura do intestino visto que animais que nao
apresentam niveis normais de glutationa apresentam grave degeneracao do jejuno e da mucosa
colbnica, além de apresentarem perda de peso e diarréia (MARTENSSON et al., 1990). A GSH é
considerada um importante seqiestrador celular de radicais livres por sua capacidade antioxidante
e por ser substrato para a acdo de glutationa peroxidase e glutationa transferase. Esse tripeptideo
€ essencial na manutencao da integridade da mucosa sendo que a reducao de seus niveis esta
associada as inflamacgdes colonicas em humanos (LAUTERBURG et a/,, 1988) e na experimentacao
animal (PAVILICK et al., 2002; GALVEZ et al., 1997; SANCHEZ de MEDINA et al., 1996; LOGUECIO
et al., 1996; BUFFINTON e DOE, 1995).

Considerando-se que a administracao de um bloqueador de radicais sulfidrila a ratos
promove inflamagdo col6nica (Loguercio et al., 2003) e que a suplementagao com GSH melhora o
dano colbnico em colite experimental (Ardite et al, 2000), novos compostos que impecam a
reducao dos niveis de glutationa caracterizam-se como potenciais no tratamento das DII. De fato,
muitos estudos demonstraram que compostos com efeitos antiinflamatdrios no modelo de TNBS
agem impedindo a deplecao de GSH (GALVEZ et al,, 2006, DI STASI et al,, 2004, GONZALEZ et
al, 2001, CRUZ et al, 2001, OCETE et al, 1998, SANCHES de MEDINA et al, 1996) e que a
liberacdo de GSH pelo probidtico Lactobacillus fermentum facilita a recuperacao do tecido
inflamado (PERAN et a/., 2007).

A dieta enriquecida com banana verde na concentracao de 20% apresentou uma tendéncia

em reduzir a infiltragdo neutrofilica no ensaio agudo, demonstrada pela menor atividade da enzima



MPO col6nica. Os neutrdfilos polimorfonucleares (PNMs) tém sido propostos como sendo o
principal tipo celular na injuria tecidual em doencas inflamatdrias intestinais (DALLEGRI et al.,
1990) e em modelos experimentais de colite (WALLACE et a/ 1992; YAMADA et al, 1991). Seu
papel na producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e na fisiopatologia de varias doencas
inflamatdrias tem se mostrado interessante na descoberta de novos compostos para modular este
processo (MIDDLETON Jr. £t al., 2000). Os PNMs produzem peroxido de hidrogénio (H,0,) que é
convertido pela enzima MPO em acido hipocloridrico (HOCI"), um poderoso oxidante. Assim, a
reducdo observada na atividade da enzima MPO colbnica indica um menor estresse oxidativo.
Compostos com atividade antiinflamatdria intestinal tais como morina (GALVEZ et al, 2001),
curcumina (JIANG et al,, 2006), quercitrina (CAMUESCO et al,, 2004, SANCHES de MEDINA et al.,
1996) e rutosideo (CRUZ et al., 1998) também foram capazes de reduzir a atividade enzimatica da
MPO, assim como, o probidtico Lactobacillus acidophilus (PERAN et al., 2006) e os prebidticos:
fibra dietaria de Plantago ovata (RODRIGUES-CABEZAS et al., 2002), gliten de milho (MOCHIZUKI
et al., 2010), farelo de centeio e mirtilo desidratado (blueberry husks) (HRKANSSON et a/., 2009).
A dieta enriquecida com banana verde na concentragao de 10% e os animais tratados com
dieta 10% em combinacao com a prednisolona foram capazes de reduzir a atividade da enzima
fosfatase alcalina (FA) col6nica na fase aguda do processo inflamatdrio intestinal. A razdo para o
aumento da atividade da enzima FA colbnica encontrado em retocolite ulcerativa é desconhecida,
mas essa relagdo foi demonstrada pela primeira vez por Sanches de Medina et al. (1996) quando
relataram que a FA constitui um marcador sensivel e seguro de colite experimental em ratos.
Posteriormente, Sanches de Medina et al. (2004) demonstraram que em diferentes modelos de
colite, caracterizados por estresse oxidativo e infiltracao neutrofilica significantes, a atividade da
FA estava aumentada e esse aumento foi atribuido a células epiteliais e células da lamina prdpria,

principalmente leucdcitos.



Neste trabalho os resultados obtidos do processo inflamatdrio mostram que a dieta
enriguecida com banana verde ndao promoveu melhora na funcao absortiva colonica, ocorrendo
diarréia em todos os grupos tratados tanto nos animais que receberam dieta enriquecida com
banana verde a 10% como a 20%. A diarréia € um importante sintoma da doenga tanto nos
animais como em humanos, e indica uma perda da capacidade absortiva do cdlon, que fica
bastante prejudicada durante o processo inflamatdrio coldnico (SANCHEZ DE MEDINA, et al.,
2002).

