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RESUMO

Analise da composigao nutricional e de compostos bioativos do cha do juca
(Libidibia ferrea) e seus efeitos na colite distal inflamatéria nao infecciosa
induzida em ratos

O Brasil possui abundancia de plantas nas quais destaca-se o Juca ou “Pau ferro”
e pode ser utilizado na medicina popular devido as suas propriedades
antidiarreicas, cicatrizantes e analgésicas. A colite € uma doenga inflamatoria que
causa ma absorcdo de nutrientes e caréncias nutricionais. A fitoterapia para o
tratamento de doencas inflamatérias intestinais é evidenciado na literatura com a
finalidade de reduzir a inflamacéo e trazer menos efeitos colaterais. O objetivo do
estudo foi avaliar os efeitos do cha de vagens com sementes de Juca trituradas
juntas, para o tratamento curativo em ratos com colite aguda. Determinou-se os
nutrientes e antioxidantes do Juca. Utilizou-se 40 ratos Wistar machos, divididos
em 4 grupos (n=10/grupo): controle (animais saudaveis), controle colite (colite
induzida), controle droga (recebendo sulfassalazina (300 mg kg'/dia, por gavagem
oral, durante 7 dias) e grupo juca (receberam uma dose do fruto de 285mg/Kg/dia
de juca na forma de cha, via gavagem, durante 7 dias). O cha foi preparado por
meio de infusdo. Foi determinado o indice de atividade da doenca, escore de dano
macroscopico do intestino grosso, analises histopatolégicas do intestino grosso,
exames bioquimicos e de mensuracdo de antioxidacdo. O Juca era maduro com
teor de matéria seca (88,57+0,69 g/100 g), proteinas (7,31+£0,21 mg/100 g), ferro
(11,87+2,14 mg/100 g), zinco (2,03+0,07 mg/100 g) elevados. No cha foram
identificados compostos fendlicos (12,22+1,04 mg GAE/g™"), flavondides (4,63+0,76
mg Catequina/g™”) e antioxidantes (48,29+5,5 uM Trolox g™'). O grupo que recebeu
0 cha do juca reduziu o consumo de agua e ragao (p<0,0001), apresentou maior
indice de atividade da doenga no dia 1 (p<0,0001) e no dia 7 (p=0,004). Todos os
animais com colite apresentaram hiperemia (p=0,001) e aderéncia de 6rgaos
(p<0,0001). A relagao albumina/globulina foi menor nos animais que consumiram o
cha (p<0,001) e a ALT (p=0,04) e o peso do figado (p=0,001) estavam elevados
nos animais com sulfassalazina. O Juca possui elevado teor de proteina, e
minerais. Houve maior concentracdo de compostos fendlicos, flavonoides e
antioxidantes no extrato metandlico, porém, é por meio do consumo do cha das
partes da planta que a populacao faz o uso do Juca. A reagao inflamatéria causada
pela colite foi de caracteristica aguda. Houve aumento de hiperemia intestinal,
infiltrafo neutrofilico, aderéncia e metaplasia nos animais com colite. A relagao
albumina/globulina indicou piora no desfecho da colite dos ratos com Juca e o uso
da sulfassalazina gerou toxicidade hepatica.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Antioxidantes; Inflamacgéao; Intestino grosso;
Diarreia.



ABSTRACT

Analysis of the nutritional composition and bioactive compounds of juca tea
(Libidibia ferrea) and their effects on non-infectious inflammatory distal colitis
induced in rats

Brazil has an abundance of plants in which Juca or “Pau ferro” stands out and can
be used in folk medicine due to its antidiarrheal, healing and analgesic properties.
Colitis is an inflammatory disease that causes malabsorption of nutrients and
nutritional deficiencies. Phytotherapy for the treatment of inflammatory bowel
diseases is evidenced in the literature in order to reduce inflammation and bring
fewer side effects. The aim of the study was to evaluate the effects of pod tea with
Juca seeds crushed together for curative treatment in rats with acute colitis. Juca
nutrients and antioxidants were determined. Forty male Wistar rats were divided
into 4 groups (n=10/group): control (healthy animals), control colitis (induced colitis),
control drug (receiving sulfasalazine (300 mg kg-1/day, by oral gavage for 7 days)
and the juca group (they received a dose of the fruit of 285mg/Kg/day of juca in the
form of tea, via gavage, for 7 days). The tea was prepared by infusion. The disease
activity index, macroscopic damage score of the large intestine, histopathological
analysis of the large intestine, biochemical tests and antioxidation measurement
were determined. Juca was ripe with dry matter content (88.57+0.69 g/100 g),
protein (7.31+£0.21 mg/100 g), iron (11.87+2.14 mg/100 g), zinc (2.03+0.07 mg/100
g) high. In tea, phenolic compounds (12.22+1.04 mg GAE/g-1), flavonoids
(4.63+£0.76 mg Catechin/g-1) and antioxidants (48.29+5.5 uM Trolox g-1). The
group that received juca tea reduced water and feed consumption (p<0.0001), had
a higher rate of disease activity on day 1 (p<0.0001) and on day 7 (p=0.004). All
animals with colitis presented hyperemia (p=0.001) and organ adhesion (p<0.0001).
The albumin/globulin ratio was lower in the animals that consumed the tea
(p<0.001) and the ALT (p=0.04) and liver weight (p=0.001) were high in the animals
with sulfasalazine. Juca has a high content of protein and minerals. There was a
higher concentration of phenolic compounds, flavonoids and antioxidants in the
methanolic extract, however, it is through the consumption of tea from the parts of
the plant that the population uses Juca. The inflammatory reaction caused by colitis
was acute. There was an increase in intestinal hyperemia, neutrophilic infiltrate,
adherence and metaplasia in animals with colitis. The albumin/globulin ratio
indicated a worsening in the outcome of colitis in rats with Juca and the use of
sulfasalazine generated liver toxicity.

Keywords: Plants, Medicinal; Antioxidants; Inflammation; Intestine, Large;
Diarrhea.
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Caracterizacion quimica de té y extracto metandlico de vainas con semillas de Libidibia ferrea (Juca)

Marcela de Andrade Bernal Fagiani, ORCID: 0000-0001-5894-8310, Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), e-mail:
marcelafagianil 6@gmail.com

Bianca Miranda Espinola Estopa, ORCID: 0000-0002-8569-1001, Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), e-mail:
bmiranda.ee@gmail.com

Diogo Barbi da Silva, ORCID: 0000-0002-0586-7362 , Universidade da Silva (Unoeste), e-mail:
diogo1092@gmail.com

Leticia Jalloul Guimardes, ORCID: 0000-0001-9768-7977 , Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), e-mail:
leticia_jg@hotmail.com

Ana Paula Marques Andrade, ORCID: 0000-0003-0297-3677, Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), e-mail:
anamarquespaula222@hotmail.com

Sandra Cristina Genaro, ORCID: 0000-0003-2941-607X, Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), e-mail:
sandragenaro@gmail.com

Cecilia Laposy Santarém, ORCID: 0000-0002-4775-6142, Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), e-mail:
claposy@unoeste.br

Sabrina Alves Lenquiste, ORCID: 0000-0002-5898-4618, Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), e-mail:
sabrina.alves@unoeste.br

Resumo

O Brasil possui abundancia em plantas que podem ser utilizadas para fins terapéuticos, dentre elas, o Juca que possui
propriedades antiinflamatorias, antidiarreicas e cicatrizante. Objetivou-se avaliar as caracteristicas quimicas de vagens e
sementes do Juca. Foram preparados o cha e extrato metandlico para determinar o teor de nutrientes do fruto bem como
verificou-se a presenga de antioxidantes, compostos fendlicos e flavonoides. O Juca possui Boro (2,57 + 0,15), Cobre
(0,57 + 0,16), Ferro (11,87 = 2,14), Manganés (4,93 + 0,45), Zinco (2,03 £ 0,07), Nitrogénio Total (1,03 + 0,00),
Fosforo (0,12 £ 0,01), Potassio (1,10 + 0,14), Célcio (0,22 £+ 0,03), Magnésio (0,07 £ 0,01) e Enxofre (0,09 + 0,01). Na
avaliacdo da composicdo centesimal verificou-se também a matéria seca (88,57 = 0,69), extrato etéreo (0,24 + 0,01),
matéria mineral (3,17 £ 0,06), proteina bruta (7,31 £ 0,21), fibra bruta (15,25 £ 0,4), cinzas (24,6 £ 3,18) e composi¢do
energética total (92,38 + 0,87 Kcal/g). O Juca contém compostos fenodlicos no cha (12,22 + 1,04) e no extrato (142,74 +
16,59), flavonoides no cha (4,63 £+ 0,76) e no extrato (33,89 + 4,63) e antioxidantes no cha (48,29 £ 5,5) e no extrato
(520,87 = 57,52). O Jucé possui elevado teor de proteina, minerais e de fibras. Houve maior concentragdo de compostos
fenolicos, flavonoides e antioxidantes no extrato metanolico, porém, € por meio do consumo do ché das partes da planta
que a populacdo faz o uso do Juca.

Palavras-chave: Fitoquimicos; Taninos; Plantas medicinais; Antioxidantes; Minerais.

Abstract

Brazil has an abundance of plants that can be used for therapeutic purposes, among them, Jucd, which has anti-
inflammatory, antidiarrheal and healing properties. The objective was to evaluate the characteristics of Juca pods and
seeds. Metabolic extracts were prepared for the nutrient content of the fruit as well as the presence of antioxidants,
phenolic compounds and flavonoids. Juca has Boron (2.57 £+ 0.15), Copper (0.57 £ 0.16), Iron (11.87 + 2.14),
Manganese (4.93 £ 0.45), Zinc (2.03 £ 0.07), Total Nitrogen (1.03 + 0.00), Phosphorus (0.12 + 0.01), Potassium (1.10 +
0.14), Calcium (0.22 £ 0.03), Magnesium (0.07 + 0.01) and Sulfur (0.09 = 0.01). In the evaluation of centesimal
composition, it was also verified the dry matter (88.57 + 0.69) ethereal extract (0.24 £+ 0.01), mineral matter (3.17 +
0.06), crude protein (7.31 £ 0.21), crude fiber (15.25 £ 0.4), ashes (24.6 £ 3.18) and total energy composition (92.38 +
0.87 Kcal/g). Jucé contains phenolic compounds in tea (12.22 + 1.04) and extract (142.74 + 16.59), flavonoids in tea
(4.63 £ 0.76) and extract (33.89 + 4.63) and antioxidants in tea (48.29 £ 5.5) and extract (520.87 + 57.52). Juca has a
protein, mineral and fiber content. There was a higher concentration of phenolic compounds, flavonoids and
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antioxidants in the methanolic extract, however, it is through the tea from the parts of the plant that the population uses
Juca.
Keywords: Phytochemicals; Tannins; Plants, Medicinal; Antioxidants; Minerals.

Resumen

Brasil tiene una abundancia de plantas que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos, entre ellas, Juca, que tiene
propiedades antiinflamatorias, antidiarreicas y cicatrizantes. El objetivo fue evaluar las caracteristicas de las vainas y
semillas de Jucd. Se prepararon extractos metabolicos por el contenido de nutrientes del fruto asi como la presencia de
antioxidantes, compuestos fendlicos y flavonoides. Jucé tiene Boro (2,57 + 0,15), Cobre (0,57 + 0,16), Hierro (11,87 +
2,14), Manganeso (4,93 + 0,45), Zinc (2,03 + 0,07), Nitrogeno Total (1,03 + 0,00), Fésforo (0,12 = 0,01), Potasio (1,10
+ 0,14), Calcio (0,22 £+ 0,03), Magnesio (0,07 = 0,01) y Azufre (0,09 + 0,01). En la evaluacién de la composicion
proximal también se verifico la materia seca (88,57 = 0,69), extracto etéreo (0,24 £ 0,01), materia mineral (3,17 + 0,06),
proteina cruda (7,31 = 0,21), fibra cruda (15.25 £ 0.4), ceniza (24,6 = 3,18) y composicion energética total (92,38 + 0,87
Kcal/g). Juca contiene compuestos fenolicos en té (12,22 + 1,04) y extracto (142,74 £ 16,59), flavonoides en té (4,63 +
0,76) y extracto (33,89 + 4,63), y antioxidantes en té (48,29 £ 5,5) y extracto (520,87 + 57,52). Juca tiene un contenido
de proteinas, minerales y fibra. Hubo mayor concentraciéon de consumo publico de compuestos fenolicos, flavonoides y
antioxidantes en el extracto metanolico, sin embargo, es a través del té de las partes de la planta que la poblacion utiliza
Juca.

Palabras clave: Fitoquimicos; Taninos; Plantas medicinales; Antioxidantes; Minerales.

1. Introducao

O Brasil foi reconhecido como o maior detentor da diversidade biologica do planeta. Possui abundancia de
plantas que se distinguem e variam dependendo da regido do pais (Sousa et al., 2017). As plantas sdo reconhecidas
como recursos naturais que acompanham o homem desde o inicio da civilizagdo (Beltreschi, Lima & Cruz, 2019)
fazendo parte da histéria da humanidade que eram e continuam sendo utilizadas como uma forma de melhorar
condigdes de vida e chances de sobrevivéncia (Palheta et al., 2017).

Vegetagdes nativas de determinadas regides possuem diversas fungdes, podendo ser utilizados para fins
alimentares, de forragens, combustiveis bem como para fins medicinais. Em continentes que possuem paises
classificados como em desenvolvimento, comumente ocorre a utilizagdo de plantas para fins medicinais em até 80% de
sua populagdo, tornando assim essas plantas, uma fonte primaria de cuidados a satde e que em muitas das vezes, este
acaba sendo a unica forma de tratamento disponivel para parte de sua populagdo (Caballero-Serrano et al., 2019).

Dentre os frutos medicinais no Brasil, destaca-se o Juca ou “Pau ferro” que também recebe os nomes populares
de Ibira-obi, Pau-ferro-da-mata, Muiré-ita, Peroba-sobro, Quiripiranga, entre outros (Di Stasi & Hiruma-Lima, 2002), e
¢ fruto da espécie arborea Libidibia ferrea (LF) que antes recebia a nomenclatura de Caesalpinia ferrea mart. ex tul.
Var. Ferrea (Forzza et al., 2010), que se distribui por toda a regido tropical do Brasil em locais onde ha floresta tropical
sazonalmente seca sendo encontrado principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil (Gagnon et al., 2013). O
site do programa Flora e Funga do Brasil que ¢ administrado pelo instituto de pesquisa do jardim botanico do Rio de

Janeiro disponibiliza algumas imagens de partes da LF (Figura 1).
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Figura 1. Imagens de partes da Libidibia Ferrea.

Fonte: letras A, B ¢ E: REFLORA/CNPQ; letras C e D: Proprio autor. A: Flores, B: Folhas, C: Vagens inteiras, D:
Vagem segmentada para demonstrar a semente, E: Troncos.

As arvores de LF podem atingir até 30 metros de altura e sdo encontradas na regido da caatinga e essa planta
pode ser diferenciada de acordo com as suas caracteristicas morfoldgicas e anatomicas (Silva, et al., 2017) que incluem
a analise de suas flores, frutos, composi¢do fitoquimica, entre outros aspectos. Seu tronco possui cascas lisas,
fragmentadas que variam em tons de branco, cinza, marrom claro e verde, conferindo o aspecto de “pele de leopardo”.
Suas flores sdo de coloragdo amarela possuindo pétalas que contém tricomas papiliferos que se assemelham a tentaculos
em sua superficie. Seus frutos sdo castanhos-escuros (Gagnon et al., 2013).

Dessa espécie vegetativa sdo aproveitadas praticamente todas as fragdes, podendo utilizar seus troncos para
fins de reflorestamento, controle de erosdes e assoreamento em margens de rios, ornamentagdo de ambientes,
construcao civil e marcenaria (Silva et al., 2017). As sementes sdo utilizadas para finalidade de propagacao da espécie,
apesar de relatos de dorméncia relacionada a estrutura das sementes por serem rigidas, necessitando muitas vezes de
tratamento com acidos ou agua quente para facilitar sua germinac¢do (Camara et al., 2008). Suas sementes caracterizam
a planta como uma leguminosa, sendo que essa fragdo da planta possui em sua composi¢do lignina que ¢ um tipo de
carboidrato complexo e acidos graxos (Saliba et al., 2001; Coelho et al., 2013).

A LF encontra-se na lista divulgada pelo Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do
Ministério da Saude do Brasil e também pelo Conselho Regional de Farmacia do Estado de Sao Paulo para uso do fruto
inteiro para uso topico por meio de compressas (Ministério da Saude, 2009; Conselho Regional de Farmacia do Estado

de Sdo Paulo, 2019). Os elementos da LF podem ser utilizados de diversas maneiras, sendo elas por meio de chds,
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decocgoes, infusdes, xaropes, maceragdes ¢ pomadas a depender da finalidade que se espera obter por meio do uso
dessa planta tendo em vista que as diversas formas de preparo permitem extrair seus compostos bioativos e fitoquimicos
que incluem flavonoides, 4cidos organicos, saponinas, cumarinas, fendis, taninos, acido elagico e acido galico (Macédo
et al., 2020).

De maneira geral, os frutos da LF sdo utilizados na medicina popular devido as suas propriedades
antidiarreicas, anticatarral, cicatrizantes, para analgésicos e larvicida contra Aedes aegypti (Camara et al., 2008; Coelho
et al., 2013, Silva et al., 2017). As cascas podem ser utilizadas na medicina popular para o tratamento de moléstias
bronco-pulmonares, tosses, Diabetes Mellitus (DM), reumatismo, neoplasias malignas, doencas gastrointestinais,
diarreia, inflamagao, dor e febre (Oliveira et al., 2010). As cascas podem ser trituradas e transformadas em po, e dessa
forma possui finalidade para o tratamento de feridas cutaneas (Coelho et al., 2013).

Sabe-se que a cicatrizacdo envolve a reorganizacdo de tecidos organicos a fim de favorecer a restauragdo
tissular e o Jucad pode promover a reparagao tecidual devido a sua composi¢do de taninos. Os taninos realizam a
precipitacdo de proteinas no local da lesdo e formam um revestimento que protege o local e possibilita a cicatrizagdo
(Oliveira et al., 2010).

Os taninos presentes na LF representam também sua capacidade de protecdo antioxidante para células normais,
e isso se deve provavelmente ao teor de acido galico e elagico da planta de forma que seus componentes possuem
beneficios para amenizar a dor, regular inflamagao, atuando sobre sinalizagdo de serotonina, bradicinina, histaminas e
prostaglandinas (Falcdo et al., 2019).

Seus beneficios para portadores de DM associam-se a quantidade e tipo de fibras presentes na LF e ao
potencial redutor ou inibitdrio para o estresse oxidativo, evitando assim a degradac@o de estruturas celulares, oxidagdo
de proteinas e lipidios (Cunha et al., 2016). Acredita que esse efeito seja obtido devido a sua composicdo de
polissacarideos vegetais, e esses componentes podem conferir até mesmo propriedades imunomoduladoras e anti-
inflamatorias, por meio da reducdo de edemas em consequéncia da diminuig¢do de agregado leucocitario e de migracdo
de neutrofilos no local da inflamacg@o. Essa inibicdo de inflamagdo pode ocorrer também em regides articulares e a LF
parece ter acdo pontual sobre inflamacdes agudas (Holanda et al., 2021).

