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RESUMO

Doencga inflamatodria intestinal (DII) é um termo coletivo ao grupo de desordens
inflamatorias cronicas com relapsos no trato gastrointestinal, definidas principalmente
por dois tipos, a colite ulcerativa e doengca de Crohn. O uso de alimentos funcionais
contendo componentes como fibras e compostos antioxidante tem sido empregado como
estratégia terapéutica em enfermidades cronicas, pois sdo considerados eficazes na
modulacdo do sistema imune e da microbiota colénca, controlando os processos da
inflamacdo intestinal. O rizoma de Typha angustifolia L. possui alto conteudo de fibras,
fracdo de parede celular como celulose e a 11.25% de glutamina e 4.85% de glicina em
suas folhas, os quais juntamente com a cisteina atuam como precursores da sintese de
glutationa. O objetivo do estudo foi investigar a atividade antiinflamatéria da
suplementacao de farinha do rizoma de T. angustifolia L. (FRT) na dieta nas doses de
5%, 10% e 20%, isoladas e em associacdo a prednisolona a 2mg/Kg na colite
experimental induzida por Aacido trinitrobenzosulfonico (TNBS). O dano colonico foi
avaliado macroscopicamente, microscopicamente e bioquimicamente, quantificando o
conteddo col6nico de glutationa (GSH) e atividade da mieloperoxidade (MPO) e da
fosfatase alcalina (FA), além de seu efeito prebidtico, na concentracdo de 20%, sobre
bactérias Acido-Laticas em amostras fecais. Adicionalmente foi avaliado & partir de
extrato etanodlico a 70% da FRT a atividade antioxidante in vitro por lipoperoxidagdao em
membrana de cérebros de ratos e deteccdo fitoquimica qualitativa do grupo de
saponinas, taninos, flavondides e cumarinas. A suplementacdo de FRT na dose de 10%
diminuiu  significantemente o dano colénico evidenciado macroscopicamente,
microscopicamente e bioquimicamente, com contengdo nos niveis de GSH e diminuigao
nas atividades da MPO e FA. A suplementacdo de FRT nas doses de 5% e 20%
apresentaram apenas contencdo apenas dos niveis de GSH. A combinagdo de FRT com
Prednisolona ndo apresentou sinergismo entre os tratamentos. Nas avaliagdes
microbioldgicas, a FRT a 20% ndo demonstrou efeito prebiodtico. O extrato bruto de FRT
apresentou atividade antioxidante na concentracdo de 116.14 + 4.91 mg/mL e foi a
detectado a presenca de saponinas, cumarinas e flavondides. A FRT apresentou potencial
em reduzir a inflamagdo col6nica, principalmente na dose de 10%, pois reduziu o escore,
lesdo colbnica, a relacdo peso/comprimento € o escore microscépico, além de inibir a
deplecdo de GSH e diminuiu a atividade da MPO e da FA. Essa atividade antiinflamatéria
pode ser devido & presencga de fibras ou pela presenca de compostos antioxidantes como

cumarinas e flavondides

Palavras-chaves: doenga inflamatodria intestinal, alimentos funcionais, fibras, rizoma de
T. angustifolia L., TNBS.



Abstract

Inflammatory bowel disease (IBD) is a collective term to the group of chronic
inflammatory disorders with relapses in the gastrointestinal tract, defined mainly by two
types, ulcerative colitis and Crohn's disease. The use of functional foods containing
ingredients such as fiber and antioxidant compounds have been used as a therapeutic
strategy for chronic diseases because they are considered effective in the modulation of
the immune system and colonic microbiota, controlling the processes of intestinal
inflammation. The rhizome of Typha angustifolia L. has a high fiber content, cell wall
fraction as cellulose and 11.25% of glutamine and 4.85% glycine in the leaves, which
together with cysteine act as precursors of glutathione synthesis. This study investigate
the anti-inflammatory activity of the diet supplementation of T. angustifolia L. (FRT)
rhizome at doses of 5%, 10% and 20%, alone and in combination with prednisolone 2
mg/kg in experimental colitis induced by trinitrobenzosulfonico acid (TNBS). The colonic
damage was evaluated macroscopically, microscopically and biochemically by quantifying
the colonic glutathione (GSH) content, mieloperoxidade (MPO) and alkaline phosphatase
(AP) activity, and in addition their prebiotic effect, at concentration of 20% on acid-lactic
bacteria in fecal samples. Additionally the antioxidant activity was evaluated from FRT
ethanol extract 70% by lipoperoxidation in vitro in membrane brains of mice and
phytochemical qualitative detection of saponins, tannins, flavonoids and coumarins
group. Dietary supplementation of FRT at dose 10% significantly decreased the colonic
damage observed macroscopically, microscopically and biochemically, with counteraction
of colonic GSH and decreased MPO and FA activity. Dietary supplementation of FRT in
doses of 5% and 20% had only counteracted the colonic GSH. The combination of FRT
with prednisolone did not show synergism between treatments. In microbiological
evaluations, the FRT 20% did not demonstrate a prebiotic effect. The crude extract of
FRT showed antioxidant activity at a concentration of 116.14 + 4.91 mg/mL and showed
presence of saponins, coumarins and flavonoids. The FRT presented potential to reduce
colonic inflammation, especially at a dose of 10%, because reduced the score, colonic
lesion, weight / length and microscopic scores, and biochemically inhibited the GSH
depletion and decreased the MPO and AP activity. This anti-inflammatory activity may be
due to the presence of fibers or the presence of antioxidant compounds such as

coumarins and flavonoids.

Keywords: inflammatory bowel disease, functional food, fiber, rhizome of T. angustifolia
L., TNBS.
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Introducao

1. A doencga inflamatoria intestinal (DII)

Doenca inflamatdria intestinal (DII) é o termo coletivo a um grupo de
condicdes intestinais idiopaticas caracterizadas principalmente por dois tipos, a colite
ulcerativa e doenca de Crohn (Geier e cols., 2007), e sdo conhecidas como uma
desordem cronica de relapsos associados com inflamagdo incontrolada junto ao trato
gastrointestinal (Hanauer, 2006). Ambas as doengas apresentam condicdes bem distintas
com diferentes respostas imunes, porém com perfil inflamatério, sintomas e estratégias
de tratamento similares. A doenca de Crohn, segundo Papadakis & Targan, 2000, é
predominantemente de resposta imune mediada por Th1 (linfécitos T helper tipo 1), com
aumento inicialmente da expressao de interleucina 12 (IL-12), seguida pela expressao de
interferon (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF-a). A doenca de Crohn pode ocorrer
em qualquer regido do trato gastrointestinal, desde a boca até o anus, sendo
caracterizada por uma inflamagdao transmural granulomatosa (Geier e cols., 2007). Por
sua vez, a Colite ulcerativa é mediada pela resposta imune de Th2, levando ao aumento
na producdo de citocinas pro-inflamatorias como a IL-5 (Geier e cols., 2007). A Colite
ulcerativa se restringe a mucosa do célon e geralmente comega no reto e se espalha
sentido ascendente, dependendo da severidade da doenca (Papadakis & Targan, 2000).
Em ambas as doencas, os sintomas recorrentes sdo abscessos, fistulas, obstrucao
intestinal, sangramento cronico nas fezes e neoplasia intestinal (Oz & Ebersole, 2008).

Recentemente estima-se que a DII afete aproximadamente um 1.4 milhdes
de pessoas nos Estados Unidos (Loftus e cols., 2007), 2.2 milhdes na Europa (Neuman,
2007) e 150 mil no Canada (Russel, 2000), sendo as maiores incidéncias em pessoas
com idade de 15 a 30 anos (Loftus e col., 2002). Contudo, esses dados podem estar
comprometidos devidos a dificuldade nos diagndsticos da DII (Hanauer, 2006). O Brasil é
considerado area de baixa incidéncia, apesar do aumento de registros nos ultimos anos
(Victoria e cols., 2009; Souza e col., 2008; Souza e cols., 2002). Um recente estudo
avaliou a incidéncia das DII em hospitais de referéncia da regido centro-oeste do estado
de S3o Paulo (Brasil) e apontou uma maior ocorréncia das DII em mulheres jovens, de
raca branca e que residem em zonas urbanas (Victoria e cols., 2009). Contudo, homens
e mulheres parecem ser afetados em igual proporgdo, em individuos de todas as idades
predominando em jovens, com quase todos os casos diagnosticados antes da idade dos
30 anos (ABCD, 2010).

A causa da DII ainda ndo estd bem compreendida, mas fatores ambientais,

genéticos e imunoldgicos apresentam-se como parte da etiologia de ambas as doencas
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(Danese e cols., 2004; Hanauer, 2006). Evidéncias recentes sugerem que os fatores
genéticos apresentam um maior papel no desenvolvimento de doenca de Crohn que na
colite ulcerativa, com razdo de concordancia entre gémeos monozigoticos de 6-14% em
colite ulcerativa quando comparados com 44-50% em doenca de Crohn (Farrell &
Peppercorn, 2002). A observagao de casos dos dois tipos de doenga ocorrendo na mesma
familia sugere que alguns desses genes podem ser comuns para ambas as desordens e,
similar a outras desordens genéticas complexas (Abraham e cols., 2009). Mudangas na
dieta, usos de antibidticos e manipulacdo da colonizacdo intestinal provavelmente tem
contribuido para a prevaléncia das DII durante o século passado (Eckburg & Relman,
2007). Outro fator de risco ambiental relacionado a complicacées das DII é o tabagismo
(Danese e cols., 2004) que afeta essas duas doencas diferentemente, aumentando o
risco de desenvolver a doenca de Crohn e tendéncia a tornar-se mais severa nos
fumantes, enquanto que em fumantes passivos e nao fumantes ocorre o aumento do
risco a desenvolver colite ulcerativa (Abraham, e cols., 2009). O tabagismo também
desencadeia efeitos opostos nos pacientes com DII, aumentando a probabilidade de
relapsos em pacientes com doenga de Crohn, enquanto que fumar continuamente diminui
a incidéncia de relapsos em pacientes com colite ulcerativa (Rubin & Hanauer, 2000;
Danese e cols., 2004).

Outro fator associado ao desenvolvimento da patogénese da DII seria o
aumento da resposta imune contra a microbiota comensal em individuos geneticamente
susceptiveis (Sartor, 2004; Bamias e col., 2005). O fator imunoldgico responsavel pela
perda do reconhecimento aos antigenos luminais incluem uma hiperatividade dos
linfocitos efetores e citocinas antiinflamatdrias, falha dos linfécitos reguladores e citocinas
anti-inflamatodrias no controlar a inflamacdo e a resisténcia dos linfocitos T para a
apoptose (Bamias e cols., 2005).

Dos farmacos utilizados, apenas o sistema imune é usada como alvo das
estratégias terapéuticas e preventivas na DII (Shanahan, 2004). Os aminosalicilatos,
farmacos que contem o agente 5-ASA (Acido 5-aminosalicilico), como a sulfasalazina,
mesalazina e olsalazina, sdao os mais utilizados para o tratamento das DII de grau leve a
moderada, no entanto, apresentam efeitos adversos como nauseas, vomitos, dores de
cabecga, dores epigastricas e abdominais, reagdes de sensibilidade (Rachmilewitz e cols.,
1989), nefrites, pancreatite e perda de cabelo (Kuehbacher, 2007). Os
glicocorticosterdides como prednisolona e budesonida sdo usadas em pacientes de DII de
grau moderado a severo e aos que nao respondem aos demais tratamentos. No entanto,
o0 uso continuo de glicocorticosterdides, apesar de garantir a remissdao, causa efeitos
colaterais correspondentes a Sindrome de Cushing idiopatica, como acne, crescimento de
pélos, aumento do apetite e, em uso prolongado podem levar a dependéncia, perda de

densidade 6éssea e cardiomiopatia. Drogas imunossupressoras como azatioprina e
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mercaptopurina sdo usadas também para o tratamento de DII de grau moderado a
severo, porém 30% dos pacientes que recebem o tratamento ndo respondem a dose
padrdo usada (Cuffari e cols., 2001), sendo necessario aumento da dose, o que causa
efeitos adversos como nauseas, febre, mal-estar, erupcdo, diarréia, hepatite, dores
epigastricas, pancreatite e deficiéncia de producao de células pela medula 6ssea (Present
e cols., 1989), surgindo quadros clinicos como leucopenias, trombocitopenia e
pancitopenia (Connell e cols., 1993; Fraser e cols., 2002; Cuffari e cols., 1996). As
terapias biolégicas tém levado o tratamento de pacientes com colite ulcerativa a
mudancas promissoras (Changtai e cols., 2009). O Infliximab é considerado eficiente
para o tratamento das DII do grau moderado a severo, com principal acdo terapéutica na
reducdo dos niveis da citocina pro-inflamatéria colonica TNF-a. Contudo, esse
medicamento apresenta elevado custo e seu uso prolongado tem sido associado ao
aumento de infecgdes como pneumonia, histoplasmose, aspergilose e tuberculose, além
de problemas circulatérios e cancer (Kuehbacher, 2007; Changtai e cols., 2009). Apesar
do desenvolvimento de farmacos altamente eficazes ter mudado o perfil terapéutico da
DII, as drogas utilizadas no tratamento de DII ou sao de alto custo, ou frequentemente
toxicas, ou ndo sdo efetivas para todos os pacientes (Shanahan, 2004). Enquanto a
abordagem terapéutica para o tratamento da colite ulcerativa, de grau leve a moderada
tém sido bem estabelecida com uso os aminosalicilicos e os corticosterdides, o
tratamento da colite de grau moderado a severo esta longe de ser satisfatéria (Changtai
e cols., 2009).