A restauracao da funcao absortiva col6nica pode contribuir para a melhora da colite
experimental, como observado com a administracao do probidtico Bifidobacterium lactis (PERAN,
et al., 2006). Apesar dos animais nao terem apresentado melhora quanto a incidéncia de diarréia,
houve uma reducdo da extensdo e severidade da lesdo observadas através do escore,
principalmente nos animais que receberam tratamento com dieta enriquecida com banana verde
na concentracao de 10%, assim como na razao entre peso e comprimento col6nico.

O peso corporal e o consumo dos animais foram avaliados dia a dia, no entanto, nao houve
valores significantes estatisticamente. Os animais que foram tratados com a dieta enriquecida com
banana verde apresentaram consumo igual ou algumas vezes superior aos animais que receberam
racdo normal, o que sugere que a dieta enriquecida com banana verde possui sabor palatavel para
0S animais testados.

Segundo Grisham (1994), na andlise histoldgica, a presenca de infiltrado inflamatério é
acompanhada de lesao na mucosa, aumento da permeabilidade vascular, rompimento da matriz
extracelular, edema, dano nas células epiteliais e ulceracdo. Este estudo revelou que na avaliacao
microscopica da lesdo colbnica, somente o grupo tratado com dieta 20% em associacdo a
prednisolona promoveu melhora em quase todos os critérios analisados. De um modo geral, a

dieta enriquecida com banana verde promoveu uma diminuicdao no infiltrado inflamatdrio e



consequentemente uma menor ulceragao. Tais resultados caracterizam a presenca de atividade
antiinflamatodria, para a dieta enriquecida com banana verde nas concentracoes de 10% e 20%,
efeitos estes que também foram confirmados bioquimicamente, por evitar a deplecao nos niveis
de glutationa. O processo inflamatdrio colonico é caracterizado pelo estresse oxidativo, o que
debilita as defesas antioxidantes, promovendo uma deplecao deste antioxidante enddgeno ndo
enzimatico.

Neste trabalho, verificou-se uma acao antioxidante da banana verde, dados comprovados
por Vijayakumar et al. (2008) que estudaram a atividade da banana como um antioxidante. Esses
autores enfatizaram que os flavonodides das bananas agem como um efetivo antioxidante. Além de
ter um efetivo protetor para o corpo contra o estresse oxidativo. Esses dados também puderam
ser comprovados nesse trabalho, revelando que a banana verde € um potente agente
antioxidante.

A atividade antiinflamatdria observada neste estudo pode ser devido as propriedades
antioxidantes da banana verde, como demonstrada pela reducdo da peroxidagao lipidica induzida
em membranas de cérebro por sulfato ferroso e acido ascorbico.

Recentemente, muita atencao tem sido dada para as propriedades antioxidantes dos
flavondides que afetam os radicais livres do oxigénio e peroxidacdo lipidica e estas podem estar
envolvidas em varias condigdes patoldgicas como aterosclerose, cancer e inflamagdo cronica
(HALLIWELL, 1994). Existe um interesse emergente no uso de antioxidantes de ocorréncia natural
para a preservacao de alimentos e manejo de condigles fisiopatoldgicas. A implicacao de estresse
oxidativo e nitrosativo na etiologia e progresso de varias doencas clinicas agudas e cronicas leva a
sugerir que antioxidantes podem ser benéficos como agentes profilaticos (SOOBRATTEE et al.,

2005), entre elas as doencas inflamatdrias intestinais.



Quanto a analise microbiana realizada neste estudo nao foi possivel observar diferenca
estatistica entre os tratamentos e o grupo Controle TNBS. Apesar de a banana conter altos niveis
de aglcar, sendo a maioria do tipo: glicose, sacarose e frutose, todas adequadas para
fermentacao microbioldgica, neste trabalho nao foi possivel verificar um aumento do nimero de
bactérias, o qual era esperado. Além disso, a banana contém fruto-oligossacarideos (FOS), que
sao considerados importantes produtos promotores da proliferacdo de bactérias (algumas do tipo
acido laticas: Lactobacillus e Bifidobacterium) no célon humano (TSEN et a/., 2003). No entanto,
nas bananas sdo encontrados flavondides, esses possuem muitas atividades bioldgicas como:
antiinflamatoria, antialérgica, hepatoprotetora, anti-trombdtica, anti-viral, anti-carcinogénica,
acoes vasodilatadoras, além de atividade antibacteriana (MIDDLETON Jr. E KANDASWAMI, 2000),
sendo que muitas dessas fungdes bioldgicas tém sido atribuidas a sua atividade antioxidante e

sequestradora de radicais livres.



8.Conclusao

Com base nos resultados obtidos e discussdes apresentadas, através da realizagdo deste
estudo foi possivel concluir:

1. A administracao da dieta enriquecida com a banana verde nas proporcoes de 10% e
20% protege o colon de ratos da colite experimental através de um mecanismo que envolve a
diminuicao do estresse oxidativo evidenciado com a manutengao dos niveis de glutationa.

2. A administracdao da dieta enriquecida com a banana verde ndao aumenta a atividade
antiinflamatoria intestinal da prednisolona;

3. Os efeitos protetores do tratamento com a dieta enriquecida com a banana verde nao

estdo relacionados com atividade prebidtica.
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