Acredita-se que o efeito anti-inflamatério da LF sobre inflamagdes agudas como no caso de colite se deve a
composicdo de flavonoides nesse vegetal, tendo em vista que essas substancias possuem efeitos antioxidantes, anti-
inflamatorias que auxiliam a manter as atividades anti-apoptodticas celulares e equilibrio de citocinas inflamatorias
(Freitas et al., 2012; Guven et al., 2019).

A LF ¢é comercializada em feiras livres onde sdo vendidas suas sementes e folhas diante do aconselhamento
dos comerciantes para uso na forma de cha, bochecho, garrafada, aplicacdo tdpica com alcool, com indica¢do para
inflamacdes, cicatrizagdo, aftas, anti-hemorragico e para abcessos, devido a sua capacidade analgésica e antibacteriana
(Rodrigues et al., 2021; Emmi et al., 2021). As vagens e sementes podem ser utilizadas para cicatriza¢do no intuito de
reduzir lesdes, além de ter indicacdes terapéuticas para pneumonia, anemia, diarreia, cdlica e gastrite (Macédo et al.,
2020).

A partir de uma roda de conversa (Simionato & Gouveia, 2019), levantou-se informagdes sobre o uso de uma
planta medicinal utilizada para dores abdominais e cicatrizagdo. Tal planta recebe o nome de Juca (Libidibia ferrea).
Devido a facilidade de obter os seus frutos em diversas épocas do ano (Ramires et al., 2019), utilizou-se as vagens sem
extrair as sementes para investigar a composi¢ao nutricional e antioxidante mediante associacdo dessas duas partes da
planta.

Apesar de haver variedade de estudos sobre a composi¢do fitoquimica da LF (Cavalheiro et al., 2009; Cunha et

al., 2016; Falcao et al., 2019; Macédo et al., 2020) s@o escassos os que elucidam sua caracterizacdo quimica de macro e
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micronutrientes por meio da utilizacdo das suas vagens e sementes. Portanto, dada as evidéncias sobre as caracteristicas
do fruto da LF bem como os seus beneficios, o objetivo do estudo foi avaliar as caracteristicas nutricionais e de

compostos bioativos de vagens e sementes dessa planta.

2. Metodologia

2.1. Amostras e extracoes

Foram avaliadas as amostras de LF maduras adquirida em setembro de 2020 diretamente do municipio de
Altamira—PA, Brasil, cuja longitude, latitude e altitude sdo respectivamente 3.20 °S, 52.21 °O, -297 m (Google Earth®,
versdao 9.162.0.2., 2022) (Figura 2).

Figura 2. Localizacdo geografica do municipio de Altamira — PA de onde foram adquirados os frutos do Juca.

~ok

Venezuela

Guiana

__Altamira

Colombia o

Equador

MS

Fonte: Google Earth. Versdo 9.162.0.2. (2022).

As vagens com sementes da LF foram higienizadas e secas em temperatura ambiente para ser entdo
acondicionada em sacos plasticos, livre de luz, umidade e calor para posteriores analises. Todas as analises foram
executadas no laboratério de analise de alimentos e no laboratorio de bromatologia da Universidade do Oeste Paulista
(Unoeste), localizada em Presidente Prudente, Estado de Sdo Paulo, Brasil.

Utilizou-se as vagens com as sementes, ambas trituradas juntas em macro moinho do tipo Willey, modelo
MA340 (Marconi®, Piracicaba-SP, Brasil) para obter o seu pd. Buscou-se na literatura estudos sobre o uso do cha da LF

(Brasil, 2019, Macedo et al., 2020; Holanda et al., 2021) tais concentragdes foram testadas, porém, para realizar as
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analises de compostos bioativos e potencial antioxidante, a dilui¢do que possibilitou a realizagdo das analises diante das
curvas de calibracdo para avaliacdo de composicdo antioxidante estdo relatadas a seguir: o pd foi submetido a uma
extracdo alcoodlica por meio da dilui¢do de 5 gramas do p6 de LF em 25 mL de metanol 70%. A mistura permaneceu em
repouso por 10 minutos e depois foi filtrada duas vezes utilizando papel filtro (Lenquiste et al., 2015; Holanda et al.,
2021).

Considerando que a LF € popularmente utilizada na forma de chd, principalmente contendo as fragdes de
vagem e sementes que preparadas dessa forma, conferem propriedades anti-inflamatdrias e cicatrizante (Macédo et al.,
2020), foi também realizada uma extragao por meio de infusdo em agua destilada, utilizando 10 gramas do p6 de LF em
90 mL de 4gua, obtendo uma concentragdo de 10% (p/v) sendo que essa mistura ficou em repouso por 15 minutos e foi
filtrada apenas uma vez em papel filtro. As misturas alcodlicas e do cha foram cobertas, ficando em ambiente livre de
luz e foram utilizadas nas analises quimicas (Nakamura et al., 2002; Cavalheiro et al., 2009; Vasconcelos et al., 2011;
Araujo et al., 2014; Lenquiste et al., 2015). O cha e o extrato foram preparados no momento das analises, que foram

também realizadas em triplicata.

2.2. Caracterizacdo quimica do Juca

Apds a moagem das vagens e sementes de LF, determinou-se o peso da matéria seca e o extrato etéreo que
foram demonstrados em gramas por 100 gramas (g /100 g) da amostra (Galeriani & Cosmo, 2020). O teor de nutrientes
foi obtido por meio do método de determinagdo de cinzas (método 945.46) e foram expressos de forma elementar,
incluindo o Nitrogénio total, Fosforo, Potassio, Calcio, Magnésio e Enxofre € os de micronutrientes que correspondem
ao Boro, Cobre, Ferro, Manganés e zinco (Malavolta et al. 1997; Faquin, 2002). Foram determinados também o teor de
proteinas pelo método de Kjedhal (método 990.03) e fibra bruta (método 993.21) (Cunniff, 1995; Galeriani & Cosmo,
2020). A densidade energética foi determinada por meio de célculo nutricional, considerando os seguintes valores
energéticos: proteinas e carboidratos 4 Kcal/g; e lipidios 9 Kcal/g (Smith et al., 2007).

A concentracdo de fendlicos totais foi estimada segundo o método de Folin-Ciocalteau, baseado na reagdo
colorimétrica de oxidacdo/reducdo dos fendis. Os resultados foram calculados com base na curva de calibragao de acido
galico (y = 0,0032 x + 0,0759; R = 0,9967) de 16 a 500 miligramas de equivalentes de acido galico (GAE) por g de
amostra (Singleton & Rossi, 1965).

O conteudo total de flavonoides foi determinado utilizando o método de Dowd adaptado, o qual se baseia na
reagdo do cloreto de aluminio em uma solugdo de metanol. Foi utilizada uma curva padrdo de catequina com quatro
pontos de concentracdes de 5 a 250 mg (y = 0,006 x + 0,006; R = 0,9936). O contetido total de flavonoides foi
expresso como mg de equivalentes de catequina por g de amostra (Arvouet-Grand et al., 1994).

O potencial antioxidante das amostras foi determinado pelo ensaio de FRAP, que mensuram o efeito do
composto sobre um tipo de radical livre e processo oxidativo. A capacidade de redugdo do ferro (do inglés Ferric
Reducing Antioxidant Power) foi mensurada in vitro pelo método descrito por Benzie e Strain (1996) utilizando-se as
seguintes solugdes: cloreto férrico 5,4% em agua; acido cloridrico (HCI) 40 mM; tampao acetato 0,3M; e 2,4,6-Tris (2-
pyridil)-s-triazina (TPTZ) 10mM. A partir destas solucdes ¢ preparado o reagente FRAP (1:1:10 / TPTZ: FeCl3:
Tampao). Para o ensaio sdo pipetadas amostra, dgua destilada e reagente FRAP, na propor¢do de 1:3:30, os quais
permanecem em banho-maria por 30 minutos a 37 °C e em seguida ¢ feita a leitura em espectrofotometro com
comprimento de onda de 593 nm. A curva padrdo de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) foi

preparada com concentragdes de 31,25 a 1000 pmol TE (y = 0,0014 x - 0,0108; R* = 0,9997). O resultado foi expresso
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em puM Trolox/g (atividade antioxidante equivalente ao Trolox). Os resultados obtidos apos todas as andlises serdo

demonstrados em tabelas e apresentados por meio de média + desvio padrao.

3. Resultados e Discussao

3.1 Composi¢do quimica

Os resultados de composi¢do quimica encontram-se demonstrados na Tabela 1, na qual a LF apresentou

elevado teor de matéria seca e proteinas, minerais e fibras.

Tabela 1. Composi¢do quimica de vagens com sementes de Libidibia ferrea

Analises Componentes
Composicao
i . Extrato Matéria Proteina Fibra .
Centesimal Matéria Seca i ) Cinzas
Etéreo Mineral Bruta Bruta
(g/100 g)
88,57 £ 0,69 0,24 £ 0,01 3,17+ 0,06 7,31+0,21 15,25+0,4 24,6 +3,18
Composicdo Valor
Energética Proteina Carboidrato Lipidio energético
(Kcal/g) Total
29,22 +0,82° 61,0 +1,60" 2,16+£0,00°  92,38+0,87°
Micronutrientes .
Boro Cobre Ferro Manganés Zinco
(mg/100 g)
2,57+0,15 0,57+0,16 11,87 £2,14 4,93 +£0,45 2,03 +0,07
M trient Nitrogénio , .. . L
acronutricntes & Fésforo Potassio Calcio Magnésio  Enxofre
(2/100 g) Total
1,03 £ 0,00 0,12+0,01 1,10+ 0,14 0,22 +£0,03 0,07+0,01 0,09+0,01

Resultados expressos como média + desvio-padrdo. Teor de nutrientes obtido por meio do método de determinagéo
de cinzas (método 945.46). Teor de proteinas obtido pelo método de Kjedhal (método 990.03) e fibra bruta (método
993.21). *Valor médio de proteina bruta e de fibras multiplicado por 4 Kcal/g. ° Valor do extrato etéreo
multiplicado por 9 Kcal/g. © Somatoria dos valores caloricos de proteinas, carboidratos e lipidios. Fonte: Autores

(2022).

Ressalta-se que o conteido de uma planta pode variar de acordo com a €poca de colheita, das condigdes de

solo e ambiente e para determina-lo, podem ser utilizados diversos métodos de secagem para o conteudo vegetal
utilizado (Bueno et al., 2017).
A matéria seca ¢ um parametro indicativo de qualidade, rigidez e at¢ mesmo idade das plantas (Oliveira et al.,

2015a; Oliveira et al., 2015b, Hirzel et al., 2018). Os valores médios obtidos de matéria seca corroboram com o estudo
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de Souza, Nogueira & Rassini (2002) no qual avaliou-se amostras vegetais de solos, em que os resultados variaram
entre 80 a 99%.

Em um estudo realizado com LF por Oliveira et al., 2015b eles relatam que a produ¢do de matéria seca total se
torna maior quando o solo ¢é fertilizado com potassio, porém nado se sabe se os frutos utilizados no presente estudo foram
provenientes de solo com tratamentos especificos. Além disso, quando s3o utilizadas outras partes da planta exceto as
folhagens, o teor de matéria seca tende a ficar mais elevado nos resultados das analises (Silva et al., 2015), fato este que
ocorreu no presente estudo, pois foi avaliado o po obtido de vagens com as sementes de LF.

Dentre as plantas da caatinga analisadas por Silva et al. (2015) inclui-se a composi¢do de LF, no qual o teor de
matéria seca foi superior a 35%, proteina bruta de 13,98%, extrato etéreo de 4,25%, matéria mineral de 5,92% e fibras
sendo 54,59% da fibra em detergente neutro e 29,85% da fibra em detergente acido. Considera-se dessa forma que na
analise do fruto realizada no presente estudo, foi obtido um elevado teor de matéria seca, baixo teor de lipidios, valor
mais elevado de proteina bruta e menor teor de fibra. Ha indicios de que a fibra da LF seja de baixa digestibilidade
(Ministério do Meio Ambiente, Secretaria de Biodiversidade, 2018).

Silva et al. (2015) relatam ainda que plantas do tipo leguminosas arboreas provenientes da caatinga podem ser
utilizadas até mesmo como silagens devido ao seu excelente teor proteico, como € o caso da LF. Inclusive, o Ministério
do Meio Ambiente, Secretaria de Biodiversidade (2018) relata que normalmente ¢ obtido um valor de proteina na LF
entre os valores de 6,8 a 8,4% sendo que o nivel de corte para proteina bruta ¢ de 7% (Milford & Minson, 1966), o que
realmente permite considera-la um vegetal com elevada composigdo proteica. Seus niveis de calcio podem variar entre
0,18 a 0,28%, corroborando com os resultados encontrados na andlise quimica do presente estudo.

As cinzas obtidas nas analises correspondem ao teor de minerais do vegetal. Dessa forma, os valores
encontrados no presente estudo foram muito superiores ao encontrado no estudo de Grisi et al. (2021), elucidando
assim, o elevado teor de minerais da LF.

A elevada concentrag@o de carboidratos dessa planta provavelmente se deve aos locais onde ela se desenvolve,
sendo locais que recebem incidéncia elevada de luz solar, favorecendo a essa caracteristica na sua composi¢do devido a
ocorréncia intensa de fotossintese, o que causa o acumulo de carbono e nitrogénio de forma excessiva no vegetal
conforme demonstrado por Grisi et al. (2021), estudo que também identificou o valor energético total do pd dos frutos
da LF que foi de aproximadamente 386,07 Kcal para cada 100 gramas, valor esse que diferiu grandemente daqueles
obtidos no presente estudo, porém mesmo assim, os carboidratos foram os componentes que prevaleceram em ambos 0s
estudos, seguido das proteinas e por ultimo, os lipidios.

Dentre as caracteristicas sensoriais do juca destaca-se o seu sabor amargo o que pode dificultar o uso em sua
forma in natura. Esse sabor pode ser atribuido ao seu carater adstringente devido a elevada composi¢do de taninos
(Prazeres et al., 2019). Diante desse fato, sugere-se que o uso da LF' seja empregado como ingrediente adicional em
preparagdes como chas ou até mesmo como um nutracéutico em capsulas e assim a LF poderia ser inserida como parte
de uma dieta equilibrada com a finalidade de fornecer seus compostos bioativos além de nutrientes conforme
demonstrado na composi¢ao de minerais desse vegetal.

Alguns autores verificaram a toxicidade da planta por meio do uso de extratos alcodlicos em suas pesquisas.
Nesses estudos, utilizaram as vagens, casca do caule e sementes (Ferreira et al., 2019; Oliveira et al., 2020; Pickler et
al., 2019). Nao foram encontrados na literatura, estudos que verificaram toxicidade desta planta por meio do emprego

dochadalLF.

3.2 Determinacgdo de compostos fendlicos, flavondides e antioxidantes.
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Os resultados sobre a composicdo de compostos fenolicos, fitoquimicos e antioxidantes da LF encontram-se

expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizacdo da composicdo de compostos fenolicos, flavonoides e potencial antioxidante da Libidibia
ferrea

Compostos Bioativos

. Compostos fendlicos Flavonoides Antioxidantes
Preparagao . -1 . 1 -1
Totais (mg GAE /g™) (mg Catequina /g") (uM Trolox g™)
Extrato Aquoso (chd) 12,22+ 1,04 4,63+0,76 48,29+ 5,5
Extrato metanodlico 142,74 + 16,59 33,89 +£4,63 520,87 +£ 57,52

Dados apresentados como média + desvio-padrdo. O extrato metanolico apresenta a caracteriza¢do da Libidibia
ferrea. Fenolicos totais sdo expressos como equivalente de mg de acido galico por 100 gramas, método Follin-
Ciocalteu. Flavonoides totais sdo expressos como equivalente de mg de pirocatequina por grama. Capacidade
antioxidante (FRAP) é expressa como uM Trolox por grama. Fonte: Autores (2022)

O cha da amostra analisada apresentou baixo contetido de compostos fenolicos totais conforme evidenciado
por Vasco et al. (2008) em seu estudo no qual avaliaram frutas (manga, maracuja, naranjilla, tomate, entre outras) da
regido do Equador, porém dentre as frutas avaliadas ndo haviam leguminosas. Vale lembrar que os frutos da LF
pertencem a familia das plantas leguminosas, e que esse tipo de vegetal apresenta em sua composi¢do substincias
antinutricionais chamados de inibidores de enzimas proteoliticas, essas substdncias sdo termosensiveis ¢ podem ser
destruidas no momento do preparo do cha (Camara et al., 2008; Benevides et al., 2011), tal fator pode ter influenciado
na baixa concentragdo de alguns componentes do cha, dentre eles, os taninos, que sdo compostos fendlicos que se ligam
a proteinas (Monteiro et al., 2005).

Porém, no estudo de Prazeres et al. (2019) o valor de compostos fenélicos obtido na LF' foi de 951,39 + 0,01
mg GAE/g, valor superior ao obtido no presente estudo e na pesquisa de Grisi et al. (2020) o valor foi de 219,75 + 0,10
mg GAE/g, demonstrando assim uma variabilidade nos valores obtidos de compostos fendlicos totais de LF.

Awan et al. (2018) relatam que essa variabilidade em valores de compostos fenolicos pode ser encontrada
devido as condicdes a que a planta € exposta tais como a resisténcia contra patogenos. O filo, ordem, familia e variacdo
das espécies, grau de acesso a luminosidade de raios do tipo ultravioleta B estimulam a produgdo de compostos
fendlicos na planta, e devido a esses fatores pode haver variagdes quanti-qualitativa nas amostras coletadas (Degaspari

& Waszezynksyj, 2004).



25

Os compostos fendlicos se formam nas plantas por meio de um estimulo devido a situacdes de estresse, de
forma que na natureza podem ser encontrados por volta de 5 mil tipos desses compostos que incluem as classes de
tocoferois, taninos flavonoides, fendis simples, cumarinas, ligninas e acidos fendlicos (Souza et al., 2018).

Plantas que possuem taninos comumente apresentam propriedades adstringentes associadas a capacidade que
uma substancia vegetal possui para levar a precipitacdo de proteinas, como aquelas encontradas no sangue, bactérias,
parasitas e enzimas. Ha também a fung@o de sequestro de radicais livres e de efeito antioxidante associada a presenca de
taninos nos vegetais de forma que tais fatores podem favorecer a cicatrizagdo, atividade antimicrobiana, entre outras
fungoes (Kobayashi et al., 2015).

Dentre os compostos fendlicos da LF foram elucidados por Venancio et al. (2021) a presenga de acido galico,
acido fertlico, acido seringico e acido clorogénico. A LF apresenta em sua composi¢do fitoquimica os flavonoides,
saponinas, taninos, cumarinas, esterdis ¢ compostos fenolicos (Lima et al., 2012) conforme evidenciado também por
Pickler et al. (2019) no qual foi demonstrado que as sementes dessa planta possuem quantidade de 4cido elagico em até
3 vezes mais do que em suas cascas.

O contetdo de flavonoides obtido nesse estudo foi inferior ao encontrado nas analises realizadas por Prazeres
et al. (2019) que foi de 35,35 mg expressos em equivalente de quercetina/g” e que também elucidam que os flavonoides
sdo substancias com caracteristicas variadas e que protegem os vegetais de radiagdo ultravioleta e fitopatégenos. Foram
encontrados poucos dados na literatura sobre o contetido de flavonoides referente a analise de extrato aquoso ou de cha
de LF.