Considerando que a DII é uma desordem complexa, surge a necessidade do
desenvolvimento de novas abordagens alternativas ou de terapias adjuvantes que
influenciem no aumento do tempo de remissao dessas doencas (Coeffier e cols., 2010).
Assim, a busca de novas estratégias terapéuticas seriam aquelas com foco na modulagao
do sistema imune intestinal, através da modificagdo da microbiota intestinal, seja com a
suplementacdo na dieta por prebidticos, probidticos ou a unido desdes, os chamados de

simbioticos.

2. A microbiota intestinal e a DII

Muitos estudos tém sugerido uma associagdo entre a microbiota intestinal e
as doencas inflamatdrias intestinais (Pagnini & Cominelli, 2006). A interacdo bactéria-
hospedeiro correspondente a patogénese na DII, para a maioria dos casos, apresenta
tanto o envolvimento da microbiota comensal normal quanto a infeccdo por patégenos
especificos. Ja foi proposto que a exposicdo a condigbes anti-higiénicas durante o
desenvolvimento do individuo pode preparar o ambiente intestinal a um é&timo

desenvolvimento e regulacao do sistema imune da mucosa intestinal, prevenindo assim
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uma futura resposta inflamatéria (Shanahan, 2004). As bactérias intestinais
desempenham um importante papel na patogénese da DII, pois a inflamacdo e a lesdo
geralmente ocorrem em regibes intestinais com altas concentragdes de bactérias, como
no célon e no ileo (Thompson-Chagoyan e cols., 2005), sendo evidenciados alto nUmero
de bactérias aderentes em portadores de DII (Swidsinski e cols., 2002). Com base nisto,
o tratamento com antibidticos é uma opcdo viavel, particularmente nos casos de doenca
de Crohn (Greenberg, 2004), no entanto, os antibidticos apresentam papel gerenciador
das complicacdes das DII, pois seu longo tempo de uso é desfavoravel devido ao risco de
toxicidade, resisténcia bacteriana e conseqliente superpovoamento de bactérias
aderentes (Shanahan, 2004).

A manipulacdo da microbiota intestinal tem-se mostrado como uma estratégia
importante na manutencdo da homeostase colonica (Guarner, 2003), visto que a
modificacdo adequada do ecossistema intestinal tem sido considerada uma terapia viavel
e oportuna para o tratamento das DII (Shanahan, 2004). A suplementagdao com
alimentos funcionais tem sido considerada uma estratégia simples para a modulacdo da
composicdo e/ou atividade da microbiota col6nica (Ziemer e col., 1998). Alimentos
funcionais sdo definidos como alimentos ou ingrediente(s) alimentar(es) que apresentam
efeitos positivos em um ou mais alvos funcionais do organismo (Diplock e cols., 1999),
além do seu valor nutricional, promovendo saude ou bem-estar do hospedeiro (Huggett
& Verschuren, 1996) e/ou reducdo de risco de doengas quando consumidos (Diplock e
cols., 1999; Roberfroid, 2000). O conceito de alimento funcional engloba diretamente
aditivos alimentares que podem inserir um efeito positivo na composicdo microbiana
intestinal, como os probidticos, prebidticos e simbidticos (Ziemer e col., 1998).

Probidticos sdo definidos como organismos vivos adicionados em alimentos os
quais, apos a ingestdo, promovem a saude no hospedeiro além de sua nutricdo basica
inerte (Fuller, 1992 e 1997). A ingestdo de bactérias vivas ndao é um requerimento
absoluto para a eficacia terapéutica, pois estudos comprovam que a inclusdo de
microorganismos mortos ou até mesmo fragmentos bacterianos (Ziemer e col.,1998)
contribuem com os efeitos antiinflamatérios dos probidticos (Shanahan, 2005). Outros
efeitos benéficos dos probidticos no epitélio intestinal, tanto direta como indiretamente,
incluem aumento da fungdo da barreira epitelial, alteracdao na composicao da microflora
intestinal (Ewaschuk, 2006), modulacdo do sistema imune da mucosa no hospedeiro
frente a diversos tipos de agentes infecciosos e a produgdo de substancias de inativacao
de toxinas alimentares (Isolauri e cols., 2004).

Estudos reportam que a administragdo da mistura das espécies
Bifidobacterium e Lactobacillus (Venturi e cols., 1999) ou de Escherichia coli Nissle 1917
nao-patogénica (Rembacken e cols., 1999) agem prevenindo a colonizagdo do intestino

por microorganismos patogénicos, prolongando a remissdo da colite ulcerativa (Boudeau
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e cols., 2003; Shiba e cols., 2003; Setoyama e cols., 2003). Iniameros probidticos ja
estudados exercem uma atividade antiinflamatdria intestinal, tanto em humanos como
em modelos de colite experimental, destacando-se os efeitos produzidos por bactérias do
género Lactobacillus, especialmente L. casei GG (Borruel e cols., 2002), L. bulgaricus
(Borruel e cols., 2002), L. salivarius ssp. salivarius (Peran e cols., 2005), L. fermentum
(Peran e cols., 2007), L. plantarum (Pathmakanthan e cols., 2004), L. rhamnosus (Braat
e cols., 2004), L. acidophilus (Schultz e cols., 2004) e do género Bifidobacterium, como
B. longum (Fujiwara e cols., 2003) e B. lactis (Schultz e cols., 2004).

Os Prébioticos sdao definidos como “ingredientes alimentares nao-digeriveis
que afetam beneficialmente o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ou
atividade de um ou limitado nimeros de bactérias no célon e assim promove salde do
hospedeiro” (Gibson & Roberfroid, 1995). O consumo de produtos alimentares ricos em
carboidrato e polissacarideos nado-digeriveis, como fibras dietdrias, aumenta a
fermentacdo anaerdbica de bactérias colOnicas. Fibras dietarias sdo definidas como
partes de plantas ou analogos de carboidratos resistentes a digestdo e absorcdo pelo
intestino delgado e que sofrem fermentacdo completa ou parcial por bactérias do
intestino grosso. Nesse grupo estdo incluidos o amido resistente, varios oligossacarideos,
como inulina e frutooligossacarideos, dissacarideos, como a lactulose, e polissacarideos
componentes da parede celular vegetal, como ligninas (Almeida, 2003), celulose, B-
glicanos, hemicelulose e pectinas (Escudero-Alvarez, 2006). Os efeitos fisioldgicos
benéficos das fibras dietarias sdo descritos como laxativos, redutores dos niveis séricos
de colesterol e/ou de glicose, e efeito prebidtico, estimulando o crescimento de bactérias
colonicas potencialmente protetoras, como Bifidobactérias e Lactobacilos (Gibson &
Roberfroid, 1995; Roberfoid, 1998), e producdo de metabolitos da fermentagado colbnica,
como os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Cherbut, 2002).

O interesse por certos tipos de fibras presentes em alimentos com efeitos
prebidticos tem crescido, pois o produto da sua fermentacdo estimula o crescimento de
certas bactérias intestinais (Garcia Peris e cols., 2002). O uso de fibras dietarias
presentes em sementes de Plantago ovata Forssk (tanchagem) e em fibra de cevada
germinada, tém demonstrado eficacia para o tratamento da DII. Em pacientes com colite
ulcerativa, a ingestdo de sementes de Plantago ovata, quando comparadas ao uso de
mesalazina, apresentou maior eficacia na manutencdo da remissdo da doenca
(Fernandez-Bafiares e cols., 1999). Em pacientes com a DII ativa, o uso desta fibra
juntamente com o acido 5-aminosalicilico, promoveu maior tempo de remissao da doenga
(Kanauchi e cols., 2002).

Os AGCC, o acetato, o propionato e o butirato, podem atuar de forma direta,
ou indireta sobre o célon, modificando o pH e diminuindo atividade da iNOS (6xido nitrico

sintetase indutiva) e ao baixo nivel de TNF-a no cdlon (Rodriguez-Cabezas e cols.,
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2002). Dos AGCC produzidos, o butirato apresenta papel central na regulagao de varias
atividades das células epiteliais do célon (Inan e cols., 2000). O butirato serve como
fonte primaria direta de energia aos colondcitos (Mortensen & Clausen, 1996),
promovendo a diferenciacdao e estimulando a producao de muco na mucosa intestinal,
formacao de bicarbonatos e absorcdo idnica (Hague e cols., 1997; Barnard e cols., 1993;
Hodin e cols., 1996). O butirato pode influenciar na expressao de genes ativadores de
citocinas em colondcitos epiteliais, como exemplo a diminuicdo da expressdao de
receptores para IL-12 em leucdcitos ativados (Saemann e cols., 2000) e assim
apresentar papel supressor na inflamacdo mucosal. Outras evidéncias como aumento na
concentracdo de GSH col6nico (Hamer, 2009), inibicdo na producdo das citocinas pré-
inflamatorias NF-kB, TNF-a (Inan e cols., 2000) e IL-12 e aumento na producdo da
citocina anti-inflamatéria IL-10 (Saemann e cols., 2000) indicam que o butirato auxilia na
reducao da inflamacdo intestinal. A diminuicdo na disponibilidade do butirato e de outros
acidos graxos de cadeia curta tem sido associada a diverticolite e a colite ulcerativa
(Harig e cols., 1989; Chapman e cols., 1994; Clauser e cols., 1994).

O uso de butirato administrados na forma de enemas e supositorios, sdo
efetivos para o tratamento de danos na mucosa causados pela DII (Vernia e cols., 1995),
no entanto, este tratamento s6 é eficaz nas lesGes das porgées descendentes do
intestino, no célon e reto (Kanauchi e cols., 1999). A administragéo por via oral ndo é
eficaz, pois o butirato é absorvido no intestino delgado (Bamba e cols., 2002), ndo
alcangando a parede intestinal do célon (Kanauchi e cols., 1999).

Simbioticos sdo produtos contendo probidticos e prebioticos (Bengmark,
2001). Todo probiodtico e prebiotico apresentam propriedades distintas, com seu modo de
acdo através da modulacdo na microbiota (Damaskos e Kolios, 2008). Varias
combinacGes de probidticos e prebidticos ja foram estudadas. Roller e cols. (2004)
demonstraram que a combinacdo de oligofrutose, inulina, Lactobacillus e Bifidobacterium
suprem a carcinogénese colGnica, enquanto que a mesma mistura estimula a secrecdo de
IgA e IL-10 no ceco. Furrie e cols. (2005), em triagem clinica com 18 pacientes de colite
ulcerativa, demosntrou que a combinacdo de B. longum, inulina e oligofrutose reduz o
escore inflamatério de biopsias retais e sigmoides, com a reducdao dos niveis de TNF-a e
IL-1b.

A abordagem de estudos no tratamento da DII usando alimentos funcionais
com presencga de fibras que podem conferir efeitos prebidticos tem se tornado de grande
interesse, pois alimentos com fibras ndo-digeriveis afetam o hospedeiro de forma
benéfica estimulando seletivamente o desenvolvimento e/ou a atividade de determinadas
bactérias no colon (Gibson e Roberfroid, 1995) e, sua fermentagdo pela microbiota
coldnica, gerando os AGCC que atuando de forma direta (trdfica), ou indireta,

modificando o pH e modulando o sistema imune nas células do célon, podendo assim
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controlar os processos da inflamacdo intestinal, diarréia e até mesmo o cancer de cdélon
(Marti del Moral e cols., 2003).