Luna et al. (2020) encontraram presenca de flavonoides em quatro tipos de extratos alcoolicos de folhas de LF.
Cerca de 28% de estruturas de flavonoides sdo produzidas por plantas leguminosas (Hegnauer & Gpayer-Barkmeijer,
1993) como ¢ o caso da LF e o teor desse componente pode ser intensificado no vegetal por meio de radiag¢@o ionizante,
que pode elevar os niveis de taninos, flavonoides, entre outros componentes (Maia-Neto et al., 2020). Essa poderia ser
uma alternativa para que os resultados do presente estudo se tornassem superiores aos obtidos no momento, porém essa
intervengao ndo foi realizada.

Quanto aos antioxidantes avaliados por meio do método FRAP, foram encontrados poucos relatos na literatura
sobre a andlise de cha ou extrato aquoso de LF para esse método e acredita-se que realmente essa planta contenha niveis
satisfatorios de taninos, pois ao realizar o ensaio FRAP, utilizou-se cloreto de ferro, que da origem a uma solucdo de
tom azulado e segundo Monteiro et al., (2005), os taninos sdo facilmente oxidaveis, reagindo com o cloreto de ferro, o
que leva ao escurecimento das solugdes, fato este observado no presente estudo, onde o azul obtido foi de uma
tonalidade intensa, quase preto, o que comprova a atividade antioxidante por meio do sequestro de radicais livres
(Kobayashi et al., 2015).

Apesar desse fato, no estudo de Azevedo et al. (2020), obtiveram melhores resultados por meio de extragdo de
antioxidantes em extrato etandlico aquoso. Ja no estudo de Grisi et al. (2021), obtiveram valores superiores, de
aproximadamente 315 mmol FE,SO,/g se comparado a quantidade de antioxidantes encontrada no presente estudo.
Falcdo et al. (2019) verificaram que a LF possui atividade antioxidante importante, de forma que houve o aumento total
nos niveis de glutationa, uma enzima que atua gerando um tipo de defesa no organismo, no grupo de ratos que

receberam LF.

4. Conclusao
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As analises de vagens e sementes de LF indicaram que hd uma maior concentracdo de compostos fenoélicos,
flavonoides e antioxidantes no extrato metandlico da planta, porém, mesmo com uma menor concentracdo desses
compostos no cha, essa forma de preparacao da LF € mais facil de ser consumida pela populacdo do que o seu extrato.
Devido ao seu teor proteico, de minerais e fibras, a LF poderia ser utilizada para beneficiar a nutricdo humana como

uma forma de enriquecer alimentos e preparacdes.
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ARTIGO B- CHA DE VAGENS COM SEMENTES DE LIBIDIBIA FERREA (JUCA) NAO
ATENUA REAGAO INFLAMATORIA CAUSADA POR COLITE DISTAL INFLAMATORIA
NAO INFECCIOSA INDUZIDA EM RATOS

Highlights:

e O Juca ndo causou hepatotoxicidade.

e A relacdo albumina/globulina dos animais que consumiram Jucé indicou pior progndstico da
doenga.

e O Juca gerou hiperemia e aderéncias.

e Houve inflamagdo aguda com infiltrado neutrofilico em todos os grupos com colite.

e As placas de Peyer no célon indicam metaplasia nos animais com colite.
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Resumo

Objetivo: avaliar os efeitos do chd de vagens com sementes do Jucé para o tratamento curativo em
ratos com colite. Métodos: Foram utilizados 40 ratos Wistar machos, divididos em 4 grupos
(n=10/grupo): controle (animais saudaveis), controle colite (colite induzida), controle droga
(recebendo sulfassalazina (300 mg kg'/dia, por gavagem oral, durante 7 dias) e grupo juca
(receberam uma dose do fruto de 285mg/Kg/dia de juca na forma de cha, via gavagem, durante 7
dias). O ché foi preparado por meio de infusdo. Foi determinado o indice de atividade da doenga,
escore de dano macroscopico do intestino grosso, analises histopatologicas do intestino grosso,
exames bioquimicos e de mensuragdao de antioxidagdo. Resultados: o grupo que recebeu o cha do
juca reduziu o consumo de agua e ragdo (p<0,0001), apresentou maior indice de atividade da
doenga no dia 1 (p<0,0001) e no dia 7 (p=0,004). Todos os animais com colite apresentaram
hiperemia (p=0,001) e aderéncia de 6rgaos (p<0,0001). A relagdo albumina/globulina foi menor nos
animais que consumiram o cha (p<0,001) e a ALT (p=0,04) e o peso do figado (p=0,001)estavam
elevados nos animais com sulfassalazina. Conclusio: A reacdo inflamatoria causada pela colite foi
de caracteristica aguda. Houve aumento de hiperemia intestinal, infiltrafo neutrofilico, aderéncia e
metaplasia nos animais com colite. A relacdo albumina/globulina indicou piora no desfecho da

colite dos ratos com Juca e o uso da sulfassalazina gerou toxicidade hepatica.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Antioxidantes; Inflamacdo; Intestino grosso; Diarreia.
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Introducio

Na populacao ocidental ha um consumo importante de dietas ricas em gordura, carboidratos
simples, e com baixo teor de fibras, o que pode ser considerado fator de risco para inflamagao
intestinal. Além disso, o uso de aditivos alimentares contribuem para o adoecimento intestinal.
Portadores de obesidade e diabetes tipo 2 também podem ter maiores chances de desenvolver
doengas intestinais [1,2].

As inflamacdes agudas sdo caracterizadas por uma resposta fisioldogica a uma lesdo ou
infec¢ao [3] fazendo com que mediadores inflamatorios promovam a migragao de neutréfilos e
macréfagos para a area inflamada, o que levaréa a producao de citocinas pro-inflamatorias, proteinas
de fase aguda e quimiocinas, gerando os sintomas clinicos da inflamagdo no individuo como dor
abdominal, diarreia com aumento na frequéncia de evacuagdes, tenesmo, sangramento retal, e a
colite propriamente dita [1,4,5,6]. Acredita-se que a fase aguda dura em média 6 semanas e se nao
for solucionada, essa inflamagao passa a ser considerada crdnica [7].

Dentre as doengas inflamatorias agudas que podem acometer o Intestino Grosso (IG) inclui-
se a sindrome do intestino irritavel, diverticulite e alguns tipos de colite. Ja as inflamagdes cronicas
incluem a Doenca de Crohn e a Retocolite Ulcerativa [8].

A colite pode causar ma absor¢do de nutrientes, levando a caréncias nutricionais
relacionadas a alguns nutrientes como ferro, magnésio, acido folico, calcio, vitamina D e vitamina
B12 [9,10]. A desidratagdo pode ocorrer tanto na colite aguda como nos casos cronicos. A
desnutri¢gdo proteico-calorica costuma afetar mais os individuos que desenvolvem as formas
cronicas da doenca. Essas complicacdes causadas pela colite podem dificultar a recuperacao do
paciente [11].

A terapia da colite geralmente envolve mudangas alimentares devendo excluir ou incluir
alguns alimentos na dieta a fim de modular a resposta inflamatéria do trato gastrointestinal a
inflamag¢do [12]. O uso de medicamentos pode e deve ser indicado no tratamento, tais como anti
inflamatdrios, imunossupressores € antibioticos que podem causar diversos efeitos colaterais, tais
como nauseas, vomitos, dispepsia e diminui¢do do consumo alimentar [11].

A fitoterapia para o tratamento de doencas inflamatérias intestinais (DII) ¢ evidenciado na
literatura com a finalidade de reduzir a inflamagdo e trazer menos efeitos colaterais [13]. Os
beneficios dessas plantas sdao atribuidos ao teor de antioxidantes classificados entre os flavonoides,
alcaldides e terpendides, funcionam como medicamentos naturais que geralmente possuem baixa
toxicidade, reduzindo o estresse oxidativo produzido em um organismo [14,15].

Apesar dos beneficios deve-se ter cautela com o uso da fitoterapia para o tratamento de

doengas, pois algumas plantas podem apresentar toxicidade, sendo desaconselhadas dependendo do
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tratamento, dosagem, forma de preparo e de aplicagdo, inclusive em caso de gestacdo ou em uso
concomitante com demais medicamentos ou plantas [16].

Sabe-se que na regido da caatinga do Brasil hd uma diversidade de plantas com propriedades
medicinais, dentre elas, destaca-se a Libidibia ferrea (LF) (Jucd) devido a sua atividade anti
inflamatoria, cicatrizante, antifingica, antitlcerogénica e antibacteriana [17]. O Juca pode ser
consumido na forma de chd, decocgdes, infusdes, xaropes, maceracdes e pomadas [15, 17, 18, 19],
entretanto, ndo ha estudos sobre sua aplica¢do em estudo de modelos animais sobre a colite aguda.

Em um trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, avaliou-se a composicao
nutricional e de compostos bioativos do extrato metanolico e aquoso do Juca, o qual apresentou
nutrientes como Ferro (11,87 = 2,14), Manganés (4,93 + 0,45), Zinco (2,03 £+ 0,07), Fésforo (0,12 +
0,01), Potéssio (1,10 £ 0,14), Calcio (0,22 + 0,03), Magnésio (0,07 = 0,01), proteina bruta (7,31 £
0,21), fibra bruta (15,25 £ 0,4), composicao energética total (92,38 + 0,87 Kcal/g), além de
compostos fenolicos no cha (12,22 + 1,04), flavonoides (4,63 £ 0,76) e antioxidantes (48,29 £ 5,5)
[20].

Devido as propriedades terapéuticas evidenciadas na literatura sobre o consumo do Jucé de
diversas formas e perante os dados demonstrados na pesquisa da composi¢ao nutricional das vagens
com sementes dessa planta, caberia investigar sua aplicabilidade sobre as reacdes inflamatodrias
geradas pela colite, a fim de verificar a possibilidade de uso de um produto natural para o
tratamento dessa doenga.

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do chd de vagens com
sementes do Juca sobre a inflamagdo quimica intestinal em um modelo de inducdo de retocolite

ulcerativa em ratos.

Métodos

O protocolo experimental foi aprovado em 2021 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), Presidente Prudente, SP, Brasil, protocolo de niimero
7342, seguindo os critérios de recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) [21], Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of
the Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals [22] e
diretrizes ARRIVE [23].

Delineamento Experimental
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115 Foram utilizados 40 Rattus novergicus da linhagem Wistar, machos, jovens adultos (12
116  semanas), distribuidos randomicamente em 4 grupos de 10 animais por grupo, pesando
117  aproximadamente 333,23 £+ 17,58 g, provenientes do biotério da Unoeste, os quais foram mantidos
118 2 ratos/gaiola de prolipropileno, forradas com maravalha, em ambiente controlado com fotoperiodo
119  de 12/12 horas e temperatura ambiente de aproximadamente 23 + 2°C [21,22]. A oferta de dgua e
120  ragdo seguiram as exigéncias nutricionais segundo as recomendag¢des do National Research Council
121 (NRC) [24]. O Grupo Colite Jucad (GCJ) recebeu o cha de vagens com sementes do Jucd
122 diariamente. As vagens com sementes do Jucd foram adquiridas em feira livre do municipio de
123 Altamira — PA e a partir da moagem das vagens, obteve-se um p6 da planta que foi utilizado para o
124 preparo do cha. O cha era preparado por meio de infusdo, de forma que a dgua era aquecida até a
125  temperatura de 80°C, os 10 gramas do pd era adicionado a 90mL de 4dgua e depois de 10 minutos
126 em infusdo Holanda et al., 2021) [25,19], foi filtrado em papel proprio para entdo realizar as
127  gavagens. Cada rato recebeu a dosagem de aproximadamente 285mg/Kg/dia de jucd, considerada
128 uma dose intermediaria segundo o estudo de Falcdo et al. [26]. O delineamento experimental esta

129  demonstrado na Figura 1.

130
131 . ) . : .
0 ao 7° dia (Periodo Adaptativo) A inducdo da colite ocorreu no 8° dia
132 Antes da inducdo da colite 8° ao 14° dia: Tratamentos
ApOS da 1nducao da colite
133 Procedimentos
Didrios
134 Grupo Controle (GC)
135 Peso dos ratos aferidos a cada 24 horas.
Checagem de sintomas relacionados a colite a cada 24 horas
136
(GCe)

138 Consumo de agua e ragio 0,9% 8 tal Cha do Jucé (10g

aferidos a cada 24 horas L2200 VI e S;E%g?nlfilae
139 Peso dos ratos aferidos a 1mL/diade 300 mgkg!/dia dgua = 1 mL por

cada 24 horas : 1 mL/dia de agua filtrada de sulfassalazina rato contendo
140 Grupo Colite Droga (GCD) 4gua filtrada por gavagem diério por 285mg/Kg/dia
por gavagem oral** gavagem oral por gavagem
141 oral** oral)
142 !
Grupo Colite Juca (GCJ) Apoés a indugdo da colite também foram verificados o
143 o
sangramento retal, consisténcia das fezes e presenca de

144 muco nas fezes.
145

146  Figura 1. Detalhamento sobre os procedimentos experimentais antes e apds a inducdo da colite

147  Legenda: *Ragio comercial balanceada para roedores (Supralab® produzido por Alisul, Rio Grande do Sul, Brasil).
148 **Ratos receberam 1mL/dia de agua filtrada por gavagem oral para simular o estresse da gavagem sofrido pelos ratos
149  dos demais grupos experimentais. No GC também foi simulado o estresse da indugdo da colite com 2mL de solugdo

150 fisiologica a 0,9% via retal. A colite foi induzida em uma unica vez.
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Protocolo de Inducdo da Colite

Antes de iniciar a inducdo da colite os ratos foram anestesiados ¢ a colite foi induzida a
partir de algumas adaptacgoes diante dos métodos referidos por Sepehrimanesh et al. [27], de forma
que cada animal foi submetido ao jejum alimentar de 24 horas para o preparo mecanico dos colons
para indug¢do da colite por meio de enemas de solucdo (2 mL de acido acético a 3%) em dose unica
e em um unico dia. Foi utilizada uma canula de polipropileno contendo 2 mm de didmetro inserida
no reto e que se estendeu até o colon distal, colocada a 8 cm proximal a borda do anus.

Ap6s o posicionamento da canula foi injetado o conteido de 2 mL de &cido acético a 3%
sob anestesia. Os ratos foram mantidos em posi¢ao supina de Trendelenburg por 30 segundos para
evitar o vazamento precoce do instilado intra-colonico e para que ocorresse adequadamente a colite

[28].

Indice de atividade da doenca (IAD) e escore de consisténcia das fezes

Para determinar o indice de atividade da doenca (IAD) considerou-se a perda de peso, o
sangramento retal e a consisténcia das fezes que classifica o rato em um escore proposto por
Camuesco et al., [29] e essa avaliacdo foi realizada em todos os dias de administragdo dos
tratamentos.

A avaliagdo da consisténcia das fezes foi realizada de acordo com o estudo de Kerr et al.,
[30] de acordo com a seguinte pontuacao: (1) fezes de cor palida, muco visivel, consisténcia macia
e material fecal aderido a regido perianal; (2) fezes com textura e formato anormal; (3) fezes
liquidas e (4) presenca de sangue visivel nas fezes. Cada rato recebeu uma pontuacdo e o escore

total de danos do grupo foi igual a soma de todos os animais do grupo.

Eutandsia, coleta dos orgdos e do sangue

Ao final do periodo experimental de e ap6s jejum alimentar de 12 horas, os ratos foram
anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Cetamin®, Syntec, Brasil) (75 mg/Kg de peso) na
concentracdo de 100mg/mL associado ao Cloridrato de Xilazina (Xilazin®, Syntec, Brasil) (10
mg/Kg de peso) na concentragdo de 20 mg/mL via intraperitoneal [31].

A colheita de sangue se deu apds toracotomia e puncdo cardiaca inserindo o sangue em
tubos & vacuo com EDTA e sem anticoagulante (Vacuette®, Greiner BioOne, SP, Brasil). O sangue

foi centrifugado a 2000 rpm por 20 minutos para separacdo de plasma e soro que foram utilizados
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nas analises bioquimicas. O plano anestésico foi aprofundado, verificou-se os sinais indicativos de
morte [32] e entdo realizou-se a colheita do intestino grosso, baco e figado que foram armazenados

em formol 10% durante 24 horas.

Escore de dano macroscopico, peso e comprimento do colon

O intestino grosso foi coletado desde o ceco até o reto de forma que o orgdo foi aberto
longitudinalmente e avaliado quanto ao dano visivel de acordo com os critérios propostos por
Sanchez-Hidalgo et al. [33], atribuindo os valores conforme as caracteristicas visiveis do colon, da
seguinte maneira: célon normal (0), hiperemia localizada sem ulceras (1), ulceracao sem hiperemia
ou espessamento da parede intestinal (2), ulceracdo com um ponto de inflamacao (3), dois ou mais
pontos de ulceracdo e inflamagdo (4), zonas com grandes danos, inflamacdo e ulceracdo com uma
extensao > 1 cm (5), zonas com grandes danos e extensao > 2 c¢m; adiciona-se 1 ponto, até 10, para
cada cm acometido (6-10). A presenga de adesdo (score 0-2) e/ou consisténcia das fezes (conteudo
cecal) (score 0-1) foram avaliados de acordo com critérios de Bobin-Dubigeon et al. [34]. O
intestino grosso também foi medido para determinar o comprimento do co6lon e foi calculada a

razao entre o peso € o comprimento do coélon.

Anadlises Histopatologicas, Escore de Danos Teciduais e Avaliagdo das Criptas Intestinais

A porcao distal do intestino grosso que estava em formol a 10% foi submetida a lavagens
crescentes em alcoois para desidratacdo, seguidos de lavagens em xilol por duas horas para
diafanizagdo e entdo foram incluidos em parafina. Os blocos foram seccionados em micrétomo
(Microtome CUT5062 SLEE MAINZ, Munique, Alemanha) com espessura de 5 micrometros (pm)
e corados com hematoxilina e eosina (HE), para avaliacdo histopatoldgica. A leitura das laminas foi
realizada com fotomicroscopio Optico (Leica DM 2500M com camera Leica DFC 295 acoplada),
em magnitudes de 100x e 400x.

As laminas foram avaliadas seguindo os critérios propostos por Lima et al. [35], de acordo
com o seguinte escore para cada animal: (0) tecido normal, podendo conter auséncia ou discreto
eritema e hiperemia, auséncia de areas de hemorragias, ulceracdes e abcessos e tecido com
caracteristicas indicativas de reeptelizacao; (1) presenca moderada de eritema e hiperemia, auséncia
de areas de hemorragia, ulceracdes ou abcessos; (2) presenca de eritema e hiperemia grave,
hemorragias, pequenas ulceracdes ou cicatrizes e auséncia de abscessos; (3) eritema e hiperemia
graves, presenga de areas de hemorragias com ulceragdes extensas e abcessos. Seguindo esses

critérios, ao final encontrou-se o escore total de danos, classificando os animais em escore 0 (sem
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danos, 1 (danos leves), 2 (danos moderados) e > 3 (danos teciduais graves). Também foram
pesquisados demais achados microscépicos relacionados a alteragcdes morfoldgicas [36].

As imagens das laminas foram fotografadas e analisadas utilizando o Software Image J
(versao 1.51, 2018) para determinar alteragcdes no comprimento da linha sobre as criptas intestinais
entre os grupos experimentais. Foram aferidas a medida do comprimento de linha (um) de 10
criptas intestinais por animal segundo o método proposto por Wilson et al. [37].

Andlises Bioquimicas e Antioxidante do sangue

Por meio do sangue coletado foram dosados os niveis de Aspartato Aminotransferase
(AST), Alanina Aminotransferase (ALT), Creatinina, Ureia, Proteinas Totais (PT), Albumina e
Globulinas utilizando equipamento automatico Cobas C11 (Roche Diagnéstica, Sao Paulo,SP).

Avaliou-se a capacidade antioxidante por meio do método de determinagdo do Poder
Antioxidante de Redu¢do do Ferro (FRAP) conforme Benzie & Strain [38] e Firuzi et al., [39]
utilizando 40 mM de HCI, 300 mM de Tampao de Acetato com pH de 3,6 ¢ 10 mM 2,4,6-Tripiridil-
S-Triazina (TPTZ) em 40 mM de HCIl, 20 mM de Cloreto de Ferro e a Solugdo coquetel utilizando
a técnica de Keep on Ice. As amostras foram submetidas a avaliagdo do comprimento de onda de
593 nm para medir a absorbancia por meio de espectrofotometro. A curva padrao de Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-dcido carboxilico) foi preparada com concentra¢des de 31,25 a
1000 pmol TE (y = 0,0014x - 0,0108; R? = 0,9997). O resultado estd expresso em pmol TE

(atividade antioxidante equivalente ao Trolox).

Analise Estatistica

Para os resultados referente ao consumo de agua, consumo de racdo, diferenga entre os
pesos dos ratos, lesdo macroscopica do colon, presenga de aderéncia de 6rgaos, escore de diarreia,
analise das criptas intestinais, da histopatologia do intestino, IAD, resultados bioquimicos ¢ FRAP,
aplicou-se o teste de normalidade Kol/mogorov-Smirnov e entdo realizou-se o teste de Levene para
verificar sua homogeneidade. Na andlise do IAD também foi aplicado o teste de Games-Howell
para comparagdes multiplas. As variaveis ndo-paramétricas foram submetidas ao teste de Kruskal-
Wallis [40].

As andlises de variancia foram realizadas utilizado ANOVA seguida pelo pos-teste de Tukey
HSD para os resultados que apresentaram distribuicdo ndo paramétrica. Aplicou-se o teste de qui-
quadrado para comparagdes entre classes de variaveis para os dados de aderéncia de 6rgaos, escore

de diarreia e lesao macroscopica do colon [40].
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Os dados do protocolo experimental foram expressos em média, desvio-padrao e
porcentagens. Todas as andlises foram realizadas por meio do software estatistico Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) - Pacote Estatistico para as Ciéncias Sociais, versao 23. O
nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados

Antes da indugdo da colite, os ratos ja apresentaram diferencas no consumo de ragdo, de
forma que os ratos com colite sem tratamento consumiram mais ragao do que o grupo controle sem
tratamento ¢ que o consumo de ragdo dos animais que receberam cha do Juca foi menor do que o
consumo dos animais com colite sem tratamento e daqueles com colite em uso de sulfassalazina
(p<0,0001). Ja para o consumo de agua, ndo houveram diferencas significativas antes da indu¢do da
colite, porém apos a colite os animais que tomaram o ché do Juca consumiram menor quantidade de
agua do que os demais animais com colite (p=0,001). Para os pesos antes ¢ apds inducdo nao

houveram diferencas significativas (p=0,45) (Tabela 1).

Tabela 1

Peso corporal, consumo de 4gua e de racdo antes e apos a indugdo da colite entre os grupos

experimentais.
Peso Corporal (g) Consumo de Agua (mL) Consumo de Ragdo (g)
Grupos
Experimentais Antes da Depois da Antes da Depois da Antes da Depois da
Inducdo da Inducdoda  Inducdoda  Indugdo da Inducéo da Inducdo da
Colite Colite Colite Colite* Colite* Colite*
Grupo

Controle  349,03+20,09 351,95+17,72 59,74+2,52 51,86+4,63"C  27,54+2,86"  27,42+1,18"
(GC)

Grupo
Controle 351,67+17,35 351,95£17,72 63,71+4,97 58,38+9,24"  31,09+2,97°  22,83+4,32
Colite (GCC)

Grupo Colite
Droga 348,41+15,54 368,61£25,91 58,75+539 58,31+8,30"  29,69+1,58"°  21,55+3,04
(GCD)

Grupo Colite
Juca 356,68+33,52 368,98+26,79 58,29+3.24  44,04+735°  2621+2,02°  20,38+5,60
(GC))

As diferengas entre os pesos foram analisadas pelo teste de Tukey HSD, para o consumo de agua e ragdo que

correspondem entre os periodos de antes da indugdo da colite e apés a inducdo da colite, utilizou-se o teste de
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Kolmogorov-Smirnov ¢ Tukey HSD. Letras diferentes (a,b,c) e asterisco (*) indicam diferencgas estatisticas entre os

grupos (p<0,05).

Na avalia¢dao do IAD houve significancia estatistica para as lesdes e entre os grupos nos dias
1 (p<0,0001), 4 (p<0,0001), 6 (p<0,0001) e 7 (p=0,004). Nos dias 2 (p=0,018) e 3 (p=0,044) as
significancias foram obtidas somente de acordo com o IAD e no dia 5 ndo houve significancia
(Tabela 2). Os ratos do grupo controle ndo apresentavam lesdes intestinais, mas tiveram uma perda

de peso maior no dia 7 (6,36%).

Tabela 2

Mensuracao do indice de atividade da doenga (IAD) entre os dias ap6s indugdo da colite.

Grupos Experimentais

Indice de Grupo Grupo Grupo Colite  Grupo Colite p-Valor
Atividade da Controle Controle Droga Juca
Doenga (GO) Colite (GCC) (GCD) (GC))
Dia 1 1,08+0,59° 0,22+0,4° 0,34+0,61° 2,9242,54° p<0,0001*
Dia 2 0,54+0,9 2,54+2,37 2,43+2,07 0,79+0,63 0,018*
Dia 3 0,59+1,13 0,55+0,41 0,53+0,31 1,68+1,53 0,044%*
Dia 4 1,94+1,43° 0,04+0,11° 0,03+0,11° 1,16+1,01° p<0,0001*
Dia 5 0,01+0,02 0,96+2,64 0,68+1,91 1,15+1,85 0,553
Dia 6 0,00+0,00° 1,26+0,34° 1,33+0,95 0,32+0,50° p<0,0001*
Dia 7 2,12+0,444 0,30+0,34° 1,32+2,27%® 2,16+0,63* 0,004*

O Indice da Atividade da Doenga (IAD) considera a perda de peso, consisténcia das fezes e o sangramento retal em
cada dia e ¢ obtida uma média desses escores que resulta no IAD. Para esses dados aplicou-se a ANOVA seguida do
teste de Games-Howell. Letras diferentes (a,b,c) e asterisco (*) indicam diferengas estatisticas entre os grupos (p<0,05).

Nos dias 2 e 3 detectou-se diferenca para os valores obtidos no dia, mas ndo entre os grupos experimentais.

Houve diferenca significativa entre os grupos experimentais para a lesdo macroscopica do
colon no critério hiperemia (p=0,001) e aderéncia dos 6rgaos (p<0,0001) (Figura 2). Os animais
sem colite estavam sem hiperemia (100%) e a hiperemia ocorreu nos animais com colite sem
tratamento (66,7%), bem como nos que receberam sulfassalazina (60%) e cha do juca (66,7%). A
ulceragdo sem hiperemia ocorreu nos animais com colite sem tratamento (11,1%) e com
sulfassalazina (10%). Os animais sem colite ndo apresentaram aderéncia (100%), mas aqueles com

colite sem tratamento, sim (77,8%), seguidos dos que consumiram a sulfassalazina (10%) e cha do
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jucd (22,2%). Nao houve significancia estatistica entre os grupos para o escore de diarreia

(p=0,276), peso do bago (p=0,466) e peso do colon (p=0,188).

Figura 2. Dano macroscopico do intestino grosso.

Legenda: (A) Grupo Controle (GC): auséncia de danos. (B) Grupo Controle Colite (GCC): Presenga de ulceragdo (seta
A) e hiperemia (seta B). (C) Grupo Colite Droga (GCD) Presenca de Ulceracdo (seta A), Hiperemia (seta B), Dano

extenso caracteristico de necrose (seta C). (D) Grupo Colite Juca (GCJ): Area de hiperemia.

Na avaliagdo microscépica do colon foram observadas diferengas estatisticamente significativas

entre os grupos para a analise da integridade das criptas intestinais (p=0,001) sendo que os animais
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que consumiram o Juca apresentaram maior comprimento das criptas (245,02+63,52 um) seguido
dos animais com colite sem tratamento (218,33+46,74 um) se comparado respectivamente ao
controle sem tratamento (147,93+44,16 um), e aos que consumiram a sulfassalazina (181,42+30,17
um).

Os grupos com colite apresentaram diferenga significativa para inflamacao (p=0,005), com
maior presenca de infiltrado inflamatorio nos ratos com sulfassalazina sendo que 50% apresentou
leve infiltrado inflamatorio, seguido de 30% em quantidade moderada. Nos ratos com colite sem
tratamento, 44% apresentaram leve infiltrado inflamatorio e os demais ndo apresentaram
quantidades médias de inflamacdo. Naqueles que receberam jucd, 33,3% apresentaram leve
inflamacao, seguido de 11,1% com inflama¢ao de grau moderado.

Para o escore total de danos também houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,017),
sendo que os ratos que receberam jucd apresentaram menor escore de danos (66,7%) mas houve
escore de danos teciduais graves em 11,1% nesses animais, seguido daqueles que apresentavam
colite sem tratamento (55,6%) com escore de danos teciduais leves (44,4%) e por ultimo, dos ratos
com sulfassalazina (30%), com escore de danos teciduais leves (40%) seguido de danos teciduais
em quantidade moderada (30%). Nao houveram diferengas significativas para a reeptelizacdo
(p=0,246), hemorragia (p=0,442) (Figura 3).

Os achados microscopicos indicaram presenca de placas de Peyer no IG, porém nido houveram

diferencgas significativas entre os grupos (p=0,256).
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Figura 3. Avaliacdo histopatologica das lesdes do intestino grosso.

Legenda: Grupo Controle (GC). Grupo Controle Colite (GCC). Grupo Colite Droga (GCD). Grupo Colite Juca (GCJ).
Asterisco (*) indicam diferengas estatisticas para as lesdes avaliadas em cada grupo (p<0,05). Para esses dados foram
utilizados os testes de Qui-quadrado, Kolmogorov-Smirnov e ANOVA. Simbolos nas figuras A, B, C e D indicam,
respectivamente a presenga de alteracdes teciduais: A: (¢°) frequéncia média de reepitelizacdo, (¢e*) frequéncia elevada
de reepitelizacdo, (*+) maior frequéncia de pouca reepitelizag@o. B: (**) moderada quantidade de infiltrado inflamatdrio,
(*e*) grande quantidade de infiltrado inflamatorio, (++) maior frequéncia para pouca quantidade de infiltrado
inflamatorio no grupo. C: () baixa ocorréncia de hemorragia, ulceragdes e abcessos, (*¢) moderada ocorréncia de
hemorragia, ulcera¢des ¢ abcessos. D: (0) escore lesional baixo, (0*) maior ocorréncia de escore lesional baixo, (00)

escore lesional moderado e (000) escore lesional elevado.

Na Figura 4 estdo demonstradas as imagens das andlises histopatologicas com as setas
apontando dilatacdo de vasos avaliado no critério reepitelizacdo, infiltrado inflamatério e

integridade das vilosidades intestinais.
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Figura 4. Analises histopatologicas do intestino grosso.

Legenda: (A) Grupo Controle (GC): sem alteragdes (200x). (B) Grupo Grupo Controle Colite (GCC): Seta A apontando
vilosidade integra, Seta B apontando Placa de Peyer com agregado de linfocitos e Seta C apontando dilatacdo de vaso
sanguineo (400x). (C) Grupo Colite Droga (GCD): Seta A apontando auséncia de vilosidades, Seta B apontando
dilatacdo de vasos e Seta C apontando infiltrado neutrofilico (400x). (D). Grupo Colite Juca (GCJ): Seta A apontando

auséncia de vilosidades, Seta B apontando neutréfilo e Seta C apontando dilatagdo de vaso (400x).

Os ratos do GC foram considerados referéncia para avaliagdo dos pardmetros bioquimicos
entre os grupos, de forma que encontrou-se diferencas significativas entre os grupos experimentais
para as dosagens de ALT (U/L) (p=0,041), estando seus niveis mais baixos nos animais que
receberam sulfassalazina e mais elevados nos ratos que consumiram o cha do juca e a albumina
(g/dL) (p<0,001) estava mais baixa nos animais que consumiram a sulfassalazina e reduzida nos
ratos que consumiram o cha do juca (Tabela 3).

Também demonstraram-se estatisticamente significativos os dados de peso do figado
(p=0,001) com maior média de peso nos animais que receberam a sulfassalazina e o calculo da
relacdo albumina/globulina (p<0,001) com menor valor da relagdo nos animais que consumiram

juca e maior resultado naqueles que consumiram a sulfassalazina (Tabela 3).
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Avaliagdo bioquimica da funcdo hepatica, renal, proteinas plasmaticas e estresse oxidativo apds

inducao da colite e tratamento com sulfassalazina e Juca.

Grupos Experimentais

Parametros Grupo Grupo Grupo Colite  Grupo Colite p-Valor
Avaliados Controle Controle Droga Jucé
(GC) Colite (GCC) (GCD) (GCJ)
ALT (U/L) 38,58+5,10a  34.5+13,33c  49,1348,66b  38,86+16,06ach  0,04*
AST (U/L) 114,80425,68 106,76+102,47 82,31+13,48  76.86+11,17 0,39
Ureia (mg/dL)  27,37+8,93 38,35+7,99  62,44495,10  42,8+36,06 0,53
Creatinina 0,27+0,05 0,32+0,04 0,31+0,57 0,37+0,19 0,20
(mg/dL)
Proteinas
totais (/L) 6,00+0,63 5,945.97 6,1620,20 6,21+0,27 0,59
@Z‘glna 3,08£022ab  3,92+0.45bc  4.23+0,13bc  2,91+0,24bc 0,00%
Globulinas 2,92+0,48 2,04+0,19 1,93+0,20 3,30+0,26 0,05
(g/dL)
Relagdo A/G ) 15,0 46 1,9242.37 2.1940.65 0,88+0.92 <0,001*
(g/dL)
FRAP
292,61+19,07  299,06+57,52  290,00+47,77  299,14+83,02 0,2

(mEqg/Trolox)
Figado (g) 3.44+0,19 396+0,56 4,01 +0,35 341+ 0,41 0,001%

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanino aminotransferase; FRAP: capacidade de redugdo do ferro plasmatico;

relacdo A/G: albumina e globulinasLetras diferentes (a,b,c) e asterisco (*) indicam diferencgas estatisticas entre os

grupos (p<0,05). Para esses dados, realizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov, seguido de ANOVA, Kruskal-Wallis e

Teste de Tukey.

Discussao

Apesar de o Juca ser uma planta com potencial antioxidante, cicatrizante e antitlcerogénica

[18], o consumo do cha dessa planta ndo foi capaz de produzir o efeito esperado para reduzir a

inflamagdo causada pela colite. Utilizou-se o chd do Jucd em ratos com colite devido a essa

preparacdo ser uma das formas populares de consumo da planta, tendo em vista que ela pode ser

adquirida diretamente da natureza em determinadas regides do Brasil, bem como em feiras livres

[41].
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Muitas plantas demandam ainda a realizagdo de pesquisas para avaliar sua eficacia e
seguranga na utilizagdo para as mais diversas aplicacdes [42]. Pode ser que se aplicado de outra
forma, como por exemplo, via retal, por meio de enema ou supositdrio, os efeitos do consumo do
Jucé mostrariam resultados diferentes daqueles encontrados neste estudo.

Estudos evidenciaram efeitos toxicos do Juca sobre diversas aplicagdes, nos quais foram
utilizados o extrato hidroalcodlico de diversas partes da planta [43, 44, 45], mas nenhum dessas
pesquisas relacionou os efeitos toxicos em modelos de inducdo de colite, e além do mais, ndo ¢é
comum a utilizagdo do Jucd na forma de extrato alcodlico pela populacdo, sendo comumente
utilizado na forma de ché, xaropes, maceragdes e pomadas [19].

Segundo o parecer técnico n° 033/90 emitido por Brasil [42] no qual avaliaram o consumo
do cha das vagens do Juca sobre uma utilizacdo aguda e subaguda em ratos, ndo foram verificados
efeitos toxicos diante da sua utilizagdao, porém nao foi relatada a dose utilizada, nem mesmo por
quanto tempo se utilizou o cha.

Buscou-se na literatura as doses do Jucd para chd de vagens comumente utilizadas nas
pesquisas com ratos, pois ndo foram encontradas recomendacdes especificas de doses para o uso de
vagens com as sementes trituradas juntas. Encontrou-se uma pesquisa sobre a¢ao antiulcerogénica
do ché de vagens do Juca na qual foi testada sua acao sobre inducao de feridas géstricas com acido
acético e as doses utilizadas do Juca foram de 100, 200 e 400 mg/Kg [46]. A dose de 200 mg/Kg
reduziu a area de ulceras cronicas, e dessa forma, optou-se por utilizar uma dose intermediaria para
verificar seus efeitos sobre os ratos com colite.

Os animais de todos os grupos com colite apresentaram redu¢do no consumo de racao e
agua, entretanto, os ratos que receberam o cha do juca apresentaram um consumo menor ainda de
agua. Tal fato pode ter sido influenciado pelo sabor amargo e adstringente do Juca o que
provavelmente se deve a concentracdo de taninos e minerais nas vagens, dentre eles, o ferro [46, 17,
20]. O baixo consumo de liquidos pode impactar em desidratacdo principalmente quando
relacionado a colite, que causa diarreia, condigdo presente nesses animais.

Além do estresse causado pela manipulagdo dos animais, € importante considerar a injuria
causada pela colite, pois verificou-se nesses animais a presen¢a de cromodacriorreia € mudangas no
apetite, o que influencia no consumo de agua e alimentos. Os animais também apresentaram
alteracdo na coloragdo e consisténcia das fezes, reflexos lentos e apatia [47].

Tais achados podem justificar a alteracdo nos consumos dos animais de todos os grupos
durante o experimento, pois mesmo o grupo controle sem tratamento foi manipulado para fazer
gavagens e foram submetidos a introducao de canula no anus. Acredita-se que os ratos com colite
sentiam desconforto abdominal pois esse sintoma se associa a redugdo de ingestdo dietética [48],

conforme evidenciado pelos resultados de consumo de racao.
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A indugdo de colite com acido acético ocorreu como o esperado, que ¢ um tipo de indugao
de caracteristica aguda, e causa no rato reagdes inflamatorias semelhantes a colite ulcerativa que
ocorre nos homens, pois a inflamag¢ao intestinal ndo ¢ transmural, afetando diretamente as camadas
mucosa e submucosa do intestino [49].

Presume-se que a situagdo de estresse que ocorreu sobre os ratos também possa ter
influenciado sobre os resultados do IAD, esse indice avalia os sinais clinicos relacionados a indugao
da colite que incluem além do percentual de perda de peso, a diarreia e o sangramento retal.
Oliveira et al. [50] relataram piora no IAD nos dias 1, 4 e 7 apos indugdo da colite, tais fatos foram
semelhantes no presente estudo, principalmente para o grupo que recebeu o Juca, no qual os ratos
apresentaram piores indices nos dias 1 e 7. A sulfassalazina manteve os ratos com menor IAD apos
a colite, variando menos esse indice em comparagdo com o grupo que recebeu o Juca.