3. Typha angustifolia L. como produto-teste

A espécie Typha angustfolia L. (sin. T. domingensis Pers., T. foveolata Pobed.,
T. pontica Klok. f & A. Krasnova) é conhecida no Brasil como planta daninha, pois
crescem em areas de culturas de grande importancia econ6mica e em regides alagadicas.
De acordo com Kinupp (2007), todas as partes da planta, partes aéreas, brotos ou
palmitos, rizoma e pélen, apresentam interesse alimenticio para o consumo humano. A
espécie pode produzir até 7 toneladas por hectare de rizomas (Lorenzi, 2000), chegando
até 22% do seu peso fresco em farinha (Rapoport, 2003 apud Kinupp, 2007). Séao
consumidos como alimento na Australia (Reitz, 1984b apud Kinupp, 2007) e também por
Amerindios Chilenos (Schmeda-Hirschmann, 1999). Analises da biomassa nutricional do
rizoma indicam que sdo fontes ricas de amido (Lorenzi, 2000), alto conteldo de fibras
(17.20%) (Schmeda-Hirschmann, 1999), com 2.6% de proteina, 10.8% de carboidratos
sollveis, 0.06% de taninos sollveis, 11.9% de lipideos, 41.5% fracdo de parede celular e
16.9% de conteldo energético em relagdo ao peso seco (Furtado, 1997). Foi descrito a
presenca de taninos e saponinas em extratos de rizoma, assim como alto conteldo de
celulose, que pode propiciar efeito laxante mecanico (Bela e col. 2000). Estudos mostram
que as folhas de T. angustofolia L. possuem 11.25% de glutamina (semelhante a alfafa)
e 4.85% de glicina (semelhante a alfafa e pasta de soja), além de fibras como 24.43%
de celulose, 28.84% de hemicelulose e 7.46% de lignina (Carranco e cols., 2002). Ambos
0s aminoacidos, juntamente com a cisteina (Duggan, e cols., 2002), atuam como
precursores da sintese de glutationa (Grimble, 1992; Duggan, e cols., 2002). Muitos
estudos referem que as espécies de Typha apresentam potencial medicinal para diversas
enfermidades na medicina popular. Na Taildndia, ha citagdes do uso das raizes de T.
angustifolia L. para o tratamento de diabetes (Kitirattrakarn, 2005), enquanto que
grupos nativos da América usam o pdlen e rizomas de T. latifolia L. no tratamento de
desordens dermatoldgicas e gastrointestinais (Acufia, 2006), em forma de geléias para o
tratamento de feridas, inflamagdes e queimaduras, e os infusos de raizes para tratar

disenterias e diarréia (Foster & Duke, 2000).
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Objetivos

Com base nestas informagbes, o presente estudo teve como objetivo
investigar os efeitos do uso da farinha do rizoma de T. angustifolia L., como suplemento
na dieta, no processo inflamatoério intestinal induzido por acido trinitrobenzenosulfonico
(TNBS) em ratos, assim como determinar a influéncia desta dieta sobre os efeitos

antiinflamatorios intestinais da prednisolona.
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Materiais e Métodos

1. Material Vegetal
1.1. Descrigdo Botanica e coleta

A espécie Typha angustfolia L. pertence a familia Typhaceae, conhecida por
outras sinonimias como T. domingensis Pers., T. foveolata Pobed. ou T. pontica Klok. f &
A. Krasnova e é classificada no Brasil como uma planta daninha (Lorenzi, 2000). E uma
espécie cosmopolita, de ocorréncia estendendo-se por todo continente Americano, em
locais alagadicos, de brejo e em torno de corpos d’agua. A T. angustfolia L. possui habito
herbaceo, perene, ereta, rizomatosa, aquatica, de caule cilindrico, com 2-3m de altura.
Propaga-se por sementes e vegetativamente através de rizomas. E conhecida
popularmente como taboa, tdbua, espadana, capim-de-esteira, pau-de-lagoa, tabebuia
ou erva-de-esteira (Lorenzi, 2000) (Figura 1).

As partes férteis de T. angustifolia L. foram coletadas em Setembro de 2009
no Distrito de Rubidao Jr, Botucatu, SP e foram levadas para identificacdo e depositadas
no Herbario “Irina Delanova Gmtchujnicon - BOTU” de Botucatu, SP, Brasil.

Os rizomas de T. angustifolia L. foram coletados no mesmo periodo das partes
férteis usadas na identificagdo. Os mesmos foram higienizados e estocados em camara

fria até o processamento.

Figura 1 - Foto de Typha angustifolia L. da area de coleta; Distrito de Rubido Junior,
Botucatu, SP.
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1.2. Elaboracao da farinha do rizoma de Taboa (Typha angustifolia)

Os rizomas foram cortados e secados em estufa com circulacdo de ar a 55°C.
Apds, o material foi triturado em moinho de facas e armazenado para posterior
utilizacdo. O rendimento final da farinha de T. angustifolia L. foi de 11% em relagao ao

peso fresco do material vegetal.
1.3. Preparo do extrato vegetal bruto:

A farinha do rizoma de T. angustifolia L. foi submetido ao método de extracao
por maceragao a frio, na proporcdo de 5% (p/v) em solucdo de etanol:agua destilada
(7:3). A seguir, o extrato foi filtrado e a porcdo etandlica do extrato foi eliminado em
Evaporador Rotativo 120MA Marconi® sob pressao reduzida e temperatura controlada
em torno de 45°C e aquecido sobre placa quente para eliminar a por¢do aquosa. O

rendimento final do extrato foi de 2.8% em relagdo ao peso fresco do material vegetal.

1.4. Preparo da racdao enriquecida com a farinha do rizoma de T.

angustifolia L.

Trés tipos de dieta foram suplementadas com 5%, 10% e 20% de farinha do
rizoma de T. angustifolia L. (FRT), usando a racdo Labina (Purina® do Brasil)como base,
para a realizacdo dos ensaios bioldgicos (tabelal).

Tabela 1 - Composicdo da dieta padrdo “Labina” (Purina do Brasil) na alimentagao dos

animais.

Enriquecimento (por 1 quilograma de ragao) *

Composicao Nutricional Racdao Ragcdao com Ragdaocom Ragao
Normal FRT 5% FRT 10% com FRT

20%

Umidade (max.) 13% 13% 13% 13%
Proteina Bruta (min.) 23% 21.8% 20.7% 18.4%
Extrato etéreo (min.) 4% 3.8% 3.6% 3.2%
Matéria fibrosa (max.) 5% 4.75% 4.5% 4%
Matéria mineral (max.) 10% 9.5% 9% 8%
Calcio (max.) 1.3% 1.23% 1.17% 1.04%
Fosforo (min.) 0.85% 0.8% 0.76% 0.68%
Vitamina A 25600 UI 25600 UI 25600 UI 25600 UI
Vitamina D3 4000 UI 4000 UI 4000 UI 4000 UI
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Vitamina E 82 mg 82 mg 82 mg 82 mg

Vitamina K 6.4 mg 6.4 mg 6.4 mg 6.4 mg
Vitamina B12 40 ug 40 ug 40 ug 40 ug
Vitamina B6 11 mg 11 mg 11 mg 11 mg
Sédio 2.8g 2.8¢ 2.8¢ 2.8¢
Niacina 220 mg 220 mg 220 mg 220 mg
Tiamina 11 mg 11 mg 11 mg 11 mg
Acido Pantoténico 90 mg 90 mg 90 mg 90 mg
Colina 2800 mg 2800 mg 2800 mg 2800 mg
Biotina 0.16 mg 0.16 mg 0.16 mg 0.16 mg
Acido Félico 13 mg 13 mg 13 mg 13 mg
Magnésio 1.7 g 1.7 g 1.7 g 1.7 g
Manganés 110 mg 110 mg 110 mg 110 mg
Iodo 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg
Selénio 0.2 mg 0.2 mg 0.2 mg 0.2 mg
Cobalto 2 mg 2 mg 2 mg 2 mg
Ferro 180 mg 180 mg 180 mg 180 mg
Zinco 110 mg 110 mg 110 mg 110 mg
Cobre 30 mg 30 mg 30 mg 30 mg
FRT --- 50¢ 100 g 200 g

*Composicao Basica: Milho, farelo de soja, farelo de trigo, farinha de peixe, remoido de trigo, soja
integral moida, fosfato bicalcico, feno de alfafa, calcario calcitico, cloreto de sédio (sal comum),

cloreto de colina, premix vitaminico mineral, aditivo antifungico fungistatico.

2. Ensaio in vitro

2.1. Peroxidacao lipidica em membrana de cérebro de rato

O extrato do rizoma de T. angustifolia foi avaliado quanto a sua atividade
antioxidante no modelo de inibicao da lipoperoxidagao induzida por solugdo de sullfato
férrico e acido ascorbico (100 uM) em membranas de cérebro de rato, adaptado a partir
de Stocks e col, 1974 e Fee & Teitelbaum, 1972. Curva de concentragdao-resposta foi
determinada neste modelo e o resultado foi comparado com a quercetina, flavondide
usado como referéncia.

A técnica se baseia na producdo de malonildialdeido (MDA) como indicativo de
lipoperoxidagdo, utilizando o acido tricloroacético (TCA 20%), para precipitar proteinas
da amostra de membranas, e o reativo tiobarbitlrico (TBAR) que reage com o as
membranas, produzindo MDA numa coloracdo cuja intensidade é determinada por

espectrofotometria, mediante uma curva-padrdo. Cérebros de ratos normais foram
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pesados e triturados separadamente com homogeneizador automatico, em gelo, com
tampdo fosfato sédico (PBS) na proporcéo 1:4 (p/v). O homogenato foi submetido a
centrifugacdo a 3000 rpm, por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e
estocado a -80°C em aliquotas de 1mL. Para a realizacdo do ensaio, o homogenato
estocado foi descongelado em temperatura ambiente e diluido em PBS na proporcao 1:10
(v/v). O extrato bruto foi dissolvido em dimetilssulféxido (DMSQO) a 20% na concentragao
de 3.2 mg/mL e foi realizada a diluicdo seriada na razdo de > até 6 concentragdes para
a realizacao do ensaio. A reacao de lipoperoxidacao foi realizada em tubos do tipo
eppendorf de 2 mL. Os tubos testes foram: Tubo de reagdo branco com incubacgao, tubo
de reacao branco sem incubacdo, tubo de reacdao controle incubado (DMS020%, solvente
usado para solubilizar os extratos), tubo de reagdo controle ndao incubado, tubo de reacdo
controle maximo (tecido, sulfato férrico e acido ascérbico) e tubos testes (com as
concentracdes de 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1200 e 1400 upg/mL do extrato em
solucdes estoques e outros com concentragcbes de 2.5, 5, 10, 20 e 40upg/mL de
guercetina em solugdes estoques) e maximo (tecido, ferro e acido ascérbico). Para cada
amostra foi adicionado 50uL de solugdo de ferro (SO4Fe'H,0) e acido ascérbico, ambos
para provocar a lipoperoxidacdo. Os tubos foram incubados a 37°C por 12 minutos sob
agitagdo constante e, a seguir, adicionou 0.5 mL do TBAR 0,5% em TCA 20%. Os tubos
foram fechados e postos novamente sob aquecimento em banho-maria a 100°C por 10
minutos sem agitacdo. Apds, aliquotas de 1mL foram colocadas em tubos de 1.5 mL
(tubos “eppendorf”) e colocados para centrifugar a 3000rpm, por 15 minutos a 4°C.
Foram retirados 200uL do sobrenadante e adicionado nas placas de 96 pogos, onde foi
realizada leitura no espectrofotometro em comprimento de onda de 532nm. O calculo da
porcentagem de inibicdo da producdo de malonildialdeido foi calculado em relagcdo aos
valores obtidos com as amostras de lipoperoxidagcdo maxima (cérebro, ferro e acido

ascorbico a 100uM) e a ICso determinada por regresséao.

3. Ensaio in vivo

3.1. Animais de experimentagao

Ratos machos albinos da Cepa Wistar de 180 a 220 g de peso, oriundos do
Biotério Central da Unesp, Campus de Botucatu, Sdo Paulo foram utilizados para os
testes de atividade antiinflamatdria intestinal. Os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Farmacologia, Instituto de Biociéncias, Unesp, durante pelo menos 14
dias antes do inicio dos experimentos. O biotério possui uma temperatura ambiente
controlada de 21 + 2°C e um ciclo de claro-escuro de 12 horas. Os ratos foram alojados

em caixas, separadas por grupo, com no maximo 4 animais por caixa e agua corrente ad
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libitum. Os grupos branco, controle e com o farmaco foram alimentados com racao de
manutencdo Purina Labina e os grupos que receberam a FRT a tiveram incluidas na
mesma racgao recebida pelos grupos anteriores. O estudo foi realizado de acordo com o
protocolo experimental 042/04-CEEA/IBB/UNESP aprovado pela Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal deste Instituto.