Mais uma vez, verifica-se que o estresse apresentado pelos animais pode estar associado a
perda de peso [47, 51], pois os animais do grupo controle sem tratamento obtiveram uma maior
perda de peso no dia 7, o que resulta em um elevado IAD para esse dia.

Ao analisar a histopatologia do colon distal, local que foi afetado pela colite induzida,
identificou-se a aderéncia do cdlon e demais 6rgdos abdominais e a hiperemia, que foram
verificados em diversas partes do intestino grosso, e tal fato também ocorreu no estudo de Durmus,
Durmus, Bender & Karatepe [52]. O processo inflamatério costuma se iniciar a partir do
espessamento da parede de um 6rgdo, pode haver eritema e entdo surgem areas hiperemiadas que
podem evoluir para necrose do tecido [53]. Tais alteragdes foram verificadas nos ratos com colite.

O Juca n3o amenizou a hiperemia intestinal, ¢ as zonas de lesdo nestes animais eram
superiores a 2 cm, com grandes danos teciduais, além de também apresentar aderéncia numa
frequéncia maior se comparado aos animais que receberam a sulfassalazina, de forma que o Juca
ndo atenuou as lesdes da colite conforme o esperado.

Analisando por um outro ponto de vista, a hiperemia tecidual apresentada nos animais que
receberam o Jucd pode também estar associada a uma tentativa de cicatrizar ¢ devolver para o
tecido a sua homeostase, de forma que os danos teciduais causados por condi¢cdes como a colite
podem desencadear uma resposta inflamatdria imediata, caracterizada pelo rubor, tumor, calor e
dor. Essas reacdes sao mediadas por células presentes na circulacdo sanguinea ou até mesmo, no
proprio tecido, que produzem uma sinalizagdo quimica [54].

J& a aderéncia apresentada por esse mesmo grupo, pode ser atribuida ao processo cicatricial,
avaliado no critério reepitelizagdo. As aderéncias resultam de uma cicatrizagdo anormal a partir de
uma lesdo tecidual, que se relaciona a formacdo de uma rede de fibrina, devido a agdo de

mediadores inflamatérios como o TGF- e interleucinas que reduzem a capacidade fibrinolitica, o
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que pode trazer uma condicdo muito grave, que ¢ a obstrucdo intestinal, condi¢do observada ao
coletar o intestino de alguns animais [55].

Para a analise de inflamacdo tecidual por meio do infiltrado de células de defesa no intestino
grosso, foi identificada a presenca de neutrdfilos nos grupos com colite, tal fato ¢ esperado diante
do método de indugao de colite utilizado, conforme relatado por Melo et al. [49].

Os neutrofilos sdo subtipos de leucocitos granuldcitos que caracterizam o estado
inflamatorio em lesdes extensas [56]. Essas células normalmente encontram-se em abundancia na
corrente sanguinea, mas quando ha um processo inflamatorio, essas células migram dos vasos
sanguineos para o tecido, com a finalidade de formar uma barreira protetora contra
microorganismos e demais patdgenos [54].

Esse processo ¢ considerado uma resposta rapida, precoce e aguda. Os neutréfilos produzem
quimiocinas que proporcionam a remog¢ao de particulas incomuns ao tecido, como bactérias, bem
como tecido morto e por fim, inicia-se o processo de restauracdo da regido que foi lesionada [57,
58].

A inflamacdo apresentada pelos animais com colite pode ser resultado da propria condigdo
clinica, causada pela inducdo quimica, bem como das substancias liberadas pelo infiltrado
neutrofilico, sendo que por meio de suas enzimas digestivas teciduais, essas células de defesa
podem causar um efeito adverso esperado, devido a sua motilidade e migragdo aos tecidos
lesionados [56].

O Jucé nao eliminou os danos teciduais, mas proporcionou um escore de danos menor nos
animais, € uma pequena parcela desses ratos tiveram danos teciduais graves, resultado da presenga
de eritema, hiperemia, areas de hemorragia e ulceragdes [35].

Nos animais com colite também verificou-se placas de Peyer, o que ndo ¢ comum de ser
encontrado no intestino grosso, € sim no intestino delgado [59], tal fato ¢ resultado de uma
metaplasia das células epiteliais do célon [60]. Acredita-se que a presenca das placas de Peyer se
deva as citocinas inflamatorias produzidas pelo quadro inflamatério associado a colite [61].

O tecido imune de mucosa reveste dentre outros 6rgaos, todo o sistema gastrointestinal, que
tem como funcdo, protegé-lo contra a a¢do de patogenos e que faz parte do sistema imune
adaptativo [60]. Além disso, Lee et al. [62] relatam que uma das caracteristicas da metaplasia no
colon sdo as alteragdes da estrutura da mucosa papilar, trazendo caracteristicas do intestino delgado,
tal fato corrobora com os achados do presente estudo, onde as placas de Peyer, estruturas
comumente encontradas no intestino delgado, foram encontradas no colon.

Apesar dos efeitos danosos observados nos ratos que consumiram o cha do Jucé, ao avaliar
as criptas intestinais, verificou-se que nesses animais € naqueles que possuiam colite sem

tratamento, houve maior comprimento dessas estruturas. Quando hé lesdo intestinal pode haver um
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encurtamento e separagdo, além de descamacdo do epitélio basal do intestino grosso, afetando a
estrutura das criptas e consequentemente, a secre¢do de muco [63]. Como no grupo Jucéd niao foram
verificadas essas alteragdes estruturais nas criptas, tal fato pode indicar que para esse parametro, o
fruto nao foi prejudicial, garantindo assim maior integridade das criptas do intestino grosso [64].
Apesar desses achados, verifica-se ainda na histologia de alguns animais a auséncia de
microvilosidades devido aos efeitos da colite, ndo amenizada pelo Jucd em casos como este.

Para o diagndstico e tratamento das DII também sdo indicados os exames de funcdo renal,
hepatica, albumina e de marcadores inflamatorios [65]. Devido a isso, investigou-se possiveis
alteracdes hepaticas associadas ao uso da sulfassalazina e do chéa do Juca.

A dosagem de ALT, marcador bioquimico de fun¢do hepatica, auxilia no diagnostico de
lesdo aguda que pode estar relacionado ao uso de medicamentos que podem levar a necrose de
hepatdcitos, dentre esses medicamentos, destaca-se a sulfasalazina [66], observando nos animais em
uso desse medicamento um nivel elevado de ALT, considerando a referéncia de 38 a 82 U/L para
ratos machos [67].

A sulfassalazina ¢ um medicamento da classe dos aminosalicilatos com atuagdo direta sobre
o colon, utilizado no tratamento das DII, foi administrada em um grupo com colite, devido ao seu
papel de amenizar o processo processo inflamatorio e manter o individuo em periodo de remissao
da doenga [68].

Os efeitos colaterais associados ao uso da sulfassalazina incluem nauseas, diarreia, dor
abdominal, bem como a hepatotoxicidade [68], atribuida a elevacdo da ALT, e ao maior peso de
figado encontrado no presente estudo, o que pode-se associar ao acumulo de infiltrado inflamatoério
hepatico [69]. Dessa forma, acredita-se que esses animais sofreram uma injuria hepatica devido a
uma hepatite toxica causada pelo farmaco [70].

Além disso, 0 uso de medicamentos para colite e a condicdo inflamatoria da doenca,
aumenta o risco de lesdes hepaticas [71, 72, 73], um exemplo ¢ o estudo de Chiba et al [74] no qual
os autores relatam o desenvolvimento de doenca hepatica gordurosa nao alcoolica em um paciente
com retocolite ulcerativa.

Apesar das divergéncias encontradas nas dosagem da AST entre os ratos do controle sem
tratamento e dos demais animais dos grupos com colite, havia normalidade nos resultados obtidos,
tendo como referéncia o estudo de lima et al. [67] que ¢ de 61 a 210 U/L para ratos machos.
Segundo Melo et al. [75], a AST ¢ uma enzima encontrada também no coragdo, ¢ o sangue foi
coletado via pungdo cardiaca, o que justificaria o resultado mais elevado dessa enzima em alguns
animais.

O funcionamento do figado também se relaciona a producao e sintese de algumas proteinas,

dentre elas, a albumina, uma proteina de fase aguda negativa e as globulinas [76]. Os quadros de ma
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absor¢do intestinal associados com diarreia que ocorre em individuos com colite em diferentes
graus, levam a uma inflamagdo aguda intestinal que podem influenciar nos niveis de albumina, e
também a um quadro de desnutrigdo [66].

Dessa forma, tem-se duas situagdes que podem contribuir com a hipoalbuminemia, a
primeira, que corresponde a uma hemodilui¢do da albumina ou até mesmo uma perda intestinal de
proteinas plasmaticas [56], bem como a mobilizagdo de proteinas devido a gravidade da injaria
causada pela colite [76]. Ambas as hipoteses refletem a situacdo nutricional e o estado inflamatorio
[77].

Acredita-se que ocorreu a hipoalbuminemia por exsudacao intersticial, caracterizada pela
fuga da albumina para o intersticio. Com a redugdo dos niveis de albumina, a pressdo oncdtica
também reduz, e uma das manifestacdes dessa condicdo ¢ o edema. Seguido dessas reacdes, ha o
aumento das globulinas [76, 62], ambas as alteragdes citadas ocorreram nos animais que
consumiram o Juca.

As globulinas estdo associadas a gravidade de inflamacdo na DII, seu aumento resulta da
progressdo da doenca. Quando se trata de DII, a relagdo albumina/globulina menor do que 1,0 g/dL
¢ um marcador de mau progndstico, de forma que nos animais com o consumo do cha do Juca essa
relagdo econtrava-se muito baixa, indicando assim, a gravidade da inflamagdo, fato esse que se
associa aos achados de infiltrado inflamatorio neutrofilico no intestino dos ratos com colite e
consumo de juca, [77, 76, 78].

Além das alteracdes hepaticas, verifica-se também um aumento dos niveis de ureia nos
animais que consumiram a sulfassalazina, fato esse que pode estar associado com o quadro de

desidratacao causado pela colite [11] e pelo baixo consumo de dgua ja relatados anteriormente.

Conclusao

A dose utilizada do juca ndao demonstrou causar hepatotoxicidade, mas o uso de
sulfassalazina, sim, causando hepatite toxica. A reagdo inflamatoéria causada pela colite foi de
caracteristica aguda. Houve aumento de hiperemia intestinal, infiltrafo neutrofilico, aderéncia e
metaplasia nos animais que consumiram o Jucd, mas as criptas intestinais mantiveram seu

comprimento. A relagcdo albumina/globulina indicou piora no desfecho da colite dos ratos com Juca.
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ANEXO A- PARECER FINAL DO COMITE ASSESSOR DE PESQUISA INSTITUCIONAL (CAPI)
E DA COMISSAO DE ETICA EM USO DE ANIMAIS (CEUA)
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ANEXO B- INSTRUGOES PARA AUTORES DA REVISTA RESEARCH, SOCIETY AND
DEVELOPMENT (ARTIGO A)

1) Estrutura do texto:

e Titulo nesta sequéncia: inglés, portugués e espanhol.

e Os autores do artigo (devem ser colocados nesta sequéncia: nome, ORCID,
instituicdo, e-mail). NOTA: O numero ORCID ¢ individual para cada autor, sendo
necessario para registro no DOI, e em caso de erro n&o € possivel efetuar o
registro no DOI).

e Resumo e Palavras-chave nesta sequéncia: Portugués, Inglés e Espanhol (o
resumo deve conter o objetivo do artigo, metodologia, resultados e conclusao do
estudo. Deve ter entre 150 e 250 palavras);

e Corpo do texto (deve conter as segbes: 1. Introdugdo, em que ha contexto,
problema estudado e objetivo do artigo; 2. Metodologia utilizada no estudo, bem
como autores que sustentam a metodologia; 3. Resultados (ou alternativamente |,
3. Resultados e Discusséo, renumerando os demais subitens), 4. Discusséao e, 5.
Consideracgoes finais ou Conclusao);

e Referéncias: (Autores, o artigo deve ter no minimo 20 referéncias t&o atuais quanto
possivel. Tanto a citagcao no texto quanto o item de Referéncias, utilizar o estilo de
formatacdo da APA - American Psychological Association. As referéncias devem
ser completas e atualizadas. ordem alfabética crescente, pelo sobrenome do
primeiro autor da referéncia, ndo devem ser numerados, devem ser colocados em
tamanho 8 e espagamento 1,0, separados entre si por um espago em branco).

2) Disposicao:

e Formato Word (.doc);

e Escrito em espaco de 1,5 cm, usando fonte Times New Roman 10, em formato A4
e as margens do texto devem ser inferior, superior, direita e esquerda de 1,5 cm;

e Os recuos séo feitos na régua do editor de texto (ndo pela tecla TAB);

e Os artigos cientificos devem ter mais de 5 paginas.

3) Figuras:

A utilizagdo de imagens, tabelas e ilustracbes deve seguir o bom senso e,
preferencialmente, a ética e a axiologia da comunidade cientifica que discute os temas do
manuscrito. Nota: o tamanho maximo do arquivo a ser enviado é de 10 MB (10 mega).

Figuras, tabelas, quadros etc. (devem ter sua chamada no texto antes de serem inseridas.
Apos sua insergdo, a fonte (de onde vem a figura ou tabela...) e um paragrafo de
comentario para dizer o que o leitor deve observar é importante neste recurso

As figuras, tabelas e gréficos ... devem ser numerados em ordem crescente, os titulos das
tabelas, figuras ou graficos devem ser colocados na parte superior e as fontes na parte
inferior.

4) Autoria:
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O arquivo word enviado no momento da submissdo NAO deve conter os nomes dos
autores.

Todos os autores precisam ser incluidos apenas no sistema da revista e na versao final
do artigo (apds analise dos revisores da revista). Os autores devem ser cadastrados
apenas nos metadados e na versdo final do artigo por ordem de importancia e
contribuicdo para a construgdo do texto. NOTA: Os autores escrevem os nomes dos
autores na grafia correta e sem abreviaturas no inicio e no final do artigo e também no
sistema da revista.

O artigo deve ter no maximo 10 autores. Para casos excepcionais, € necessaria a
consulta prévia a Equipe da Revista.

5) Comité de Etica e Pesquisa:

Pesquisas envolvendo seres humanos devem ser aprovadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa.

6) Videos tutoriais:
e Cadastro de novo usuario: https://youtu.be/udVFytOmZ3M

e Passo a passo da submissao do artigo no  sistema da
revista: https://youtu.be/OKGdHs7b2Tc

7) Exemplo de referéncias APA:
e Artigo de jornal:

Gohn, MG & Hom, CS (2008). Abordagens tedricas ao estudo dos movimentos sociais na
América Latina. Caderno CRH , 21 (54), 439-455.

e Livro:

Ganga, GM D.; Soma, TS & Hoh, GD (2012). Trabalho de conclusdo de curso (TCC) em
engenharia de produgéo . Atlas.

e Pagina da Internet:

Amoroso, D. (2016). O que é Web 2.0? http://www.tecmundo.com.br/web/183-0-que-e-
web-2-0-

8) A revista publica artigos originais e inéditos que ndo sejam postulados
simultaneamente em outras revistas ou 6rgéos editoriais.

9) Duvidas: Qualquer duvida envie um email para rsd.articles@gmail.com ou
dorlivete.rsd@gmail.com ou WhatsApp (55-11-98679-6000).

Aviso de direitos autorais

Os autores que publicam nesta revista concordam com os seguintes termos:
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1) Os autores mantém os direitos autorais e concedem a revista o direito de primeira
publicagdo com o trabalho simultaneamente licenciado sob uma Licenca Creative
Commons Attribution que permite o compartiihamento do trabalho com reconhecimento
da autoria do trabalho e publicacio inicial nesta revista.

2) Os autores podem entrar em acordos contratuais adicionais separados para a
distribuicdo ndo exclusiva da versao publicada do trabalho da revista (por exemplo, posta-
lo em um repositério institucional ou publica-lo em um livro), com reconhecimento de sua
publicacdo nesta revista.

3) Autores sdo permitidos e incentivados a postar seus trabalhos online (por exemplo, em
repositdrios institucionais ou em seu site) antes e durante o processo de submisséao, pois
isso pode levar a trocas produtivas, bem como a maior e maior citacdo de trabalhos
publicados.

Declaracao de privacidade

Os nomes e enderecgos informados a este jornal sdo de seu uso exclusivo e ndo serao
repassados a terceiros.
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ANEXO C- INSTRU(}()ES PARA AUTORES DA REVISTA NUTRITION (ARTIGO B)
Submission checklist

Ensure that the following information and files have been included. One author has been
designated as the corresponding author with contact details: E-mail address Full postal
address Manuscript: Word doc or similar required. PDF is not suitable for review and
production. Include keywords. Has been spell-checked and grammar checked. Has been
edited by professional, preferably native-English-speaking editor. Tables: Include titles,
description, footnotes. Create tables in the document rather than inserting image files, so
that changes can be made. Figures: High quality and good resolution. Provide separate
image files as well as in-manuscript. Include relevant captions. Indicate clearly if color
should be used for any figures in print. Ensure all figure and table citations in the text
match the files provided. If applicable include as separate files: Graphical abstracts
Highlights (3-5, document file) Supplemental files References: All references mentioned in
the Reference List are cited in the text, and vice versa. Make sure reference style is
consistent throughout. Further considerations: Permission has been obtained for use of
copyrighted material from other sources (including the Internet). Relevant declarations of
interest have been made. Journal policies detailed in this guide have been reviewed.
Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements. Your
Paper Your Way We now differentiate between the requirements for new and revised
submissions. You may choose to submit your manuscript as a single Word or PDF file to
be used in the refereeing process. Only when your paper is at the revision stage, will you
be requested to put your paper in to a 'correct format' for acceptance and provide the
items required for the publication of your article. To find out more, please visit the

Preparation section below.
BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing Please see our information on Ethics in publishing. CONDITIONS OF
PUBLICATION — ETHICAL AND LEGAL CONSIDERATIONS All material submitted to
Nutrition, for any section of the journal, is considered for publication on the understanding
that authors (including all coauthors) agree to Nutrition's publication policies as stated in
this section of the Guidelines to Authors. In the event of non-compliance with these
conditions of publication, including issues that surface after a contribution is published,
Nutrition's rights include: sending a notice of failure to comply to authors' employers and

funding agencies; and/or informing readers via a published correction/retraction; the latter
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is linked to the original contribution via electronic indexing and becomes part of the formal

published record.