3.2. Modelo experimental de inflamagao intestinal

A inducdo da colite foi realizada pelo método descrito por Morris e cols., 1989,
com pequenas modificagdes. Apds os primeiros 14 dias de tratamento, os animais foram
submetidos a um periodo de jejum de 24 horas e posteriormente anestesiados com
halotano. Em seguida, foi realizada a administracdo retal (intracol6nica) de 0,25 ml de
uma solucdo de 10 mg de acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em etanol a 50%
v/v. A administracdo foi realizada com a ajuda de um catéter de teflon (didmetro de 2
mm), o qual foi introduzido pelo dnus do animal até uma distadncia de 8 cm. Os animais
foram mantidos em posicdo supina desde o momento da instilacdo do halotano até a
recuperagao da anestesia.

A solucdo de TNBS foi preparada a partir de um liofilizado obtido da solugao
aquosa comercial de origem a 5% (p/v). Os animais do grupo branco foram submetidos
ao mesmo procedimento, mas com administracdo de solucdo salina em substituicao ao
TNBS.

3.3. Delineamento experimental

O delineamento experimental para a analise dos efeitos da FRT na dieta para
o modelo de colite experimental foi realizado de acordo com o delineamento descrito por
Camuesco e cols., (2005), esquematizado na figura 1. Os animais foram distribuidos de
forma aleatéria em dez grupos experimentais:

A. grupo branco,

B. grupo controle (com colite),

C. grupo referéncia (prednisolona na dose de 2mg/Kg),

D. grupo dieta na dose de 20% (FRT20%),

E. grupo tratado com FRT nas doses de 5% (TNBS+FRT 5%), 10%
(TNBS+FRT10%) e 20%(TNBS+FRT20%) e;

F. grupo tratados com FRT, nas doses de 5%, 10% e 20% e prednisolona na
dose de 2mg/Kg (TNBS+FRT5%+PRED, TNBS+FRT10%+PRED e TNBS+FRT20%+PRED)
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Figura 2 - Delineamento experimental de colite. B (grupo branco, rato sem
colite), C (grupo controle TNBS, rato colitico), P (grupo referéncia, rato colitico
tratado com prednisolona), D (grupo dieta, rato sem colite tratado com FRT
20%), T (grupo tratado, ratos coliticos tratados com FRT em diferentes doses),
T+P (grupo associado, grupo colitico tratado com FRT em diferentes doses e

prednisolona).

Os animais dos grupos tratados com a FRT e do grupo dieta receberam a
racdo suplementada nos 21 dias do experimento ad libitum, enquanto que 0os grupos
branco, controle (TNBS) e referéncia receberam a racdo normal nos 21 dias do
experimento ad libitum. Os grupos tratados com prednisolona receberam 2mg/Kg, por
via oral, a partir de 72 horas antes da inducao e nos sete dias restantes do experimento,
através de uma sonda esofdgica. Todos os animais foram mortos no sétimo dia apds a

inducao.

3.4. Avaliacao macroscopica dos célons

Durante o desenvolvimento do experimento, 0os animais foram avaliados em
diferentes parametros de carater geral tais como: consumo de alimento, peso corporal e
aparecimento de fezes diarréicas. No final de cada periodo de tratamento, os animais
foram sacrificados, os cdlons extraidos, limpados com solucdo salina 0.9% (NaCl) e
analisados quanto aos prejuizos intestinais considerando-se parametros macroscopicos,
microscépicos e bioquimicos. Os conteldos luminais foram coletados para posterior
analise microbioldgica.

Na analise macroscopica foram avaliados peso e comprimento do cdlon,

existéncia de aderéncias entre o intestino e 6rgdos adjacentes e analise da severidade e
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extensdo do prejuizo intestinal de acordo com uma escala descrita previamente por Bell e
cols., 1995 (Tabela 2).

Tabela 2. Critério de determinacdo de escore macroscoépico de lesdo colonica.

Escore Critério
0 Sem prejuizo
1 Hiperemia, sem Ulceras
2 Ulcera linear sem inflamac&o significante
3 Ulcera linear com inflamagdo em um sitio
4 Dois ou mais sitios de ulceragdo/inflamacéao
5 Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamagdo ou um sitio de inflamacgao

maior que 1 cm ao longo da extensdo do célon
6-10 Se o prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensao do célon (o

escore é aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

ApOs a analise macroscopica, o cdlon foi dividido em 1 fragmento transversal
e 3 fragmentos longitudinais, o fragmento transversal foi utilizado para analises
microscopicas, enquanto que dos fragmentos longitudinais dois foram utilizados para
determinacdo de proteinas e fosfatase alcalina e de mieloperoxidase, e um fragmento foi
armazenado em 1 ml de acido tricloroacético (TCA) 5% (p/v) com o objetivo de inibir sua
degradacao pela gama-glutamiltranspeptidase (Anderson, 1985) para a determinacgao
dos niveis de glutationa total. Todos os fragmentos foram pesados e congelados até sua

posterior analise.

3.5. Avaliacao microscépica de amostras de célon

Imediatamente apdés a avaliacdo macroscépica do processo inflamatério
colonico, um fragmento transversal de tecido col6nico (0,5 mm) adjacente a area de
lesdo (aproximadamente 1 cm acima da lesdao) foram coletadas para processamento
histoldgico. Essas amostras foram fixadas em solugdo ALFAC (mistura de Etanol 80%
com Ac. Acético Glacial e Formaldeido P.A. na proporcao de 90:5:10) por 24 horas sendo
em seguida desidratadas em série alcoodlica etilica crescente, diafanizadas em xilol, e
posteriormente incluidas em parafina Histosec-Pastilhas (Merck-11609), preparadas para
a microtomia. Os cortes, com 6 micrometros de espessura, foram desparafinizados e
reidratados utilizando série alcodlica etilica decrescente. As amostras foram submetidas a

coloragdo em Hematoxilina-Eosina para a analise morfoldgica das lesbes e analise da
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severidade e extensdao do prejuizo tecidual de acordo com uma escala descrita

previamente por Stucchi e cols. (2000) (Tabela 3).

Tabela 3 - Critério de Determinagao de Escore Microscépico de Lesdo ColOnica

Localizagao Critérios

Mucosa Ulceragao: nenhuma(0); superficial(1); moderada(2); severa
epitelial espessura(3)

Criptas Atividade Mitética: abaixo de um terco(0); préximo a um terco(1); entre

um tergo(2); acima de um tergo(3).

Deplecao de muco: nenhuma(0); suave(1l); moderado(2); severo(3)
Lamina Infiltrado Mononuclear:nenhuma(0); suave(1l); moderado(2); severo(3)
Propria Infiltrado Granuldcitos: nenhuma(0); suave(1); moderado(2); severo(3)

Vascularizacdo: nenhuma(0); suave(1l); moderado(2); severo(3)
Submucosa Infiltrado  Mononuclear: nenhuma(0); suave(l); moderado(2);

severo(3)

Infiltrado Granuldcitos: nenhuma(0); suave(1l); moderado(2); severo(3)

Edema: nenhuma(0); suave(1l); moderada(2); severa(3)

Escore Maximo: 27. Modificado de Stucchi e cols., 2000.

3.6. Determinacgoes bioquimicas

Todas as determinacbes bioquimicas foram realizadas com homogeneizados
dos fragmentos intestinais colonicos, processados a frio durante aproximadamente 45
segundos, com ajuda de um homogeneizador automatico, provido de um pistilo de teflon

e um recipiente de vidro de 10 ml de capacidade.

3.6.1. Determinacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) no tecido colGnico de
rato foi realizada pelo método de Krawisz e cols., 1984. A atividade da MPO é utilizada
como marcador da infiltragdo de neutréfilos, mesmo que esta enzima ndo seja especifica
deste tipo celular.

A determinacgdo foi realizada em fragmentos col6nicos (150-300 mg), os quais
apos descongelamento, foram colocados sobre uma placa de Petri com gelo protegidos
com Parafilm e picados com tesouras e foram homigenizados a frio com tampao HTAB

(brometo de hexadeciltrimetilamonio) na proporgdao 1:20 (p/v), usando o
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homogeneizador Heidoph, durante 30 segundos. O tampao HTAB, ao funcionar como um
detergente, facilita o rompimento das membranas celulares e assim a liberacdao da
enzima mieloperoxidase dos granulos intracelulares dos neutréfilos, nos quais esta
armazenada. O homogeneizado resultante foi dividido em 2 aliquotas de 1,0 ml e
armazenadas em eppendorff. O material foi sonicado por 10 segundos e submetido a um
triplo processo de congelamento-descongelamento durante 1-2 dias. Apds o Ultimo
descongelamento, a aliquota foi centrifugada a 7000 G por 10 minutos a 4°C. Em uma
placa de 96 canais, foi adicionado 50 ul do sobrenadante de cada amostra em pocinhos
distintos, 150 ul do tampdo de reacdo (cloridrato de orto-dianisidina). Em seguida, foi
realizada leitura com absorbancia a 450 nm usando um espectrofotémetro, incubados a
37°C. A atividade da enzima mieloperoxidase foi calculada por interpolacao em uma
curva padrdo, realizada com MPO procedente de neutréfilos humanos. Uma unidade de
mieloperoxidase (U) se considera como aquela que degrada 1 nmol/min de peréxido de

hidrogénio a 37°C. Os resultados foram expressos em U/g de tecido.
3.6.2. Determinacao do contetido de glutationa total (GSH)

A determinacdo do conteudo de glutationa total foi realizada de acordo com o
método descrito por Anderson, 1985, que estd baseado na oxidacdo total da glutationa
reduzida (GSH) presente em uma amostra a sua forma oxidada (GSSG), mediante a
incubacdo da amostra com o Aacido ditiobisnitrobenzdico (DTNB). O DTNB reduzido
adquire uma coloracao amarelada, que pode ser determinada espectrofotometricamente.
O GSSG gerado é reduzido por agdo da enzima glutation redutase na presenca de
NADPH. O GSH formado se oxida novamente, gerando um ciclo continuo (Figura 2), no
qgual a velocidade de reducdao do DTNB (com o seu conseqiiente incremento de

absorbancia a 412 nm) é proporcional a quantidade total de glutationa (GSH+GSSG).

D{ DTNB reduzido

GSH > GssG
GSSG rm
NADP* NADPH
Figura 3 - Esquema das reagbes que ocorrem na

determinagdo do conteldo de glutationa total nas amostras

de colon
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Para efetuar a determinacdo do conteldo de glutationa total, foram utilizados
os fragmentos de célon congelados com acido tricloroacético (TCA) a 5%. As amostras,
apos descongelamento, foram picadas com tesoura sobre uma placa de Petri com gelo
protegidos por Parafilm e posteriormente homogeneizadas com solucdao de TCA 5% na
proporcao final de 1:20 (p/v), usando um homogeneizador Heidoph. Apds a
homogeneizacao, o material foi centrifugado duas vezes, a primeira a 2000 G por 10
minutos a 4°C e a segunda, com o sobrenadante da primeira centrifugacdao, a 9000 G por
5 minutos a 4°C. Do segundo sobrenadante, 20 ul de cada amostra foram colocados em
uma placa de 96 canais, onde juntamente se adicionou 140 ul de NADPH, 5 ul de tampao
PBS-EDTA (fosfato-sddico a 143 mM com 6.3 mM de EDTA-Na) e 20 ul DTNB. A placa foi
colocada no leitor de placas do espectrofotdbmetro, onde permaneceu incubada por 5
minutos em uma temperatura de 30°C. Apds incubacdo, 15ul de enzima glutationa
redutase foram adicionado e o incremento de absorbancia a 412 nm foi registrado no
espectrofotometro, em leitura cinética (10 leituras a cada 20 segundos). A concentracdo
de glutationa foi calculada a partir da pendente da curva obtida por interpolacdao em uma

curva padrao realizada com GSH e os resultados expressos como nmol/g de tecido.

3.6.3. Determinacao da atividade da fosfatase alcalina (FA) colonica

A determinacdo do conteddo de proteinas totais e da atividade da fosfatase
alcalina foram realizadas pelos métodos classicos descritos por Bradford, 1976 e Bessey
e cols., 1946. As amostras de célon foram picadas e homogenizadas em homogenizador
Heidoph com tampdo glicina (50mM com 0.5mM de MgCl,) na proporcao 1:10 (p/v). Um
ml do material foi colocado em tubo eppendorf e centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos
a 49C. Para a determinacdo de proteinas, foram colocados 4 ul da amostra centrifugada
em placa de 96 pocos e acrescentado 200 ml do reativo do acido bicinchoninico. A placa
foi incubada a 37°C por 25 minutos quando entdo foi lida a 562 nm. Para a avaliacdo da
atividade da fosfatase alcalina, foram colocados 5 ml de cada amostra nos poginhos da
placa, adicionados 25 ul de agua e 50 ul do reativo de coloragdo (4-nitrofenilfosfato bis
5.5mM em tampdo glicina). A placa foi incubada por 25 minutos a 37°C e apds foram
adicionados 120 pl de NaOH 2N para interromper a reagao. A leitura foi feita a 405 nm. O

resultado da atividade da fosfatase alcalina foi expresso em mU/mg de proteina.

3.7. Analise Microbioldgica

Amostras do contetddo luminal foram pesadas e diluidas na proporcdo de 1:9

(p/v) em agua salina a 0.85% esterilizada, homogenizadas e seriadamente diluidas em
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razdo de 10. Das séries de 10 diluigdes dos homogenizados, as diluigdes 107, 10> e 10°®
foram plaqueados em meio Agar Rogosa (MRS). 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 incubacdo, foi realizada a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) e

reportadas em log;g UFC por grama de material fecal.

4. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média £ erro padrdo da média.
Diferengas entre as médias foram testadas por Andlise de Variancia (ANOVA) seguida por
testes de significAncia. Dados ndo paramétricos (escores) 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 analise estatistica para avaliar a associacdo entre a droga e a dieta auxiliar

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

5. Determinacoes fitoquimica qualitativas

A deteccdo de taninos e saponinas foi realizada a partir da farinha do rizoma,
enquanto que a deteccdo de flavondides e cumarinas foi realizada a partir da diluicao de

4mg do extrato bruto em 1 mL de etanol 100%.

5.1. Caracterizagdo de taninos

Em 20 mL de solugao metandlica a 50% foi adicionado 1g do material seco e
pulverizado, aquecendo-o por 5 minutos sob agitacdo constante. Apds a filtracdo, 5 mL
deste extrato foi colocado em um tubo de ensaio e adicionou-se 5mL de albumina sérica
bovina a 1%. Um outro tubo de ensaio (controle) foi realizado adicionando-se 5 mL de
solugdo metandlica a 50% com 5 mL de albumina. Devido ao carater dos taninos de

precipitarem proteinas, a presenga de taninos foi verificada pela precipitacao.
5.2. Caracterizacao de saponinas
Em 1g do material seco e pulverizado foi adicionado 20mL de agua destilada,

fervendo por alguns minutos. Apos filtracdo do extrato, 5 mL foram colocados em tubo
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de ensaio, fechados e agitados energeticamente. A formacdo de espuma persistente

indica a presencga de saponinas.

5.3. Caracterizacao de flavondides

O extrato etanodlico foi colocado em papel filtro com auxilio de um capilar
formando uma mancha de aproximadamente 1.5cm de diametro. Uma gota de solugao
alcodlica de AICI; foi adicionado sobre a mancha. A coloracao esverdeada no ultravioleta

a 365 nm caracteriza a presenca de flavondides.

5.4. Caracterizacdao de cumarinas

O extrato etandlico foi colocado em papel filtro com auxilio de um capilar
formando duas manchas de aproximadamente 1.5cm de diametro. Uma gota de solucgdo
alcodlica de KOH 1N foi adicionada sobre uma das manchas. Com auxilio de um cartao
opaco, metade de cada mancha foi coberta e o conjunto exposto a luz ultravioleta a 365
nm por 2 a 3 minutos e em seguida as manchas foram descobertas. A modificacdo na
fluorescéncia da mancha alcalinizada, ainda sob a luz ultravioleta, caracteriza a presenca

de cumarinas.
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RESULTADOS

1. Avaliagao da atividade antioxidante do extrato

Quanto a avaliagdo da atividade antioxidante, o extrato de FRT apresentou
concentracgao inibitéria de 50% (ICso) da peroxidacdo lipidica com 116.14 + 4.91 mg/mL
(Figura 4), enquanto que a quercetina, substdncia de referéncia, apresentou ICs, com
0.387 + 0.02 mg/mL (Figura 5).

45% -
40% -
35% -
30% -
25% -

20% +

y = 0,0034x + 0,0828

0/ -
15% R?=0,9874

Taxa de Inibicao (%)

10% +

5% -

0% T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentracdo na Reacéao

Figura 4 - Atividade antioxidante do extrato bruto etandlico 70% do rizoma de Typha
angustifolia L. em ensaio de peroxidacdo lipidica em membrana de cérebro de rato pelo
modelo de inducdo com sulfato ferroso e acido ascérbico (Stocks e cols. (1974) e Fee &
Teitelbaum (1972), com modificagoes).
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Figura 5 - Atividade antioxidante da quercetina em ensaio de peroxidacgdo lipidica em
membrana de cérebro de rato pelo modelo de inducdo com sulfato ferroso e acido
ascérbico (Stocks e cols. (1974) e Fee & Teitelbaum (1972), com modificagdes).

2. Avaliacao dos efeitos da FRT e da associacao da FRT com prednisolona

no processo inflamatorio intestinal e na dieta

2.1. Consumo alimentar e massa corporal

A administracdo intracol6nica de TNBS resultou na perda de massa corpoérea
como conseqiéncia da redugdo no consumo de racdo pelos animais. Nos animais
coliticos, os grupos TNBS+FRT5% e TNBS+FRT10% apresentaram recuperacao
significativa da massa corpérea (Figura 6) observada no 1° dia e no 4° dia, apds a
inducdo, respectivamente, com restabelecimento do consumo de racao (Figura 7) de
forma significativa a partir do 2° dia apdés a indugdo em ambos os tratamentos. Nos
grupos de animais coliticos que receberam a suplementacao de FRT na dieta, nas doses
de 5% e 10%, associado com prednisolona (2mg/kg) (TNBS+FRT5%+ PRED e
TNBS+FRT10%+PRED) apresentaram somente o restabelecimento do consumo de ragao
de forma significativa, evidenciada no 3° dia apods a inducdo. Nos grupos restantes
(TNBS+FRT20%, TNBS+FRT20%+PRED e TNBS+PRED) nenhuma diferenca estatistica foi
observada.

Os animais do grupo dieta (FRT20%) foram similares ao grupo branco, sem
alteracdo da massa corporea (Figura 6) e do consumo de racdo (Figura 7) ao longo dos

dias de tratamento.
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Figura 6 - Média da evolucdo da massa corporea dos grupos tratados com farinha do
rizoma de T. angustifolia L. nas doses de 5%, 10% e 20% e Prednisolona (2mg/Kg) e
das associacbes entre os dois tratamentos (TNBS+FRT5%+PRED, TNBS+FRT10%+PRED
e TNBS+FRT20%+PRED) durante os 21 dias do experimento. Os valores estdo expressos
em média do grupo = E.P.M.. O grupo branco difere com os valores de P<0.01

compa

rado ao grupo controle.
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Figura 7 - Consumo médio diario de racdo dos grupos tratados com farinha do rizoma
de T. angustifolia L. nas doses de 5%, 10% e 20% e Prednisolona (2mg/Kg) e das
associacdes entre os dois tratamentos (TNBS+FRT5%+PRED, TNBS+FRT10%+PRED e
TNBS+FRT20%+PRED) durante os 21 dias do experimento. *O 14° dia os animais
estavam de jejum e receberam a inducdo da colite. Os valores estdao expressos em média
do grupo £ E.P.M. O grupo branco difere com os valores de P<0.01 comparado ao grupo
controle.

2.2. Avaliacao dos parametros macroscopicos

A inflamagdo colGnica induzida por TNBS foi evidenciada sete dias apds a
inducdo, caracterizada por lesdo na mucosa intestinal afetando 2.57-3.29 cm ao longo do
colon, espessamento da parede intestinal evidenciada pelo aumento da relacdo
peso/comprimento colénico (268.20 £ 41.19 mg/cm), escore inflamatério de 7 (range de
4-9), presenca de aderéncias a 6rgaos adjacentes (Tabela 4) e ocorréncia de diarréia.

O efeito antiinflamatério da suplementacdo com FRT foi evidenciado
estatisticamente pela reducdo da lesao tecidual evidenciada nos grupos TNBS+FRT5% e
TNBS+FRT10% (Tabela 4). A razao peso/comprimento colonico foi significantemente
reduzida nos animais tratados com FRT nas doses de 5% e 10%, nos grupos com FRT
nas doses de 5%, 10% e 20% associados com prednisolona e no grupo referéncia
(Tabela 4). A reducdo do escore macroscopico foi evidenciada apenas nos grupos de
animais tratados com FRT na dose de 10% (TNBS+FRT10%) e com o farmaco referéncia
(TNBS+PRED). A incidéncia de aderéncia do célon aos 6rgaos adjacentes, indicativo tanto
de perfuracdo da parede intestinal como proliferacdo de tecido conectivo da parede

intestinal foi ausente apenas no grupo tratado com FRT na dose de 10%
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(TNBS+FRT10%). A incidéncia de diarréia ocorreu em todos os grupos, com 100% de
freqliéncia (dados ndo apresentados).

Os animais do grupo dieta (FRT20%) ndo apresentaram alteragdes na razao
peso/comprimento do célon e incidéncia de aderéncias a érgaos adjacentes (Tabela 4) ou

diarréia, similares ao grupo branco.

Tabela 4 - Efeitos dos tratamentos com farinha do rizoma de T. angustifdlia L.
(TNBS+FRT5%, TNBS+FRT10% e TNBS+FRT20%) e da prednisolona (PRED; 2mg/Kg) e
da associacdo entre os dois tratamentos (TNBS+FRT5%+PRED, TNBS+FRT10%+PRED e
TNBS+FRT20%+PRED) no escore macroscopico, tamanho da lesdo, na relagao
peso/comprimento colénico e na incidéncia de aderéncia na colite induzida por TNBS em
ratos.

Grupos Escore® Lesdo (cm)® Peso/Compr.® Aderéncia
(0-10) (mg/cm) (%)
Branco QX *x* o** 110.91+£5.01** o**
Colitico (TNBS) 7(4-9) 2.97+0.36 268.20+4.19 56%
PRED (2mg/Kg) 6(0-8)*  1.79+0.32%  159.7849.90%* 30%
DIETA (FRT20%) Q*** O** 112.13+5.04** 0*
TNBS+FRT5% 6(1-7) 1.67+£0.41%* 156.66+16.76%* 14.3%
TNBS+FRT10% 4(1-6)** 1.44+0.29** 169.24+6.11* 0*
TNBS+FRT20% 6(3-8) 2.17+0.36 204.74+22.80 71.4%
TNBS+FRT5%+PRED 6(5-8) 3.03+0.55 187.41+22.16% 25%
(2mg/Kg)
TNBS+FRT10%+PRED 6(3-7) 2.42+0.29 156.01+9.86* 42.8%
(2mg/Kg)
TNBS+FRT20%+PRED 6(1-8) 2.41+0.68 258.04+63.76 57%
(2mg/Kg)

a Dados de escore macroscopico expresso em mediana (intervalo) com teste Mann
Whitney U-test, ° lesdo e razdo peso-comprimento coldnico expressos em média + E.P.M
com teste Kruskal-Wallis com post-test, * P< 0,05 , **P<0.01 e ***P<0.001
comparados ao grupo controle.

2.3. Avaliacao microscépica

Nos cortes histoldgicos, as amostras de célons do grupo controle (TNBS)
apresentaram alteracGes na citoarquitetura normal do célon, como ulceragcdo severa na
mucosa do célon e inflamagdo envolvendo as camadas da mucosa e submucosa (Figura
8B). As amostras foram caracterizadas com edema e deplegdo de muco severa, alta
atividade mitética intestinal e infiltracdo difusa de leucdcitos, maioria composta por
neutrofilos e em menores proporcdes de linfocitos, tanto na ldmina propria como na
submucosa. A presenga de vasos sanguineos na lamina propria foi suave, se concentrado
mais na submucosa. A mediana (range) do escore microscopico para o grupo foi de 12
(8-20) (Tabela 5).