Research/publication misconduct is a serious breach of ethics. Such misconduct includes:
i) Redundant or duplicate publication by same author(s), ii) Publication in another source
by the same author(s) without acknowledgement or permission from the publisher, or iii)
Plagiarism or self-plagiarism (publication of material without acknowledging original author
source). iv) Fabrication of data, not substantiable via review of research records. Should
such publications occur, editorial action would be taken. In certain cases, secondary
publication is justifiable and even beneficial; however, such circumstances should be
prospectively discussed with and agreed upon by the Editor-In-Chief. Nutrition will not
accept a submission of work previously reported in large part in a published article
(duplicate) or that is contained in another paper submitted or accepted for publication in

Nutrition or elsewhere.
Informed consent and patient details

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent,
which should be documented in the paper. Appropriate consents, permissions and
releases must be obtained where an author wishes to include case details or other
personal information or images of patients and any other individuals in an Elsevier
publication. Written consents must be retained by the author but copies should not be
provided to the journal. Only if specifically requested by the journal in exceptional
circumstances (for example if a legal issue arises) the author must provide copies of the
consents or evidence that such consents have been obtained. For more information,
please review the Elsevier Policy on the Use of Images or Personal Information of Patients
or other Individuals. Unless you have written permission from the patient (or, where
applicable, the next of kin), the personal details of any patient included in any part of the
article and in any supplementary materials (including all illustrations and videos) must be

removed before submission.
Declaration of competing interest

Corresponding authors, on behalf of all the authors of a submission, must disclose any
financial and personal relationships with other people or organizations that could
inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest

include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony,
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patent applications/registrations, and grants or other funding. All authors, including those
without competing interests to declare, should provide the relevant information to the
corresponding author (which, where relevant, may specify they have nothing to declare).
Corresponding authors should then use this tool to create a shared statement and upload
to the submission system at the Attach Files step. Please do not convert the .docx

template to another file type. Author signatures are not required.
Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under
consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and
tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that,
if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
language, including electronically without the written consent of the copyrightholder. To
verify originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check. Preprints Please note that preprints can be shared anywhere at any time,
in line with Elsevier's sharing policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will
not count as prior publication (see 'Multiple, redundant or concurrent publication' for more

information).
Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
differences, and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions
about the beliefs or commitments of any reader; contain nothing which might imply that
one individual is superior to another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture,
sexual orientation, disability or health condition; and use inclusive language throughout.
Authors should ensure that writing is free from bias, stereotypes, slang, reference to
dominant culture and/or cultural assumptions. We advise to seek gender neutrality by
using plural nouns ("clinicians, patients/clients") as default/wherever possible to avoid
using "he, she," or "he/she." We recommend avoiding the use of descriptors that refer to
personal attributes such as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation,
disability or health condition unless they are relevant and valid. When coding terminology

is used, we recommend to avoid offensive or exclusionary terms such as "master”, "slave",

"blacklist" and "whitelist". We suggest using alternatives that are more appropriate and
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(self-) explanatory such as "primary", "secondary", "blocklist" and "allowlist". These
guidelines are meant as a point of reference to help identify appropriate language but are

by no means exhaustive or definitive.
Author contributions

For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their
individual contributions to the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualization;
Data curation; Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project
administration; Resources; Software; Supervision; Validation; Visualization; Roles/Writing -
original draft; Writing - review & editing. Authorship statements should be formatted with
the names of authors first and CRediT role(s) following. More details and an example.

Authorship

Corresponding Author: One author is designated the corresponding author (not
necessarily the senior author) who will be approached to clarify any issues, such as those
pertaining to materials and methods, or technical comments. If Nutrition receives feedback
from its readers concerning the published paper,the corresponding author will be
contacted. It is this author's responsibility to inform all coauthors of such matters to ensure
they are dealt with promptly. The corresponding author must affirm in the cover letter at
the time of submission that: 1. None of the material in the manuscript is included in
another manuscript, has been published previously, or is currently under consideration for
publication elsewhere. This includes symposia proceedings, transactions, books, articles
published by invitation, and preliminary publications of any kind except an abstract of less
than 250 words. If there is any question concerning potential overlap, the related material
must be included for evaluation. 2. Ethical guidelines were followed by the investigator in
performing studies on humans or animals and should be described in the paper. The
approval of the institutional review board of either animal or human ethics committee must
be cited in the Methods. 3. Each author must have participated sufficiently in the work to
take public responsibility for the content of the paper and must approve of the final version
of the manuscript. Authorship should be based on substantive contributions to each of the
following: conception and design of the study; generation, collection, assembly, analysis
and/or interpretation of data; and drafting or revision of the manuscript; approval of the
final version of the manuscript. Authors are required to include a statement in the
Acknowledgements to specify the actual contribution of each coauthor under the above
headings. 4. If requested, the authors will provide the data or will cooperate fully in
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obtaining and providing the data on which the manuscript is based for examination by the

editors or their assignees
Changes to Authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the
authorship of accepted manuscripts: Changes to author names after acceptance are
strongly discouraged and can be accepted only in compelling circumstances. Before the
accepted manuscript is published in an online issue Requests to add or remove an author,
or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the
corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the
name should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written
confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition, removal
or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation
from the author being added or removed. Requests that are not sent by the corresponding
author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who must
follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the
Journal Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an
online issue is suspended until authorship has been agreed. After the accepted manuscript
is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange author names in
an article published in an online issue will follow the same policies as noted above and

result in a corrigendum.
Reporting clinical trials

Randomized controlled trials should be presented according to the CONSORT guidelines.
At manuscript submission, authors must provide the CONSORT checklist accompanied by
a flow diagram that illustrates the progress of patients through the trial, including
recruitment, enrollment, randomization, withdrawal and completion, and a detailed
description of the randomization procedure. The CONSORT checklist and template flow

diagram are available online.
Registration of Clinical Trials

Registration in a public trials registry is a condition for publication of clinical trials in this
journal in accordance with International Committee of Medical Journal Editors
recommendations. Trials must register at or before the onset of patient enroliment. The
clinical trial registration number should be included at the end of the abstract of the article.
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A clinical trial is defined as any research study that prospectively assigns human
participants or groups of humans to one or more health-related interventions to evaluate
the effects of health outcomes. Health-related interventions include any intervention used
to modify a biomedical or health-related outcome (for example drugs, surgical procedures,
devices, behavioural treatments, dietary interventions, and process-of-care changes).
Health outcomes include any biomedical or health-related measures obtained in patients
or participants, including pharmacokinetic measures and adverse events. Purely
observational studies (those in which the assignment of the medical intervention is not at

the discretion of the investigator) will not require registration.
Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement’
form or a link to the online version of this agreement. Subscribers may reproduce tables of
contents or prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their
institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the
institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written
permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authors in these cases. For gold open access articles: Upon
acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'License Agreement' (more
information). Permitted third party reuse of gold open access articles is determined by the

author's choice of user license.
Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
More information. Elsevier supports responsible sharing Find out how you can share your

research published in Elsevier journals.
Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s),

if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of
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the report; and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s)

had no such involvement, it is recommended to state this.
Open Access

Please visit our Open Access page for more information.
Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-
career researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at
Researcher Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides
and resources to guide you through the process of writing for research and going through
peer review. Feel free to use these free resources to improve your submission and
navigate the publication process with ease. Language (usage and editing services) Please
write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's

Author Services.
Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single
PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to
typeset your article for final publication. All correspondence, including notification of the
Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail. Submit your article All new
manuscripts must be submitted through Nutrition's online submission and review Web site
https://www.editorialmanager.com/nut Suggesting reviewers Please submit the names and
institutional e-mail addresses of several potential reviewers. You should not suggest
reviewers who are colleagues, or who have co-authored or collaborated with you during
the last three years. Editors do not invite reviewers who have potential competing interests
with the authors. Further, in order to provide a broad and balanced assessment of the
work, and ensure scientific rigor, please suggest diverse candidate reviewers who are
located in different countries/ regions from the author group. Also consider other diversity

attributes e.g. gender, race and ethnicity, career stage, etc. Finally, you should not include
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existing members of the journal's editorial team, of whom the journal are already aware.

Note: the editor decides whether or not to invite your suggested reviewers.
PREPARATION NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through
the creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a
single PDF file, which is used in the peer-review process. As part of the Your Paper Your
Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file to be used in the
refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or layout
that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough
quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the
source files at the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10
MB must be uploaded separately. Formatting author group Omission of titles after author
names is required, since they can create confusion and misunderstandings, and delay
publication time. References There are no strict requirements on reference formatting at
submission. References can be in any style or format as long as the style is consistent.
Where applicable, author(s) name(s), journal title/ book title, chapter title/article title, year
of publication, volume number/book chapter and the article number or pagination must be
present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be

highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements There are no strict formatting requirements but all manuscripts
must contain the essential elements needed to convey your manuscript, for example
Abstract, Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork
and Tables with Captions. If your article includes any Videos and/or other Supplementary
material, this should be included in your initial submission for peer review purposes. Divide
the article into clearly defined sections. Figures and tables embedded in text Please
ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant
text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding

caption should be placed directly below the figure or table.
The peer review process

Double anonymized review This journal operates a double anonymized review process. All

contributions will be initially assessed by the editor for suitability for the journal. Papers
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deemed suitable are then typically sent to a minimum of two independent expert reviewers
to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision
regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors are not
involved in decisions about papers which they have written themselves or have been
written by family members or colleagues or which relate to products or services in which
the editor has an interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual
procedures, with peer review handled independently of the relevant editor and their
research groups. More information on types of peer review. Anonymized review means the
identities of the authors are concealed from the reviewers, and vice versa. More
information is available on our website. To facilitate this, please include the following
separately: Title page (with author details): This should include the title, authors' names,
affiliations, acknowledgements and any Declaration of Interest statement, and a complete
address for the corresponding author including an e-mail address. Anonymized manuscript
(no author details): The main body of the paper (including the references, figures, tables
and any acknowledgements) should not include any identifying information, such as the

authors' names or affiliations.

An outline of what to expect, for this journal, from receipt of submission to first

decision

The Managing Editor determines, generally within a week, whether the language and
presentation are sufficiently clear for the review process, and whether there are any ethical
or basic quality issues. If there are any concerns, the manuscript may be returned to the
author for a chance to improve the manuscript. If the manuscript is then deemed clear and
ethical, it goes to the Editor in Chief or Deputy Editor in Chief. Authors sometimes ask why
the English must be improved at this stage, as it takes time and can be costly. The reason
is that it helps us to engage the services of expert reviewers within a reasonable time
frame, as they receive many requests, and helps all who check the manuscript to be sure
of the authors' meaning from the start. Elsevier has an English-editing service, but authors
are free to use any editor they like, as long as the result is a manuscript in which the
science and methods are explained clearly. The Editor in Chief determines, also generally
within a week, whether the science and methods are sufficiently sound for peer review,
and the topic important enough for consideration of publication in this particular journal. If
the manuscript passes this stage, it goes on to the Associate Editor. The Associate Editor
manages the review process. Only a few reviewers can be invited at a time, and they are

each allowed a maximum of five workdays to respond. If they agree to our request, they
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are given 14 days to review the manuscript. If they are late, they are sent reminders. If
they do not respond to reminders, they are uninvited and a new reviewer is invited in their
place. When the Associate Editor determines that a sufficient amount of input has been
provided by the reviewers, a decision is made. The decision may require further
confirmation from the Editor in Chief. If, after 90 days from the date of submission, outside
reviewer input is still deemed insufficient, the Associate Editor is required to make, in
consultation with other editors or board members if needed, their own decision.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software Regardless of the file format of the original submission,
at revision you must provide us with an editable file of the entire article. Keep the layout of
the text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on
processing the article. The electronic text should be prepared in a way very similar to that
of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). See also the
section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use

the 'spell-check' and 'grammar-check’ functions of your word processor.
Article structure

Subdivision - unnumbered sections Divide your article into clearly defined sections. Each
subsection is given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.
Subsections should be used as much as possible when crossreferencing text: refer to the
subsection by heading as opposed to simply 'the text'. Introduction State the objectives of
the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a
summary of the results. Material and methods Provide sufficient details to allow the work
to be reproduced by an independent researcher. Methods that are already published
should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly from a previously
published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications to
existing methods should also be described. Theory/calculation A Theory section should
extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the Introduction and
lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a practical
development from a theoretical basis. Results Results should be clear and concise.
Discussion This should explore the significance of the results of the work, not repeat them.
A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and discussion of published literature. Conclusions The main conclusions of the study may
be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a subsection
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of a Discussion or Results and Discussion section. Appendices If there is more than one
appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in appendices
should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc. This should
include 1) title of paper (use no abbreviations, limit: 120 characters with spaces), 2)
running head of fewer than 55 characters with spaces, 3) full names of all authors with
highest academic degree(s); 4) affiliations of all authors; 4) role of each author in the work
(see Authorship); 5) a word count for the entire manuscript (including figures and tables),
and the number of figures and tables, 4) the complete mailing address (including
telephone, fax, and e-mail address of the corresponding author for e-mailing of proofs and
reprint requests).

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your
article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture
the novel results of your research as well as new methods that were used during the study
(if any). Please have a look at the examples here: example Highlights. Highlights should
be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please use
'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters,
including spaces, per bullet point). Abstracts should be no more than 250 words. The

structured abstract for an original investigation should be organized as follows:

Objective: The abstract should begin with a clear statement of the precise objective or
question addressed in the paper. If a hypothesis was tested, it should be stated. Research
Methods & Procedures: The basic design of the study and its duration should be
described. The methods used should be stated, the statistical data/methods provided and
referenced. Results: The main results of the study should be given in narrative form.
Measurements or other information that may require explanation should be defined. Levels
of statistical significance should be indicated, including other factors crucial to the outcome
of the study. Conclusion(s): State only conclusions that are directly supported by the
evidence and the implications of the findings. Graphical abstract Although a graphical
abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online article.
The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be

submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide
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an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image
should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi.
Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical
Abstracts on our information site. Authors can make use of Elsevier's lllustration Services
to ensure the best presentation of their images and in accordance with all technical

requirements.
Keywords

5—7 key words or phrases should be provided which should be selected from the body of
the text and not duplicate title words. Abbreviations Define abbreviations that are not
standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such
abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention
there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the

article.
Acknowledgments

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.). Formatting of
funding sources List funding sources in this standard way to facilitate compliance to
funder's requirements: Funding: This work was supported by the National Institutes of
Health [grant numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA
[grant number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number aaaal. It is
not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that
provided the funding. If no funding has been provided for the research, it is recommended
to include the following sentence: This research did not receive any specific grant from
funding agencies in the public, commercial, or not-for-profit sectors. Units Follow
internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If

other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae Please submit math equations as editable text and not as images. Present

simple formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
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horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred
to explicitly in the text). Footnotes Footnotes should be used sparingly. Number them
consecutively throughout the article. Many word processors build footnotes into the text,
and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of
footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the

article.

Artwork
Electronic artwork
General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

 Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

» For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables
within a single file at the revision stage.

 Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate

source files.

A detailed guide on electronic artwork is available. You are urged to visit this site; some
excerpts from the detailed information are given here. Formats Regardless of the
application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or convert the
images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below): EPS (or PDF): Vector drawings.
Embed the font or save the text as 'graphics'. TIFF (or JPG): Color or grayscale
photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped line
drawings: use a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-

tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.

Please do not:
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» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low.
» Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge,
that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed
version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs
from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for

color: in print or online only. Further information on the preparation of electronic artwork.
lllustration services

Elsevier's Author Services offers lllustration Services to authors preparing to submit a
manuscript but concerned about the quality of the images accompanying their article.
Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-style images, as
well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available, where
our illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please
visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on
the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations

themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next
to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in
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them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using

vertical rules and shading in table cells.
References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should
follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a
reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online
links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the
references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication
year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be
careful as they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged. A DOl is
guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar
J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of
the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical
Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations

should be in the same style as all other references in the paper.
Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the

reference list.

Data references
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This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset]
immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The

[dataset] identifier will not appear in your published article.
References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any

citations in the text) to other articles in the same Special Issue.
Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article,
after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample
references and citations as shown in this Guide. If you use reference management
software, please ensure that you remove all field codes before submitting the electronic
manuscript. More information on how to remove field codes from different reference

management software.
Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can
be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/ book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI is
highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted
article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should

be arranged according to the following examples:

Reference style Text:
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Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given. List:
Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they

appear in the text. Examples:
Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci
Commun 2010;163:51-9. https://doi.org/10.1016/].S¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article.
Heliyon. 2018;19:e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205

Reference to a book: [3] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York:
Longman; 2000.

Reference to a chapter in an edited book: [4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an
electronic version of your article. In: Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the
electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.

Reference to a website: [5] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK,
http://www.cancerresearchuk.org/ aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003
[accessed 13 March 2003].

Reference to a dataset: [dataset] [6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T.
Mortality data for Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions,
Mendeley Data, v1; 2015. https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the
first 6 should be listed followed by 'et al." For further details you are referred to 'Uniform
Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc
1997;277:927-34) (see also Samples of Formatted References). Journal abbreviations
source Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word

Abbreviations.

Video
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Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files
should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to
ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the file in
one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1
GB in total. Video and animation files supplied will be published online in the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a
separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link
to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages.
Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal,
please provide text for both the electronic and the print version for the portions of the

article that refer to this content.
Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about

available data visualization options and how to include them with your article.
Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published
with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as
they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit
your material together with the article and supply a concise, descriptive caption for each
supplementary file. If you wish to make changes to supplementary material during any
stage of the process, please make sure to provide an updated file. Do not annotate any
corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option in
Microsoft Office files as these will appear in the published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
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articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that
validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also
encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and

other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript
and reference list. Please refer to the "References" section for more information about
data citation. For more information on depositing, sharing and using research data and

other relevant research materials, visit the research data page.
Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link
articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying
data that gives them a better understanding of the research described. There are different
ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link your
dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For
more information, visit the database linking page. For supported data repositories a
repository banner will automatically appear next to your published article on ScienceDirect.
In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of
your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including
raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods)
associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the
submission process, after uploading your manuscript, you will have the opportunity to
upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and
directly accessible to readers next to your published article online. For more information,
visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief
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You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw
data into a data article published in Data in Brief. A data article is a new kind of article that
ensures that your data are actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and
made publicly available to all upon publication (watch this video describing the benefits of
publishing your data in Data in Brief). You are encouraged to submit your data article for
Data in Brief as an additional item directly alongside the revised version of your
manuscript. If your research article is accepted, your data article will automatically be
transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed, published open
access and linked to your research article on ScienceDirect. Please note an open access
fee is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief

website. Please use this template to write your Data in Brief data article.
Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why
during the submission process, for example by stating that the research data is
confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For
more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE
Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with
their proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a
link to our online proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The
environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a
faster and less error-prone process by allowing you to directly type your corrections,
eliminating the potential introduction of errors. If preferred, you can still choose to annotate
and upload your edits on the PDF version. All instructions for proofing will be given in the
e-mail we send to authors, including alternative methods to the online version and PDF.
We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of

the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication
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will only be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to
ensure that all corrections are sent back to us in one communication. Please check
carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be

guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.
Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50
days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share
Link can be used for sharing the article via any communication channel, including email
and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order
form which is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-
authors may order offprints at any time via Elsevier's Author Services. Corresponding
authors who have published their article gold open access do not receive a Share Link as
their final published version of the article is available open access on ScienceDirect and
can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find
everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch. You can also check

the status of your submitted article or find out when your accepted article will be published.
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“Resiliência é a capacidade de sair de dentro de si, 

mesmo naqueles momentos em que tudo parece 

estar muito ruim e encarar o mundo do lado de fora 

de cabeça erguida, olho no olho e com o maior 

sorriso que tiver em seu arsenal de sorrisos”. 