Os grupos de animais tratados com a FRT nas doses de 5%, 10% e 20%
apresentaram preservacao da citoarquitetura normal do célon, com pequenas areas de

ulceragdo na mucosa, nas doses de 5% (Figura 8D) e 20% (Figura 8F), e processo de
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cicatrizacdo, na dose de 10% (Figura 8E). A formacdao de edema foi ausente para os
tratamentos nas doses de 10% e 20%, enquanto que a deplecdao de muco foi ausente
nas 3 doses (TNBS+FRT5%, TNBS+FRT10% e TNBS+FRT20%). O infiltrado de
neutréfilos na mucosa foi suave no grupo FRT20%, enquanto que o de linfécitos foram
suaves nos grupos TNBS+FRT10% e TNBS+FRT20%. A auséncia de vasos foi observada
apenas no grupo FRT10% e escore microscopico foi significantemente reduzido nos
grupos FRT10% e FRT20% (Tabela 5).

As analises histologicas do cdélon dos animais do grupo referéncia
(TNBS+PRED) indicam regides de cicatrizagdo da mucosa (Figura 8C), edema na
submucosa e deplecdo de muco suave e auséncia de formacdo de vasos na lamina
propria.

Os grupos de animais tratados com a FRT associada a prednisolona
apresentaram a citoarquitetura preservada e regides de cicatrizacao nas doses de 10%
(TNBS+FRT10%+PRED; Figura 9D) e 20%(TNBS+FRT20%+PRED; Figura 9E). O edema
foi suave nos 3 grupos associados, com deplecao de muco e atividade mitética suave nas
doses de 10% e 20%. O infiltrado de neutrdfilos foi suave nas associacGes com doses de
FRT a 5% (TNBS+FRT5%+PRED) e 10% e o de linfécitos foi suave apenas na associagao
com dose de FRT a 10%. A formagdo de vasos foi ausente em todos os grupos.

O grupo dieta mostrou a citoarquitetura do célon normal, com auséncia de
edema, deplecdo de muco nas células caliciformes ou atividade mitdtica nas criptas
(Figura 10B). Apenas o infiltrado de neutroéfilos foi suave, enquanto que o de linfocitos foi
ausente, tanto na mucosa como na submucosa, sem a formagdo de vasos sanguineos na

ldamina prépria.
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Tabela 5 - Efeitos dos tratamentos com farinha do rizoma de T. angustifdlia L.
(TNBS+FRT5%, TNBS+FRT10% e TNBS+FRT20%) e da prednisolona (PRED; 2mg/Kg) e
da associacdo entre os dois tratamentos (TNBS+FRT5%+PRED, TNBS+FRT10%+PRED e
TNBS+FRT20%+PRED) no escore microscopico na colite induzida por TNBS em ratos.

Grupos Escore Microscépico (0-10)°
Branco Q***
Colitico (TNBS) 12 (8-20)
PRED (2mg/Kg) 13 (6-16)
DIETA (FRT20%) 4 (0-6)**
TNBS+FRT5% 9 (3-21)
TNBS+FRT10% 6 (5-16)*
TNBS+FRT20% 7 (3-16)*
TNBS+FRT5%+PRED (2mg/Kg) 9 (3-20)
TNBS+FRT10%+PRED (2mg/Kg) 11 (2-17)
TNBS+FRT20%+PRED (2mg/Kg) 9 (5-13)

a Dados de escore macroscopico expresso em mediana (intervalo) com teste Mann
Whitney U-test, * P< 0,05, **P<0.01 e ***P<0.001 comparados ao grupo controle.
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Figura 8 - Microfotografias histolégica do tecido col6nico dos grupos com os
tratamentos isolados (material objetivado no aumento de x20): A - grupo branco; B
- grupo controle (TNBS); C - Grupo referéncia (PRED; 2mg/kg)); D - Grupo colitico
tratado com FRT a 5% (TNBS+FRT5%); E - Grupo colitico tratado com FRT a

10%(TNBS+FRT10%); F - Grupo colitico tratado com FRT a 20% (TNBS+FRT20%).
Os cortes foram coradas com Heatoxilina-Eosina (HE).
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Figura 9 - Microfotografias histologica do tecido colbnico dos grupos com os
tratamentos associados (material objetivado no aumento de x20): A - grupo
branco; B - grupo controle (TNBS); C - Grupo colitico tratado com FRT a 5%
associado com prednisolona (TNBS+FRT5%+PRED); D - Grupo colitico tratado com
FRT a 10% associado com prednisolona (TNBS+FRT10%+PRED); E - Grupo colitico
tratado com FRT a 20% associado com prednisolona (TNBS+FRT20%+PRED). Os
cortes foram coradas com Heatoxilina-Eosina (HE).
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Figura 10 - Microfotografias histolégica do tecido colénico dos grupos Branco e
Dieta (FRT 20%) (material objetivado no aumento de x20): A - grupo branco
(Aumento de x20), (material objetivado no aumento de x10): B - Grupo Dieta FRT
20%. As amostras foram coradas com Heatoxilina-Eosina (HE).

2.4. Avaliacao das determinacées bioquimicas

A inflamagdo colGnica foi caracterizada bioquimicamente pela deplecdo
de GSH col6nica (Figura 11), e aumento da atividade enzimatica da MPO (Figura
12) e da FA (Figura 13).

O tratamento com FRT produziu efeito benéfico na colite experimental
evidenciado pelo impedimento da deplecao de GSH, nas 3 doses estudadas (Figura
11), e reducdo da atividade da MPO (Figura 12) e da FA (Figura 13) na dose de
10% (TNBS+FRT10%).

O tratamento com predinisolona foi eficaz, pois evitou a deplecao de
GSH col6nica (P<0.05) (Figura 11) e inibiu a atividade da MPO (Figura 12) e FA
(Figura 13).

A associacdo de FRT com prednisolona evitou a deplegdao de GSH (Figura
11) e inibiu a atividade da MPO (Figura 12) nas doses de 5%
(TNBS+FRT5%+PRED) e 10% (TNBS+FRT10%+PRED) e da FA (Figura 13) na dose
de 20% (TNBS+FRT20%+PRED).

Os animais do grupo dieta (FRT20%) ndo coliticos apresentaram os
parametros bioquimicos semelhantes ao grupo branco, com manutencao dos niveis
de GSH col6nica (Figura 11) e auséncia da atividade enzimatica da MPO (Figura 12)
e da FA (Figura 13).
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Nmol GSH/g de tecido

Grupos de Tratados

Figura 11 - Efeito dos tratamentos com farinha do rizoma de T. angustifolia L. nas
doses de 5% (TNBS+FRT5%), 10% (TNBS+FRT10%) e 20% (TNBS+FRT20%),
grupo referéncia (PRED; 2mg/Kg) e da associacdo dos tratamentos
(TNBS+FRT5%+PRED, TNBS+FRT10%+PRED e TNBS+FRT20%+PRED) no
conteudo de glutationa total (GSH) no tecido col6nico. Os valores estdo expressos
em média do grupo = E.P.M. com os valores *P<0.05 e **P<0.01 quando
comparados ao grupo controle.
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Figura 12 - Efeito dos tratamentos com farinha do rizoma de T. angustifolia L. nas
doses de 5% (TNBS+FRT5%), 10% (TNBS+FRT10%) e 20% (TNBS+FRT20%),
grupo referéncia (PRED; 2mg/Kg) e da associagdéo dos tratamentos
(TNBS+FRT5%+PRED, TNBS+FRT10%+PRED e TNBS+FRT20%+PRED) na
atividade enzimatica da mieloperoxidade (MPO) no tecido colonico. Os valores estao
expressos em média do grupo = E.P.M. com os valores *P<0.05 e **P<0.01
quando comparados ao grupo controle.
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Figura 13 - Efeito dos tratamentos com farinha do rizoma de T. angustifolia L. nas
doses de 5% (TNBS+FRT5%), 10% (TNBS+FRT10%) e 20% (TNBS+FRT20%),
grupo referéncia (PRED; 2mg/Kg) e da associagdéo dos tratamentos
(TNBS+FRT5%+PRED, TNBS+FRT10%+PRED e TNBS+FRT20%+PRED) na
atividade enzimatica da fosfatase alcalina (FA) no tecido col6nico. Os valores estao
expressos em média do grupo = E.P.M. com os valores *P<0.05 e **P<0.01
quando comparados ao grupo controle.

2.5. Avaliagdao microbiolégica
A leitura de colbnias bacterianas do grupo acido-laticas ndo diferiu entre
0s grupos brancos e controle (Figura 14). Nenhum animal dos grupos tratados

(TNBS+FRT20% e TNBS+FRT20%+PRED) e do grupo dieta (FRT20%)

apresentaram aumento no niumero de bactérias acido laticas (Figura 14).

46



12,000

10,000 -
(%)
]
N
Q 8,000 +
o %k
< %k
=
o 6,000 -
(@]
1
©
E 4,000 -
=
2,000 -+
0,000 ‘ :
Branco Controle Prednisolona Br+T20% T20% T20%+Pred.
Grupos

Figura 14 - Efeito dos tratamentos no grupo branco, grupo controle (TNBS), grupo
referéncia (PRED; 2mg/Kg), com farinha do rizoma de T. angustifolia L. nos grupos
dieta (FRT20%), tratado com doses de 20% (TNBS+FRT20%), e da associacdo dos
tratamentos (TNBS+FRT20%+PRED) na leitura microbioldgica para bactérias acido-
laticas. Os valores estdo expressos em média do grupo + E.P.M. com os valores
**P<0.01 quando comparados ao grupo controle.

3. Determinacgoes fitoquimicas qualitativas

Pelas determinagdes fitoquimicas realizadas na FRT foi detectado a

presenca de saponinas, flavonoides e cumarinas (Tabela 6).

Tabela 6 - Analise fitoquimica da farinha do rizoma de T. angustifolia L (FRT) e do
seu extrato bruto etandlico 70%.

Material de estudo Composto Presenca Auséncia
Secundario
1g FRT (seco e Saponina X
pulverizado) Tanino X
Extrato EtOH5qq, Flavondide X
Cumarina X
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Discussao

O principal objetivo na busca de novos tratamentos para DII esta na
prevencdo ou tratamento dos danos recorrentes no local de inflamagdao (Kaya e
cols., 1999). Componentes presentes na dieta e seus produtos da digestdo estdo
em intimo contato com o vasto sistema imune intestinal (Schley e col., 2002) e a
presenca destes no intestino grosso é considerado necessario para o funcionamento
e desenvolvimento adequado do tecido linféide associado ao intestino (Ruthlein e
cols, 1992). Considerando a nutricdo enteral, muitas pesquisas tém sugerido e
considerado os beneficios desta pratica como estratégia para a manutencgao da
remissdo em pacientes com DII ativa (Yamamoto e cols., 2009). Os alimentos
funcionais, definidos como alimentos capazes de aumentar a funcdao gastrointestinal
ou reduzir riscos a doencas (Diplock e cols., 1999), devem ser consumidos como
parte da dieta usual para producdo de seus efeitos benéficos que vao além do
efeito nutricional tradicional (Roberfroid, 2000). A suplementagdao na dieta, por
apresentar vantagens pela forma de administracdo oral ser mais fisiolégica e
conveniente, é considerada a mais adequada para permitir o alcance do produto no
tecido col6nico (Gonzaléz e cols., 2001). Um dos primeiros estudos realizados com
o uso de suplementagao dietaria e Doenca Inflamatdéria Intestinal demonstrou que
pacientes com colite ulcerativa utilizando de suplementacdo dietaria de 20g diarios
de sementes de Plantago ovata tiveram remissdo da doenca tao eficiente quanto o
tratamento com 1.5g por dia de mesalazina por individuo (Fernandez-Bafiares e
cols., 1999). Outras estudos clinicos demonstraram a eficacia da fibra de cevada
germinada, a qual reduziu a atividade da doenca e prolongou o tempo de remissao
(Kanauchi e cols., 2002; Kanauchi e cols., 2003; Hanai e cols., 2004). No presente
estudo o efeito protetor e antiinflamatério da suplementagcdo do rizoma de T.
angustifolia L. junto a dieta no modelo experimental de inducdo de colite por TNBS
em ratos foi evidenciado quanto aos parametros macroscopicos, microscopicos,
microbioldgicos e bioquimicos analisados.

O modelo experimental do estudo baseia-se na inducdo de colite pelo
4cido TNBS em ratos machos, descrito por Morris e cols. (1989). E provavelmente
um dos modelos mais amplamente utilizados para inflamagdo cronica (Gonzélez e
cols., 2001), sendo considerado o mais adequado para o estudo de novos
produtos, visto que produz lesdo similar a que ocorre em humanos (Israeli, e cols.,
2004). O fundamento da técnica baseia-se na hipotese de Ward (1977) e Shorter e

cols. (1972) que presume que na doenga de Crohn, o aumento na permeabilidade
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da mucosa resulta na entrada de antigenos luminais na lamina propria e que ndo
sao reconhecidos pelo sistema imune da mucosa (apud Morris e cols., 1989). O
acido TNBS é um hapteno que quando se liga a moléculas de alto peso molecular
(como proteinas) estimulam o sistema imunoldgico, enquanto que o etanol causa
dano agudo e temporario na mucosa (Little e col., 1966, Findle, 1985 e Wallace,
1985 apud Morris e cols., 1989). Com a presenca do componente irritante TNBS, as
células caliciformes aumentam a excrecdo de muco com o objetivo de proteger a
mucosa intestinal (Willemsen e cols., 2003), ocasionando a deplecao de muco
associada a doenca. Evidéncias como infiltracdo de células inflamatérias, produgao
de citocinas pro-inflamatérias, IL-12 por macréfagos e de INF-y e IL-2 por
linfécitos, sdo comumente encontradas no tecido colonico no modelo de inducdo por
TNBS (Jurjus, e cols., 2004), o que sugerem a ativagdo de resposta imune do tipo
Th1l, constituindo assim modelo de doenca de Crohn (Neurath e cols., 1995).
Outros estudos determinaram o papel dos mastécitos na fungdo da barreira epitelial
intestinal para este modelo de colite, onde por efeitos diretos ou indiretos,
diminuem a absorcdo de agua pela mucosa (Stein e cols., 1998), causando diarréia
semelhante a que ocorre em humanos (Jurjus, e cols., 2004). Dos marcadores
bioquimicos dosados no presente estudo, o modelo é caracterizado pela deplegdo
de GSH col6nica, resultando em degradacdo severa da mucosa, diarréia e faléncia
no crescimento (Martensson, 1990), efeitos estes também observados na DII em
humanos. H&d também um aumento nos niveis de MPO, um marcador enzimatico
que determina proporcionalmente a infiltracdo de neutréfilos no tecido (Krawisz e
cols., 1984), e da FA, um sensivel marcador de inflamacgdo intestinal o qual é
aumentado devido a indugdao (Sanchéz de Medina e cols., 2004) e apresenta
mecanismo de acao baseado na defesa contra endotoxinas (Torres e cols., 2007).
Existem evidéncias de que nutrientes e compostos fitoquimicos atuam
na modulacdo da resposta imune e assim suprem a inflamacao (Ferguson e cols.,
2007). Os mecanismos pelos quais os alimentos funcionais atuam tém considerado
caracteristicas como a presenca de fibras dietarias (Roberfroid, 2002), presenca de
estabilizadores de membrana e fungao mitocondrial, evitando apoptose ou necrose,
presenca de indutores de apoptose de células cancerigenas (Ferrari, 2004),
presenca de compostos antioxidantes com capacidade de quelar metais (Salminen e
cols., 1998) ou pela presenca de aminoacidos considerados nao-essenciais
moduladores da resposta imune da mucosa intestinal (Ferguson e cols., 2007;
Coéffier e cols., 2010). Componentes presentes em alimentos considerados
protetores contra desordens intestinais incluem os micronutrientes, como vitaminas
C, D, E e beta-carotenos, e minerais, como calcio, cobre, zinco, ferro e selénio

(Ferguson e cols., 2007), glicosinolatos, fenodis, lignanas, flavondides,
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isoflavonoides (Salminen e cols., 1998), aminoacidos ndo-essenciais (Coéffier e
cols., 2010) e fibra dietaria (Roberfroid, 2002).

A presenca de fibra dietdria em diferentes alimentos sugere um
mecanismo de acao protetor nos organismos vivos. (Roberfroid, 2002). Fibra
dietaria sdo partes comestiveis de plantas, encontradas naturalmente em vegetais,
cereais nao refinados, frutas, sementes ou carboidratos naturais isolados, como
inulina e oligofrutose, ou analogos sintéticos, como lactulose e polidextrose, e que,
por serem carboidratos ndo-digeriveis, sdo resistentes a digestdo e absorcdao no
intestino delgado, servindo como substratos para fermentacao bacteriana completa
ou parcial no coélon (Roberfroid, 2002; Valencia e cols., 2004). Devido a estas
caracteristicas, sao comumente incluidos dentro do grupo de prebidticos
(Roberfroid, 2002), podendo exercer fungdes importantes no intestino como
fornecimento de energia via produgdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
controle do transito intestinal, aumento de massa e freqiéncia fecal e aumento
seletivo do numero de bactérias. A producdo de AGCC a partir da fermentacdo
destes produtos promovem outros efeitos sobre a absorcdo de nutrientes,
especialmente de minerais e sua biodisponibilidade, proliferagdo de células
epiteliais, modulacdo da atividade imune e fungbes endocrinas e alteragées no
metabolismo de proteinas, lipideos e acidos biliares (Salminen e cols., 1998,
Roberfroid, 2000). Devido a estas caracteristicas, as fibras dietarias tem sido
empregadas no tratamento ou controle de diversas desordens crbnicas, como
doencas cardiovasculares (Neyrinck e cols., 2008), doenga inflamatdria intestinal
(Rodriguez-Cabezas, e cols., 2003; Camuesco e cols., 2005; Damaskos and Kolios,
2008), osteoporose (Valencia e col., 2004) e cancer (Salminen e cols., 1998).

A guantificacdo de fibras em diversas partes da espécie T. angustifolia L.
foi reportada por alguns estudos. Carranco e cols. (2002) refere que as folhas desta
espécie apresentam 27.17% de fibra neutra detergente, 32.52% de fibra acida
detergente, 24.43% de celulose, 28.84% de hemicelulose e 7.46% de ligninas,
enquanto que Schmeda-Hirschmann e cols. (1999) reporta que seu rizoma
apresenta 17.2% de fibras. Apesar das folhas apresentarem maiores conteldos de
fibras, os rizomas foram escolhidos no presente estudo, pois apresentam seus usos
como alimento descritos em estudos anteriores por alguns povos da Australia
(Reitz, 1984b apud Kinupp, 2007) e por Amerindios chilenos (Schmeda-Hirschmann
e cols., 1999). Outro fator que favoreceu a escolha de rizomas de T. angustifolia foi
devido a presenca de estudos com citagdes de raizes de T. angustifolia para tratar
enfermidades crbonicas gastrointestinais (Acufia, 2006) como desinterias e diarréia
(Foster & Duke, 2000).
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A suplementacao de FRT na dieta dos ratos auxiliou na recuperacao da
colite induzida por TNBS, principalmente na concentragcdao de 10%, evidenciado pela
reducdo da area inflamatéria tecidual, diminuicdo da relacdo peso/comprimento e
pelas baixas incidéncias de aderéncias e diarréia. Outros trabalhos também
demonstram efeitos benéficos da suplementacdao de fibra de cevada germinada a
5% na dieta, apresentando efeito antiinflamatdério no modelo de colite induzida por
Sulfato de dextran sdédico (Kanauchi e col, 1998) caracterizado pela diminuicdo da
incidéncia de diarréia sanguinolenta, potencial em aumentar o bolo fecal,
diminuicdo da injuria mucosal (Kanauchi e col, 1997) e aumento da concentragao
de butirato no contelido cecal (Fukuda e cols., 2002).

As anadlises histolégicas confirmam os efeitos macroscépicos
antiinflamatoérios atribuidos a FRT. O grupo tratado com a FRT na dose de 10%
apresentou uma maior restauracao da citoarquitetura normal do coélon dentre as
doses testadas, com a cicatrizacdo da mucosa evidenciada pela intensa atividade
mitotica e restricdo da lesdo microscdpica ocorrendo apenas na mucosa. As células
caliciformes das criptas apresentavam o contelddo de muco normal, com auséncia
de dilatacdo das criptas. Na submucosa foi evidenciado auséncia de edema, o que
confirma a baixa relagdo peso/comprimento colonico (Degushi e cols., 2007)
evidenciado nos pardmetros macroscopicos descritos acima, e baixo infiltrado
inflamatorio, apesar da predominancia de neutréfilos. Evidéncias antiinflamatdrias
similares foram encontradas em analises histolégicas em estudo de colite
experimental com tratamentos de fibra presentes em sementes de Plantago ovata
Forssk e em cevada germinada. O tratamento com 5% de fibra de P. ovata na dieta
auxiliou na recuperacdao da citoarquitetura intestinal, descritas com a maioria das
amostras apresentando a camada epitelial recuperada, com restricdo da lesao
microscopica apenas na mucosa e auséncia na deplecdo de muco e de criptas
dilatadas, com baixo infiltrado inflamatério (Rodriguez-Cabezas e cols., 2002). O
tratamento com 5% de fibra de cevada germinada na dieta mostrou menor
extensdao de dano nas criptas (Kanauchi e cols., 2001) e na camada epitelial, com
auséncia de edema e ao longo do colon (Araki e cols., 2007), porém com ténue
dilatagdo cistica (Kanauchi e cols., 2003).

A baixa infiltragdo inflamatéria dos animais tratados com FRT na dose de
10% foi reproduzida bioquimicamente com a reducdo da atividade da MPO e da FA.
A suplementagcdao com FRT na dieta evitou a deplecdo dos niveis de GSH col6nico, o
que permite concluir que o sistema de defesa antioxidante se manteve integro
durante o curso da inflamacdo (Gonzalez e cols., 2001). Assim, os efeitos da FRT
observados podem ser interpretados como acdo antiinflamatoéria no modelo de DII

experimental. Efeitos similares aos da FRT em mediadores da resposta inflamatoéria
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também foram reportados no tratamento com suplementagdo de sementes de P.
ovata a 5% na dieta de animais com colite induzidos por TNBS, incluindo reducao
da atividade da MPO e contencdo dos niveis de GSH (Rodriguez-Cabezas e cols.,
2002). Ambos os componentes alimentares, fibra de semente de P. ovata e de
cevada germinada, tiveram seus efeitos antiinflamatérios correlacionados a
presenca de fibra dietaria.

Varios estudos demonstram efeitos imunomoduladores e preventivos
e/ou restauradores da inclusdao de fibras dietarias isoladas na dieta em ensaios
clinicos e experimentais. A lactulose, apresentou efeito antiinflamatério na DII
experimental reduzindo a atividade da MPO e a producdo de citocinas colbnicas
(TNF-a e leucotrieno-B4), juntamente com aumento do numero de Lactobacillus e
Bifidobacterium no conteldo col6nico (Camuesco e cols., 2005). Em estudos
clinicos, a lactulose promoveu na qualidade de vida em pacientes com colite
ulcerativa ativa, avaliacdo feita a partir do Questionario Alemdao de Doencas
Inflamatédrias Intestinais (Hafer e cols., 2007). Inulina e a oligofrutose também
demonstraram propriedades imunomoduladoras em estudos clinicos com
portadores de DII (Lindsay et al., 2006) e na colite experimental (Hoentjen e cols.,
2005; Osman, e cols., 2006). Suplementacdao com oligofrutose induziu a um
aumento do numero de Lactobacilos e Bifidobactérias (Kleessen e cols., 2001;
Bovee-Oudenhoven e cols., 2003), assim como da produgdo de AGCC no cdlon
(Campbell e cols., 1997). Estes produtos também foram capazes de promover
atividade imunomoduladora, aumentando a atividade de células Natural-Killers e a
atividade fagocitica de macréfagos peritoniais, demonstrando assim uma regulagao
da resposta imune mediada por Thl (Kelly-Quagliana e cols., 2003). No modelo de
colite experimental com ratos a ingesta da mistura de inulina com oligofrutose
reduziu a producdo de citocina pré-inflamatoria IL-1B na mucosa cecal e de INF-y
por linfocitos mesentéricos (Hoentjen et al., 2005) e reduziu a atividade da MPO
(Osman, e cols., 2006). Em estudos clinicos com portadores da doenca de Crohn, a
ingesta de 15g/dia de inulina e oligofrutose diminuiu a atividade da doenca,
aumentando o numero de bifidobactérias intestinais e a expressdo de receptores
Toll-like e da citocina antiinflamatéria IL-10 pelas células dendriticas (Lindsay et al.,
2006).