(Autor Desconhecido)


RESUMO



Análise da composição nutricional e de compostos bioativos do chá do jucá (Libidibia ferrea) e seus efeitos na colite distal inflamatória não infecciosa induzida em ratos



O Brasil possui abundância de plantas nas quais destaca-se o Jucá ou “Pau ferro” e pode ser utilizado na medicina popular devido às suas propriedades antidiarreicas, cicatrizantes e analgésicas. A colite é uma doença inflamatória que causa má absorção de nutrientes e carências nutricionais. A fitoterapia para o tratamento de doenças inflamatórias intestinais é evidenciado na literatura com a finalidade de reduzir a inflamação e trazer menos efeitos colaterais. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do chá de vagens com sementes de Jucá trituradas juntas, para o tratamento curativo em ratos com colite aguda. Determinou-se os nutrientes e antioxidantes do Jucá. Utilizou-se 40 ratos Wistar machos, divididos em 4 grupos (n=10/grupo): controle (animais saudáveis), controle colite (colite induzida), controle droga (recebendo sulfassalazina (300 mg kg-1/dia, por gavagem oral, durante 7 dias) e grupo jucá (receberam uma dose do fruto de 285mg/Kg/dia de jucá na forma de chá, via gavagem, durante 7 dias). O chá foi preparado por meio de infusão. Foi determinado o índice de atividade da doença, escore de dano macroscópico do intestino grosso, análises histopatológicas do intestino grosso, exames bioquímicos e de mensuração de antioxidação. O Jucá era maduro com teor de matéria seca (88,57±0,69 g/100 g), proteínas (7,31±0,21 mg/100 g), ferro (11,87±2,14 mg/100 g), zinco (2,03±0,07 mg/100 g) elevados. No chá foram identificados compostos fenólicos (12,22±1,04 mg GAE/g-1), flavonóides (4,63±0,76 mg Catequina/g-1) e antioxidantes (48,29±5,5 µM Trolox g-1). O grupo que recebeu o chá do jucá reduziu o consumo de água e ração (p<0,0001), apresentou maior índice de atividade da doença no dia 1 (p<0,0001) e no dia 7 (p=0,004). Todos os animais com colite apresentaram hiperemia (p=0,001) e aderência de órgãos (p<0,0001). A relação albumina/globulina foi menor nos animais que consumiram o chá (p<0,001) e a ALT (p=0,04) e o peso do fígado (p=0,001) estavam elevados nos animais com sulfassalazina. O Jucá possui elevado teor de proteina, e minerais. Houve maior concentração de compostos fenólicos, flavonoides e antioxidantes no extrato metanólico, porém, é por meio do consumo do chá das partes da planta que a população faz o uso do Jucá. A reação inflamatória causada pela colite foi de característica aguda. Houve aumento de hiperemia intestinal, infiltrafo neutrofílico, aderência e metaplasia nos animais com colite. A relação albumina/globulina indicou piora no desfecho da colite dos ratos com Jucá e o uso da sulfassalazina gerou toxicidade hepática.



Palavras-chave: Plantas medicinais; Antioxidantes; Inflamação; Intestino grosso; Diarreia. 




ABSTRACT



Analysis of the nutritional composition and bioactive compounds of jucá tea (Libidibia ferrea) and their effects on non-infectious inflammatory distal colitis induced in rats




Brazil has an abundance of plants in which Jucá or “Pau ferro” stands out and can be used in folk medicine due to its antidiarrheal, healing and analgesic properties. Colitis is an inflammatory disease that causes malabsorption of nutrients and nutritional deficiencies. Phytotherapy for the treatment of inflammatory bowel diseases is evidenced in the literature in order to reduce inflammation and bring fewer side effects. The aim of the study was to evaluate the effects of pod tea with Jucá seeds crushed together for curative treatment in rats with acute colitis. Jucá nutrients and antioxidants were determined. Forty male Wistar rats were divided into 4 groups (n=10/group): control (healthy animals), control colitis (induced colitis), control drug (receiving sulfasalazine (300 mg kg-1/day, by oral gavage for 7 days) and the jucá group (they received a dose of the fruit of 285mg/Kg/day of jucá in the form of tea, via gavage, for 7 days). The tea was prepared by infusion. The disease activity index, macroscopic damage score of the large intestine, histopathological analysis of the large intestine, biochemical tests and antioxidation measurement were determined. Jucá was ripe with dry matter content (88.57±0.69 g/100 g), protein (7.31±0.21 mg/100 g), iron (11.87±2.14 mg/100 g), zinc (2.03±0.07 mg/100 g) high. In tea, phenolic compounds (12.22±1.04 mg GAE/g-1), flavonoids (4.63±0.76 mg Catechin/g-1) and antioxidants (48.29±5.5 µM Trolox g-1). The group that received jucá tea reduced water and feed consumption (p<0.0001), had a higher rate of disease activity on day 1 (p<0.0001) and on day 7 (p=0.004). All animals with colitis presented hyperemia (p=0.001) and organ adhesion (p<0.0001). The albumin/globulin ratio was lower in the animals that consumed the tea (p<0.001) and the ALT (p=0.04) and liver weight (p=0.001) were high in the animals with sulfasalazine. Jucá has a high content of protein and minerals. There was a higher concentration of phenolic compounds, flavonoids and antioxidants in the methanolic extract, however, it is through the consumption of tea from the parts of the plant that the population uses Jucá. The inflammatory reaction caused by colitis was acute. There was an increase in intestinal hyperemia, neutrophilic infiltrate, adherence and metaplasia in animals with colitis. The albumin/globulin ratio indicated a worsening in the outcome of colitis in rats with Jucá and the use of sulfasalazine generated liver toxicity.



Keywords: Plants, Medicinal; Antioxidants; Inflammation; Intestine, Large; Diarrhea.
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ARTIGO A- CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DO CHÁ E EXTRATO METANÓLICO DE VAGENS COM SEMENTES DE LIBIDIBIA FERREA (JUCÁ)





Caracterização química do chá e extrato metanólico de vagens com sementes de Libidibia ferrea (Jucá)

Chemical characterization of tea and methanolic extract of pods with seeds of Libidibia ferrea (Jucá)

Caracterización química de té y extracto metanólico de vainas con semillas de Libidibia ferrea (Jucá)
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Resumo 

O Brasil possui abundância em plantas que podem ser utilizadas para fins terapêuticos, dentre elas, o Jucá que possui propriedades antiinflamatórias, antidiarreicas e cicatrizante. Objetivou-se avaliar as características químicas de vagens e sementes do Jucá. Foram preparados o chá e extrato metanólico para determinar o teor de nutrientes do fruto bem como verificou-se a presença de antioxidantes, compostos fenólicos e flavonoides. O Jucá possui Boro (2,57 ± 0,15), Cobre (0,57 ± 0,16), Ferro (11,87 ± 2,14), Manganês (4,93 ± 0,45), Zinco (2,03 ± 0,07), Nitrogênio Total (1,03 ± 0,00), Fósforo (0,12 ± 0,01), Potássio (1,10 ± 0,14), Cálcio (0,22 ± 0,03), Magnésio (0,07 ± 0,01) e Enxofre (0,09 ± 0,01). Na avaliação da composição centesimal verificou-se também a matéria seca (88,57 ± 0,69), extrato etéreo (0,24 ± 0,01), matéria mineral (3,17 ± 0,06), proteína bruta (7,31 ± 0,21), fibra bruta (15,25 ± 0,4), cinzas (24,6 ± 3,18) e composição energética total (92,38 ± 0,87 Kcal/g). O Jucá contém compostos fenólicos no chá (12,22 ± 1,04) e no extrato (142,74 ± 16,59), flavonoides no chá (4,63 ± 0,76) e no extrato (33,89 ± 4,63) e antioxidantes no chá (48,29 ± 5,5) e no extrato (520,87 ± 57,52). O Jucá possui elevado teor de proteina, minerais e de fibras. Houve maior concentração de compostos fenólicos, flavonoides e antioxidantes no extrato metanólico, porém, é por meio do consumo do chá das partes da planta que a população faz o uso do Jucá. 

Palavras-chave: Fitoquímicos; Taninos; Plantas medicinais; Antioxidantes; Minerais. 



Abstract 

Brazil has an abundance of plants that can be used for therapeutic purposes, among them, Jucá, which has anti- inflammatory, antidiarrheal and healing properties. The objective was to evaluate the characteristics of Jucá pods and seeds. Metabolic extracts were prepared for the nutrient content of the fruit as well as the presence of antioxidants, phenolic compounds and flavonoids. Jucá has Boron (2.57 ± 0.15), Copper (0.57 ± 0.16), Iron (11.87 ± 2.14), Manganese (4.93 ± 0.45), Zinc (2.03 ± 0.07), Total Nitrogen (1.03 ± 0.00), Phosphorus (0.12 ± 0.01), Potassium (1.10 ± 0.14), Calcium (0.22 ± 0.03), Magnesium (0.07 ± 0.01) and Sulfur (0.09 ± 0.01). In the evaluation of centesimal composition, it was also verified the dry matter (88.57 ± 0.69) ethereal extract (0.24 ± 0.01), mineral matter (3.17 ± 0.06), crude protein (7.31 ± 0.21), crude fiber (15.25 ± 0.4), ashes (24.6 ± 3.18) and total energy composition (92.38 ± 0.87 Kcal/g). Jucá contains phenolic compounds in tea (12.22 ± 1.04) and extract (142.74 ± 16.59), flavonoids in tea (4.63 ± 0.76) and extract (33.89 ± 4.63) and antioxidants in tea (48.29 ± 5.5) and extract (520.87 ± 57.52). Jucá has a protein, mineral and fiber content. There was a higher concentration of phenolic compounds, flavonoids and antioxidants in the methanolic extract, however, it is through the tea from ​​the parts of the plant that the population uses Jucá.

Keywords: Phytochemicals; Tannins; Plants, Medicinal; Antioxidants; Minerals.
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Resumen 

Brasil tiene una abundancia de plantas que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos, entre ellas, Jucá, que tiene propiedades antiinflamatorias, antidiarreicas y cicatrizantes. El objetivo fue evaluar las características de las vainas y semillas de Jucá. Se prepararon extractos metabólicos por el contenido de nutrientes del fruto así como la presencia de antioxidantes, compuestos fenólicos y flavonoides. Jucá tiene Boro (2,57 ± 0,15), Cobre (0,57 ± 0,16), Hierro (11,87 ± 2,14), Manganeso (4,93 ± 0,45), Zinc (2,03 ± 0,07), Nitrógeno Total (1,03 ± 0,00), Fósforo (0,12 ± 0,01), Potasio (1,10 ± 0,14), Calcio (0,22 ± 0,03), Magnesio (0,07 ± 0,01) y Azufre (0,09 ± 0,01). En la evaluación de la composición próximal también se verificó la materia seca (88,57 ± 0,69), extracto etéreo (0,24 ± 0,01), materia mineral (3,17 ± 0,06), proteína cruda (7,31 ± 0,21), fibra cruda (15.25 ± 0.4), ceniza (24,6 ± 3,18) y composición energética total (92,38 ± 0,87 Kcal/g). Jucá contiene compuestos fenólicos en té (12,22 ± 1,04) y extracto (142,74 ± 16,59), flavonoides en té (4,63 ± 0,76) y extracto (33,89 ± 4,63),  y antioxidantes en té (48,29 ± 5,5) y extracto (520,87 ± 57,52). Jucá tiene un contenido de proteínas, minerales y fibra. Hubo mayor concentración de consumo público de compuestos fenólicos, flavonoides y antioxidantes en el extracto metanólico, sin embargo, es a través del té de las partes de la planta que la población utiliza Jucá.

Palabras clave: Fitoquímicos; Taninos; Plantas medicinales; Antioxidantes; Minerales.





1. Introdução



O Brasil foi reconhecido como o maior detentor da diversidade biológica do planeta. Possui abundância de plantas que se distinguem e variam dependendo da região do país (Sousa et al., 2017). As plantas são reconhecidas como recursos naturais que acompanham o homem desde o início da civilização (Beltreschi, Lima & Cruz, 2019) fazendo parte da história da humanidade que eram e continuam sendo utilizadas como uma forma de melhorar condições de vida e chances de sobrevivência (Palheta et al., 2017). 

Vegetações nativas de determinadas regiões possuem diversas funções, podendo ser utilizados para fins alimentares, de forragens, combustíveis bem como para fins medicinais. Em continentes que possuem países classificados como em desenvolvimento, comumente ocorre a utilização de plantas para fins medicinais em até 80% de sua população, tornando assim essas plantas, uma fonte primária de cuidados à saúde e que em muitas das vezes, este acaba sendo a única forma de tratamento disponível para parte de sua população (Caballero-Serrano et al., 2019). 

Dentre os frutos medicinais no Brasil, destaca-se o Jucá ou “Pau ferro” que também recebe os nomes populares de Ibira-obi, Pau-ferro-da-mata, Muirá-itá, Peroba-sobro, Quiripiranga, entre outros (Di Stasi & Hiruma-Lima, 2002), e é fruto da espécie arbórea Libidibia ferrea (LF) que antes recebia a nomenclatura de Caesalpinia ferrea mart. ex tul. Var. Ferrea (Forzza et al., 2010), que se distribui por toda a região tropical do Brasil em locais onde há floresta tropical sazonalmente seca sendo encontrado principalmente nas regiões Norte e Nordeste do Brasil (Gagnon et al., 2013). O site do programa Flora e Funga do Brasil que é administrado pelo instituto de pesquisa do jardim botânico do Rio de Janeiro disponibiliza algumas imagens de partes da LF (Figura 1). 

























Figura 1. Imagens de partes da Libidibia Ferrea.
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Fonte: letras A, B e E: REFLORA/CNPQ; letras C e D: Próprio autor. A: Flores, B: Folhas, C: Vagens inteiras, D: Vagem segmentada para demonstrar a semente, E: Troncos. 



As árvores de LF podem atingir até 30 metros de altura e são encontradas na região da caatinga e essa planta pode ser diferenciada de acordo com as suas características morfológicas e anatômicas (Silva, et al., 2017) que incluem a análise de suas flores, frutos, composição fitoquímica, entre outros aspectos. Seu tronco possui cascas lisas, fragmentadas que variam em tons de branco, cinza, marrom claro e verde, conferindo o aspecto de “pele de leopardo”. Suas flores são de coloração amarela possuindo pétalas que contém tricomas papilíferos que se assemelham a tentáculos em sua superfície. Seus frutos são castanhos-escuros (Gagnon et al., 2013).

Dessa espécie vegetativa são aproveitadas praticamente todas as frações, podendo utilizar seus troncos para fins de reflorestamento, controle de erosões e assoreamento em margens de rios, ornamentação de ambientes, construção civil e marcenaria (Silva et al., 2017). As sementes são utilizadas para finalidade de propagação da espécie, apesar de relatos de dormência relacionada à estrutura das sementes por serem rígidas, necessitando muitas vezes de tratamento com ácidos ou água quente para facilitar sua germinação (Câmara et al., 2008). Suas sementes caracterizam a planta como uma leguminosa, sendo que essa fração da planta possui em sua composição lignina que é um tipo de carboidrato complexo e ácidos graxos (Saliba et al., 2001; Coelho et al., 2013). 

A LF encontra-se na lista divulgada pelo Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos do Ministério da Saúde do Brasil e também pelo Conselho Regional de Farmácia do Estado de São Paulo para uso do fruto inteiro para uso tópico por meio de compressas (Ministério da Saúde, 2009; Conselho Regional de Farmácia do Estado de São Paulo, 2019). Os elementos da LF podem ser utilizados de diversas maneiras, sendo elas por meio de chás, decocções, infusões, xaropes, macerações e pomadas a depender da finalidade que se espera obter por meio do uso dessa planta tendo em vista que as diversas formas de preparo permitem extrair seus compostos bioativos e fitoquímicos que incluem flavonoides, ácidos orgânicos, saponinas, cumarinas, fenóis, taninos, ácido elágico e ácido gálico (Macêdo et al., 2020). 

De maneira geral, os frutos da LF são utilizados na medicina popular devido às suas propriedades antidiarreicas, anticatarral, cicatrizantes, para analgésicos e larvicida contra Aedes aegypti (Câmara et al., 2008; Coelho et al., 2013, Silva et al., 2017). As cascas podem ser utilizadas na medicina popular para o tratamento de moléstias bronco-pulmonares, tosses, Diabetes Mellitus (DM), reumatismo, neoplasias malignas, doenças gastrointestinais, diarreia, inflamação, dor e febre (Oliveira et al., 2010). As cascas podem ser trituradas e transformadas em pó, e dessa forma possui finalidade para o tratamento de feridas cutâneas (Coelho et al., 2013).  

Sabe-se que a cicatrização envolve a reorganização de tecidos orgânicos a fim de favorecer a restauração tissular e o Jucá pode promover a reparação tecidual devido à sua composição de taninos. Os taninos realizam a precipitação de proteínas no local da lesão e formam um revestimento que protege o local e possibilita a cicatrização (Oliveira et al., 2010). 

Os taninos presentes na LF representam também sua capacidade de proteção antioxidante para células normais, e isso se deve provavelmente ao teor de ácido gálico e elágico da planta de forma que seus componentes possuem benefícios para amenizar a dor, regular inflamação, atuando sobre sinalização de serotonina, bradicinina, histaminas e prostaglandinas (Falcão et al., 2019). 

Seus benefícios para portadores de DM associam-se à quantidade e tipo de fibras presentes na LF e ao potencial redutor ou inibitório para o estresse oxidativo, evitando assim a degradação de estruturas celulares, oxidação de proteínas e lipídios (Cunha et al., 2016). Acredita que esse efeito seja obtido devido a sua composição de polissacarídeos vegetais, e esses componentes podem conferir até mesmo propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatórias, por meio da redução de edemas em consequência da diminuição de agregado leucocitário e de migração de neutrófilos no local da inflamação. Essa inibição de inflamação pode ocorrer também em regiões articulares e a LF parece ter ação pontual sobre inflamações agudas (Holanda et al., 2021).

Acredita-se que o efeito anti-inflamatório da LF sobre inflamações agudas como no caso de colite se deve a composição de flavonoides nesse vegetal, tendo em vista que essas substâncias possuem efeitos antioxidantes, anti-inflamatórias que auxiliam a manter as atividades anti-apoptóticas celulares e equilíbrio de citocinas inflamatórias (Freitas et al., 2012; Guven et al., 2019).

A LF é comercializada em feiras livres onde são vendidas suas sementes e folhas diante do aconselhamento dos comerciantes para uso na forma de chá, bochecho, garrafada, aplicação tópica com álcool, com indicação para inflamações, cicatrização, aftas, anti-hemorrágico e para abcessos, devido a sua capacidade analgésica e antibacteriana (Rodrigues et al., 2021; Emmi et al., 2021). As vagens e sementes podem ser utilizadas para cicatrização no intuito de reduzir lesões, além de ter indicações terapêuticas para pneumonia, anemia, diarreia, cólica e gastrite (Macêdo et al., 2020). 

A partir de uma roda de conversa (Simionato & Gouveia, 2019), levantou-se informações sobre o uso de uma planta medicinal utilizada para dores abdominais e cicatrização. Tal planta recebe o nome de Jucá (Libidibia ferrea). Devido à facilidade de obter os seus frutos em diversas épocas do ano (Ramires et al., 2019), utilizou-se as vagens sem extrair as sementes para investigar a composição nutricional e antioxidante mediante associação dessas duas partes da planta. 

Apesar de haver variedade de estudos sobre a composição fitoquímica da LF (Cavalheiro et al., 2009; Cunha et al., 2016; Falcão et al., 2019; Macêdo et al., 2020) são escassos os que elucidam sua caracterização química de macro e micronutrientes por meio da utilização das suas vagens e sementes. Portanto, dada as evidências sobre as características do fruto da LF bem como os seus benefícios, o objetivo do estudo foi avaliar as características nutricionais e de compostos bioativos de vagens e sementes dessa planta.