O mecanismo que explica a diminuigdo da inflamagdo colonica dos
animais tratados com as fibras dietdrias descritas acima se deve a formacgdo de
AGCC a partir da fermentacdo destes por bactérias enterais benéficas. A
recuperacao das células colOnicas ocorre, pois mais de 90% dos AGCC sdo
absorvidos pelos colondcitos (Musch e cols., 2001) com conseqliente aumento da

absorcdo de sddio e agua (Roediger, 1994; Musch e cols., 2001), agindo como anti-
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diarreico (Scheppach, 1994). Os AGCC também contribuirem com outros efeitos
como diminuicdo do pH Iluminal (Lupton e col., 1993) e quando absorvidos
modulam a resposta imune (Inan e cols., 2000), aumentam o fluxo sanguineo local
(Kvietys e cols., 1981; Mortensen e cols., 1990), e a motilidade nas porgdes distais
e medianas do célon (Binder e cols., 1989) e da barreira mucosal (Scheppach,
1994), além de diminuirem os niveis séricos de colesterol (LDL) (Lairon, 1996;
Delzenne e col., 2001).

A importdncia de nutrientes especificos para o desenvolvimento e
funcionamento do sistema imune ja é bem conhecida (Alexander, 1995). A
suplementacdo na dieta de compostos ricos nos aminoacidos glutamina e glicina
tem mostrado acdo terapéutica para o tratamento da DII em varios estudos. Ambos
0os aminoacidos, juntamente com a cisteina (Duggan, e cols., 2002), atuam como
precursores da sintese de glutationa (Grimble, 1992; Duggan, e cols., 2002), um
componente importante das defesas antioxidantes do organismo. O fornecimento
de glutationa em modelo experimental de colite evita o dano tecidual histoldgico
colonico (Loguercio, 2003). O aminoacido glutamina é conhecido por apresentar
fungdes fisioldgicas Unicas no intestino, pois também atua como combustivel
energético dos colonocitos (Hartmann e col., 1989), estimula a proliferacdo destas
células, impede a invasdo bacteriana para o interior da mucosa (Israeli e cols.,
2004), diminui a producgdo de citocinas pré-inflamatdrias TNF-a e IL-8 (Ameho e
cols., 1997) e reduz os niveis de endotoxinas portais na colite experimental com
cobaias (Fujita e cols., 1995). O requerimento de glicina em situagoes inflamatdrias
na qual citocinas estdo envolvidas (Grimble, 1992) aumenta, pois inibe a ativacdo
de macroéfagos e neutréfilos mediadas por receptor (Ikejima, 1997; Wheeler, 1999;
Wheeler, 2000; Li, 2001). Sabe-se que a suplementacdo de glicina e &cido
glutdmico conferem um efeito protetor ao dano colbénico induzido por TNBS em
ratos (Tsune, 2003; Kaya e cols., 1999; Israeli e cols., 2004). A suplementacao
com ambos reduz o escore coldnico, a relacdo peso/comprimento e o estresse
oxidativo tecidual (Tsune, 2003; Kaya e cols., 1999; Israeli e cols., 2004). Assim,
um aumento da ingestdo destes componentes nutricionais em alimentos funcionais
€ considerado de grande valor (Seidel e cols., 2007). Apesar destes aminoacidos
ndo terem sido dosados no presente estudo, salientamos que outras espécies do
mesmo género sdo ricas em glicina e glutamina (Boyd, 1970, Carranco e cols.,
2002), sugerindo que devido caracteristicas quimiotaxondmicas que tais
aminoacidos também podem ser encontrados em T. angustifolia.

Os efeitos antiinflamatérios da Prednisolona na DII estdo atribuidos a
sua atividade inibitdria sobre a cascata do acido araquidénico (Sharon e col., 1985),

inibindo a sintese de produtos da inflamagdo como prostaglandinas (E, e Fy) e
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leucotrienos (Lauritsen e cols., 1987), modulando assim a resposta imune no local
da inflamacao. O grupo tratado com Prednisolona na dose de 2 mg/Kg apresentou
efeito protetor evidenciado pela reducdao da lesdo tecidual, observado
microscopicamente pela presenca de cicatrizacdo nas células epiteliais e reducdo da
relacdo peso/comprimento colénico, acompanhado por contencdo dos niveis de GSH
colonico e a reducdo da atividade da FA e MPO. Os corticosterdides ainda sdo o
grupo de farmacos de primeira opcao para o tratamento das DII com crise
moderada a severa (Esteve, 2008). O seu limite classico de tratamento nas DII é
de 7-10 dias para evitar remissdes (Meyers, 1987), sendo que, tratamentos que se
estendem mais do que 10 dias ndo alteram a eficacia de remissao do farmaco,
porém aumenta os efeitos indesejaveis como sintomas da Sindrome de Cushing
iatrogénica (crescimento de pélos, face de lua cheia, tendéncia a osteoporose,
hiperglicemia, obesidade, entre outros).

Curiosamente, a associagdo entre a suplementacdo dietaria com a
prednisolona ndo representou uma somatoéria dos efeitos produzidos por ambos os
produtos fornecidos isoladamente aos animais, visto que ambas as combinacdes
testadas produziram efeitos similares aos dados apresentado pela FRT, incluindo
reducdo da relagdo peso/comprimento colonico, manutencdao da GSH colbnica e
reducdo da atividade da MPO.

O grupo tratado com a FRT a 20% e prednisolona (2 mg/Kg) produziu,
de forma inesperada, um quadro de colite mais severo. Cassidy e cols. (1981)
evidenciaram que a suplementacdo de alfafa a 15% na dieta, alimento que
apresenta o mesmo conteldo de fibras que a FRT (Carranco e cols., 2002), danifica
as células epiteliais do intestino, com reducdo da microvilosidade e aparecimento
de bolsas de hemorragias na superficie de animais sadios. Tais consideracdes
poderiam explicar os resultados obtidos com o tratamento usando FRT 20%.

Poucos estudos evidenciam a associacdao experimental de dietas rica em
fibras com farmacos padroes usados para o tratamento da DII. Kanauchi e cols.
(2001) reportam efeitos similares para a combinacdo dos tratamentos com fibra de
cevada germinada e sulfassalazina, demonstrando que a combinagdo nao propiciou
efeito sinérgico antiinflamatério como esperado. Tanto a sulfasalazina quanto a
prednisolona apresentam seus mecanismos de agao sobre a cascata do acido
araquidonico (Hartley e cols., 1996; Sharon e col., 1985). Apesar de ndo existirem
referéncias de efeito da prednisolona sobre a microbiota intestinal, semelhante ao
encontrado nos tratamentos com sulfassalazina (Hartley e cols., 1996), futuros
estudos serdo necessarios para o melhor entendimento da interacdo de

glicocorticéides a microbiota comensal intestinal.
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A presenga de compostos antioxidantes em alimentos funcionais
também pode contribuir com os efeitos protetores destes produtos. Polifendis
presente em alimentos sdao quelantes naturais de minerais com alta atividade
oxidante (Chen & Ann 1998; Lopes e cols. 1999; Barnham e cols. 2004). Os
compostos presentes em alimentos e que apresentam atividades antioxidantes
compreendem principalmente micronutrientes como vitaminas e minerais e
componentes do metabolismo secundario de plantas como glicosinolatos, fendis,
lignanas, flavondides e isoflavonoides (Salminen e cols., 1998). O uso de
compostos antioxidantes tém sido associados a reducdao de risco de doencas
inflamatorias, cardiovasculares e algumas formas de céncer, como coloretal
(Salminen e cols., 1998), pois sdao doencas que resultam na formacgao de radicais
livres que afetam lipidios, proteinas e o DNA celular (Seidel e cols., 2007; Nikoleit,
2007). Desta forma, compostos antioxidantes na dieta podem ser limitantes para o
dano causado na DII (Gonzalez e cols., 2001), pois podem proteger o organismo de
eventos oxidativos, quando os niveis dos antioxidantes enddgenos forem
insuficientes para conter espécies reativas (Rietveld & Wiseman, 2003). Varios
produtos naturais com propriedade antioxidantes tem sido estudados quanto a seus
efeitos benéficos na colite ulcerativa, especialmente a suplementacdao na dieta com
vitamina E (Gonzaléz e cols., 2001) e diferentes flavondides como quecetrina,
rutosideo, silimarina, hesperidina, disosmina entre outros (Sanchez de Medina e
cols., 1996, 2002; Galvez e cols., 1997; Crespo e cols., 1999; Cruz e cols., 2001),
a isocumarina paepalantina (Di Stasi e cols., 2004) e cumarinas como 4-metil-
cumarina, esculetina, 4-metil-esculetina e outras (Witaicenis e cols., 2010;Luchini e
cols, 2009)

Nosso estudo indica a presenca de flavondides e cumarinas na farinha
preparada com rizomas de T. angustifolia, o que poderia contribuir com os efeitos
protetores observados.

O rapido restabelecimento do consumo de racdo dos animais tratados
com a FRT a 20%, quando comparados ao grupo branco, indica que a
suplementacdo de FRT na dieta é aceitavel, sendo, portanto, palatavel ao consumo.
Os animais suplementados com a FRT por 2 semanas ndo desenvolveram sintomas
de diarréia nem constipacdo devido ao seu consumo, assim como ndo foram
observados nenhum efeitos sobre os diferentes pardmetros estudados.
Observacdes semelhantes foram encontradas em animais suplementados com
lactulose (Camuesco e cols., 2005).

Tem sido amplamente aceito que a composicao da microbiota intestinal
pode levar a alteracdo significante na imunidade do hospedeiro e no curso da

inflamacao na mucosa intestinal (Hoper e cols., 2001a; Hoper e cols., 2001b;
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Madsen e cols., 1999). Em pacientes com DII ocorre a redugdo de bactérias
putativas benéficas (como as bifidobactérias) e aumento de Enterobactérias e
Bacteroides no microambiente intestinal (Linskens e cols., 2001 apud Mahida e
cols., 2004), os quais em estudos experimentais conferem aumento da injdria da
mucosa (Garcia-Lafuente e cols., 1997). A diversidade bacteriana em amostras
fecais de pacientes com doenca de Crohn e colite apresenta reducdo de 50% e
30%, respectivamente, quando comparados aos individuos sadios, sugerindo que a
reducdo na diversificacdo da microbiota intestinal € um sintoma especifico da
doenca (Ott e cols., 2004). Estudos em pacientes com doenca de Crohn
evidenciaram um elevado numero de bactérias aderentes na camada de muco do
ileo, identificadas em bidépsias como sendo a espécie Escherichia coli, do grupo das
Enterobactérias, a espécie dominante (Rhodes, 2007).

De acordo com Gibson e col. (1995), um determinado produto deve ser
metabolicamente seletivo para um ou limitado nimero de bactérias benéficas,
como as dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, sendo uma analise essencial
para classificar o determinado produto como prebidtico. Poucos estudos foram
realizados para esse tipo de analise e tem sido empregada tanto em estudos
experimentais quanto em estudos clinicos. No modelo de colite induzida por TNBS,
Camuesco e cols. (2005) analisaram o efeito prebiotico da lactulose a 5% enquanto
Cherbut e col. (2003) analisaram o efeito prebiotico de frutooligosacarideos em
animais coliticos tratados com 1g/dia, e ambos estudos evidenciaram efeito
prebiotico, aumentando o nimero de Bifidobactérias nas fezes.

Em nosso estudo, o uso da FRT como suplemento dietario ndo aumentou
o0 numero de bactérias acido laticas como esperado, tanto nos animais do grupo
dieta (FRT 20%) quanto no grupo de animais coliticos tratados com a dieta
(TNBS+FRT 20% e TNBS+FRT 20%+PRED).
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Conclusao

Com base nos resultados, pode-se concluir que:

- A suplementacdao de FRT na dieta proporcionou atividade
antiinflamatoria preventiva, principalmente na dose de 10%

- A combinagdo do tratamento de FRT com Prednisolona ndo apresentou
efeito sinérgico,

- Os efeitos protetores observados nao indicam que seja de natureza
prebidtica, visto que ndo se detectou crescimento de bactérias, no entanto, podem
estar relacionados a modulacdo do estresse oxidativo visto que o produto contem a
deplecdo de glutationa e possui diferentes compostos secundarios com atividade

antioxidante.
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