2. Metodologia

2.1. Amostras e extrações



Foram avaliadas as amostras de LF maduras adquirida em setembro de 2020 diretamente do município de Altamira–PA, Brasil, cuja longitude, latitude e altitude são respectivamente 3.20 °S, 52.21 °O, -297 m (Google Earth®, versão 9.162.0.2., 2022) (Figura 2). 



Figura 2. Localização geográfica do município de Altamira – PA de onde foram adquirados os frutos do Jucá.
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Fonte: Google Earth. Versão 9.162.0.2. (2022). 

As vagens com sementes da LF foram higienizadas e secas em temperatura ambiente para ser então acondicionada em sacos plásticos, livre de luz, umidade e calor para posteriores análises. Todas as análises foram executadas no laboratório de análise de alimentos e no laboratório de bromatologia da Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), localizada em Presidente Prudente, Estado de São Paulo, Brasil.

Utilizou-se as vagens com as sementes, ambas trituradas juntas em macro moinho do tipo Willey, modelo MA340 (Marconi®, Piracicaba-SP, Brasil) para obter o seu pó. Buscou-se na literatura estudos sobre o uso do chá da LF (Brasil, 2019, Macedo et al., 2020; Holanda et al., 2021) tais concentrações foram testadas, porém, para realizar as análises de compostos bioativos e potencial antioxidante, a diluição que possibilitou a realização das análises diante das curvas de calibração para avaliação de composição antioxidante estão relatadas a seguir: o pó foi submetido a uma extração alcoólica por meio da diluição de 5 gramas do pó de LF em 25 mL de metanol 70%. A mistura permaneceu em repouso por 10 minutos e depois foi filtrada duas vezes utilizando papel filtro (Lenquiste et al., 2015; Holanda et al., 2021). 

Considerando que a LF é popularmente utilizada na forma de chá, principalmente contendo as frações de vagem e sementes que preparadas dessa forma, conferem propriedades anti-inflamatórias e cicatrizante (Macêdo et al., 2020), foi também realizada uma extração por meio de infusão em água destilada, utilizando 10 gramas do pó de LF em 90 mL de água, obtendo uma concentração de 10% (p/v) sendo que essa mistura ficou em repouso por 15 minutos e foi filtrada apenas uma vez em papel filtro. As misturas alcoólicas e do chá foram cobertas, ficando em ambiente livre de luz e foram utilizadas nas análises químicas (Nakamura et al., 2002; Cavalheiro et al., 2009; Vasconcelos et al., 2011; Araújo et al., 2014; Lenquiste et al., 2015). O chá e o extrato foram preparados no momento das análises, que foram também realizadas em triplicata. 



2.2. Caracterização química do Jucá



Após a moagem das vagens e sementes de LF, determinou-se o peso da matéria seca e o extrato etéreo que foram demonstrados em gramas por 100 gramas (g /100 g) da amostra (Galeriani & Cosmo, 2020). O teor de nutrientes foi obtido por meio do método de determinação de cinzas (método 945.46) e foram expressos de forma elementar, incluindo o Nitrogênio total, Fósforo, Potássio, Cálcio, Magnésio e Enxofre e os de micronutrientes que correspondem ao Boro, Cobre, Ferro, Manganês e zinco (Malavolta et al. 1997; Faquin, 2002). Foram determinados também o teor de proteínas pelo método de Kjedhal (método 990.03) e fibra bruta (método 993.21) (Cunniff, 1995; Galeriani & Cosmo, 2020). A densidade energética foi determinada por meio de cálculo nutricional, considerando os seguintes valores energéticos: proteínas e carboidratos 4 Kcal/g; e lipídios 9 Kcal/g (Smith et al., 2007).

A concentração de fenólicos totais foi estimada segundo o método de Folin-Ciocalteau, baseado na reação colorimétrica de oxidação/redução dos fenóis. Os resultados foram calculados com base na curva de calibração de ácido gálico (y = 0,0032 x + 0,0759; R2 = 0,9967) de 16 a 500 miligramas de equivalentes de ácido gálico (GAE) por g de amostra (Singleton & Rossi, 1965).

O conteúdo total de flavonoides foi determinado utilizando o método de Dowd adaptado, o qual se baseia na reação do cloreto de alumínio em uma solução de metanol. Foi utilizada uma curva padrão de catequina com quatro pontos de concentrações de 5 a 250 mg (y = 0,006 x + 0,006; R2 = 0,9936). O conteúdo total de flavonoides foi expresso como mg de equivalentes de catequina por g de amostra (Arvouet-Grand et al., 1994).

O potencial antioxidante das amostras foi determinado pelo ensaio de FRAP, que mensuram o efeito do composto sobre um tipo de radical livre e processo oxidativo. A capacidade de redução do ferro (do inglês Ferric Reducing Antioxidant Power) foi mensurada in vitro pelo método descrito por Benzie e Strain (1996) utilizando-se as seguintes soluções: cloreto férrico 5,4% em água; ácido clorídrico (HCl) 40 mM; tampão acetato 0,3M; e 2,4,6-Tris (2-pyridil)-s-triazina (TPTZ) 10mM. A partir destas soluções é preparado o reagente FRAP (1:1:10 / TPTZ: FeCl3: Tampão). Para o ensaio são pipetadas amostra, água destilada e reagente FRAP, na proporção de 1:3:30, os quais permanecem em banho-maria por 30 minutos a 37 °C e em seguida é feita a leitura em espectrofotômetro com comprimento de onda de 593 nm. A curva padrão de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico) foi preparada com concentrações de 31,25 a 1000 µmol TE (y = 0,0014 x - 0,0108; R2 = 0,9997). O resultado foi expresso em µM Trolox/g (atividade antioxidante equivalente ao Trolox). Os resultados obtidos após todas as análises serão demonstrados em tabelas e apresentados por meio de média ± desvio padrão.



3. Resultados e Discussão

3.1 Composição química 



Os resultados de composição química encontram-se demonstrados na Tabela 1, na qual a LF apresentou elevado teor de matéria seca e proteínas, minerais e fibras.



Tabela 1. Composição química de vagens com sementes de Libidibia ferrea



		Análises

		Componentes



		Composição Centesimal

(g/100 g)

		Matéria Seca

		Extrato Etéreo

		Matéria Mineral

		Proteína Bruta

		Fibra Bruta

		Cinzas



		

		88,57 ± 0,69

		0,24 ± 0,01

		3,17 ± 0,06

		7,31 ± 0,21

		15,25 ± 0,4

		24,6 ± 3,18



		Composição Energética (Kcal/g)

		Proteína

		Carboidrato

		Lipídio

		Valor energético Total

		

		



		

		29,22 ± 0,82a

		61,0 ± 1,60a

		2,16 ± 0,09b

		92,38 ± 0,87c

		

		



		Micronutrientes (mg/100 g)

		Boro

		Cobre

		Ferro

		Manganês

		Zinco

		



		

		2,57 ± 0,15

		0,57 ± 0,16

		11,87 ± 2,14

		4,93 ± 0,45

		2,03 ± 0,07

		



		Macronutrientes (g/100 g)

		Nitrogênio Total

		Fósforo

		Potássio

		Cálcio

		Magnésio

		Enxofre



		

		1,03 ± 0,00

		0,12 ± 0,01

		1,10 ± 0,14

		0,22 ± 0,03

		0,07 ± 0,01

		0,09 ± 0,01







Resultados expressos como média ± desvio-padrão. Teor de nutrientes obtido por meio do método de determinação de cinzas (método 945.46). Teor de proteínas obtido pelo método de Kjedhal (método 990.03) e fibra bruta (método 993.21). aValor médio de proteína bruta e de fibras multiplicado por 4 Kcal/g. b Valor do extrato etéreo multiplicado por 9 Kcal/g. c Somatória dos valores calóricos de proteínas, carboidratos e lipídios. Fonte: Autores (2022).



Ressalta-se que o conteúdo de uma planta pode variar de acordo com a época de colheita, das condições de solo e ambiente e para determiná-lo, podem ser utilizados diversos métodos de secagem para o conteúdo vegetal utilizado (Bueno et al., 2017).

A matéria seca é um parâmetro indicativo de qualidade, rigidez e até mesmo idade das plantas (Oliveira et al., 2015a; Oliveira et al., 2015b, Hirzel et al., 2018). Os valores médios obtidos de matéria seca corroboram com o estudo de Souza, Nogueira & Rassini (2002) no qual avaliou-se amostras vegetais de solos, em que os resultados variaram entre 80 a 99%.

Em um estudo realizado com LF por Oliveira et al., 2015b eles relatam que a produção de matéria seca total se torna maior quando o solo é fertilizado com potássio, porém não se sabe se os frutos utilizados no presente estudo foram provenientes de solo com tratamentos específicos. Além disso, quando são utilizadas outras partes da planta exceto as folhagens, o teor de matéria seca tende a ficar mais elevado nos resultados das análises (Silva et al., 2015), fato este que ocorreu no presente estudo, pois foi avaliado o pó obtido de vagens com as sementes de LF.

 Dentre as plantas da caatinga analisadas por Silva et al. (2015) inclui-se a composição de LF, no qual o teor de matéria seca foi superior a 35%, proteína bruta de 13,98%, extrato etéreo de 4,25%, matéria mineral de 5,92% e fibras sendo 54,59% da fibra em detergente neutro e 29,85% da fibra em detergente ácido. Considera-se dessa forma que na análise do fruto realizada no presente estudo, foi obtido um elevado teor de matéria seca, baixo teor de lipídios, valor mais elevado de proteína bruta e menor teor de fibra. Há indícios de que a fibra da LF seja de baixa digestibilidade (Ministério do Meio Ambiente, Secretaria de Biodiversidade, 2018). 

Silva et al. (2015) relatam ainda que plantas do tipo leguminosas arbóreas provenientes da caatinga podem ser utilizadas até mesmo como silagens devido ao seu excelente teor proteico, como é o caso da LF. Inclusive, o Ministério do Meio Ambiente, Secretaria de Biodiversidade (2018) relata que normalmente é obtido um valor de proteína na LF entre os valores de 6,8 a 8,4% sendo que o nível de corte para proteína bruta é de 7% (Milford & Minson, 1966), o que realmente permite considerá-la um vegetal com elevada composição proteica. Seus níveis de cálcio podem variar entre 0,18 a 0,28%, corroborando com os resultados encontrados na análise química do presente estudo. 

As cinzas obtidas nas análises correspondem ao teor de minerais do vegetal.  Dessa forma, os valores encontrados no presente estudo foram muito superiores ao encontrado no estudo de Grisi et al. (2021), elucidando assim, o elevado teor de minerais da LF.

A elevada concentração de carboidratos dessa planta provavelmente se deve aos locais onde ela se desenvolve, sendo locais que recebem incidência elevada de luz solar, favorecendo a essa característica na sua composição devido à ocorrência intensa de fotossíntese, o que causa o acúmulo de carbono e nitrogênio de forma excessiva no vegetal conforme demonstrado por Grisi et al. (2021), estudo que também identificou o valor energético total do pó dos frutos da LF que foi de aproximadamente 386,07 Kcal para cada 100 gramas, valor esse que diferiu grandemente daqueles obtidos no presente estudo, porém mesmo assim, os carboidratos foram os componentes que prevaleceram em ambos os estudos, seguido das proteínas e por último, os lipídios. 

Dentre as características sensoriais do jucá destaca-se o seu sabor amargo o que pode dificultar o uso em sua forma in natura. Esse sabor pode ser atribuído ao seu caráter adstringente devido a elevada composição de taninos (Prazeres et al., 2019). Diante desse fato, sugere-se que o uso da LF seja empregado como ingrediente adicional em preparações como chás ou até mesmo como um nutracêutico em cápsulas e assim a LF poderia ser inserida como parte de uma dieta equilibrada com a finalidade de fornecer seus compostos bioativos além de nutrientes conforme demonstrado na composição de minerais desse vegetal. 

Alguns autores verificaram a toxicidade da planta por meio do uso de extratos alcoólicos em suas pesquisas. Nesses estudos, utilizaram as vagens, casca do caule e sementes (Ferreira et al., 2019; Oliveira et al., 2020; Pickler et al., 2019). Não foram encontrados na literatura, estudos que verificaram toxicidade desta planta por meio do emprego do chá da LF. 



3.2 Determinação de compostos fenólicos, flavonóides e antioxidantes.



Os resultados sobre a composição de compostos fenólicos, fitoquímicos e antioxidantes da LF encontram-se expressos na Tabela 2. 









Tabela 2. Caracterização da composição de compostos fenólicos, flavónoides e potencial antioxidante da Libidibia ferrea





		Compostos Bioativos



		Preparação

		Compostos fenólicos Totais (mg GAE /g-1)

		Flavonoides

(mg Catequina /g-1)

		Antioxidantes

(µM Trolox g-1)



		Extrato Aquoso (chá)

		12,22 ± 1,04

		4,63 ± 0,76

		48,29 ± 5,5



		Extrato metanólico

		142,74 ± 16,59

		33,89 ± 4,63

		520,87 ± 57,52







Dados apresentados como média ± desvio-padrão. O extrato metanólico apresenta a caracterização da Libidibia ferrea. Fenólicos totais são expressos como equivalente de mg de ácido gálico por 100 gramas, método Follin-Ciocalteu. Flavonoides totais são expressos como equivalente de mg de pirocatequina por grama. Capacidade antioxidante (FRAP) é expressa como µM Trolox por grama. Fonte: Autores (2022)



O chá da amostra analisada apresentou baixo conteúdo de compostos fenólicos totais conforme evidenciado por Vasco et al. (2008) em seu estudo no qual avaliaram frutas (manga, maracujá, naranjilla, tomate, entre outras) da região do Equador, porém dentre as frutas avaliadas não haviam leguminosas. Vale lembrar que os frutos da LF pertencem à família das plantas leguminosas, e que esse tipo de vegetal apresenta em sua composição substâncias antinutricionais chamados de inibidores de enzimas proteolíticas, essas substâncias são termosensíveis e podem ser destruídas no momento do preparo do chá (Câmara et al., 2008; Benevides et al., 2011), tal fator pode ter influenciado na baixa concentração de alguns componentes do chá, dentre eles, os taninos, que são compostos fenólicos que se ligam a proteínas (Monteiro et al., 2005). 

Porém, no estudo de Prazeres et al. (2019) o valor de compostos fenólicos obtido na LF foi de 951,39 ± 0,01 mg GAE/g, valor superior ao obtido no presente estudo e na pesquisa de Grisi et al. (2020) o valor foi de 219,75 ± 0,10 mg GAE/g, demonstrando assim uma variabilidade nos valores obtidos de compostos fenólicos totais de LF. 

Awan et al. (2018) relatam que essa variabilidade em valores de compostos fenólicos pode ser encontrada devido às condições a que a planta é exposta tais como a resistência contra patógenos. O filo, ordem, família e variação das espécies, grau de acesso à luminosidade de raios do tipo ultravioleta B estimulam a produção de compostos fenólicos na planta, e devido a esses fatores pode haver variações quanti-qualitativa nas amostras coletadas (Degáspari & Waszczynksyj, 2004). 

Os compostos fenólicos se formam nas plantas por meio de um estímulo devido a situações de estresse, de forma que na natureza podem ser encontrados por volta de 5 mil tipos desses compostos que incluem as classes de tocoferóis, taninos flavonoides, fenóis simples, cumarinas, ligninas e ácidos fenólicos (Souza et al., 2018). 

Plantas que possuem taninos comumente apresentam propriedades adstringentes associadas à capacidade que uma substância vegetal possui para levar a precipitação de proteínas, como aquelas encontradas no sangue, bactérias, parasitas e enzimas. Há também a função de sequestro de radicais livres e de efeito antioxidante associada à presença de taninos nos vegetais de forma que tais fatores podem favorecer a cicatrização, atividade antimicrobiana, entre outras funções (Kobayashi et al., 2015). 

Dentre os compostos fenólicos da LF foram elucidados por Venâncio et al. (2021) a presença de ácido gálico, ácido ferúlico, ácido seríngico e ácido clorogênico. A LF apresenta em sua composição fitoquímica os flavónoides, saponinas, taninos, cumarinas, esteróis e compostos fenólicos (Lima et al., 2012) conforme evidenciado também por Pickler et al. (2019) no qual foi demonstrado que as sementes dessa planta possuem quantidade de ácido elágico em até 3 vezes mais do que em suas cascas.

O conteúdo de flavonoides obtido nesse estudo foi inferior ao encontrado nas análises realizadas por Prazeres et al. (2019) que foi de 35,35 mg expressos em equivalente de quercetina/g-1 e que também elucidam que os flavonoides são substâncias com características variadas e que protegem os vegetais de radiação ultravioleta e fitopatógenos. Foram encontrados poucos dados na literatura sobre o conteúdo de flavonoides referente a análise de extrato aquoso ou de chá de LF.

Luna et al. (2020) encontraram presença de flavonoides em quatro tipos de extratos alcoólicos de folhas de LF. Cerca de 28% de estruturas de flavonoides são produzidas por plantas leguminosas (Hegnauer & Gpayer-Barkmeijer, 1993) como é o caso da LF e o teor desse componente pode ser intensificado no vegetal por meio de radiação ionizante, que pode elevar os níveis de taninos, flavonoides, entre outros componentes (Maia-Neto et al., 2020). Essa poderia ser uma alternativa para que os resultados do presente estudo se tornassem superiores aos obtidos no momento, porém essa intervenção não foi realizada. 

Quanto aos antioxidantes avaliados por meio do método FRAP, foram encontrados poucos relatos na literatura sobre a análise de chá ou extrato aquoso de LF para esse método e acredita-se que realmente essa planta contenha níveis satisfatórios de taninos, pois ao realizar o ensaio FRAP, utilizou-se cloreto de ferro, que dá origem  a uma solução de tom azulado e segundo Monteiro et al., (2005), os taninos são facilmente oxidáveis, reagindo com o cloreto de ferro, o que leva ao escurecimento das soluções, fato este observado no presente estudo, onde o azul obtido foi de uma tonalidade intensa, quase preto, o que comprova a atividade antioxidante por meio do sequestro de radicais livres (Kobayashi et al., 2015). 

Apesar desse fato, no estudo de Azevedo et al. (2020), obtiveram melhores resultados por meio de extração de antioxidantes em extrato etanólico aquoso. Já no estudo de Grisi et al. (2021), obtiveram valores superiores, de aproximadamente 315 mmol FE2SO4/g se comparado a quantidade de antioxidantes encontrada no presente estudo. Falcão et al. (2019) verificaram que a LF possui atividade antioxidante importante, de forma que houve o aumento total nos níveis de glutationa, uma enzima que atua gerando um tipo de defesa no organismo, no grupo de ratos que receberam LF. 



4. Conclusão 



As análises de vagens e sementes de LF indicaram que há uma maior concentração de compostos fenólicos, flavonoides e antioxidantes no extrato metanólico da planta, porém, mesmo com uma menor concentração desses compostos no chá, essa forma de preparação da LF é mais fácil de ser consumida pela população do que o seu extrato. Devido ao seu teor proteico, de minerais e fibras, a LF poderia ser utilizada para beneficiar a nutrição humana como uma forma de enriquecer alimentos e preparações. 
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ARTIGO B- CHÁ DE VAGENS COM SEMENTES DE LIBIDIBIA FERREA (JUCÁ) NÃO ATENUA REAÇÃO INFLAMATÓRIA CAUSADA POR COLITE DISTAL INFLAMATÓRIA NÃO INFECCIOSA INDUZIDA EM RATOS





Highlights: 

· O Jucá não causou hepatotoxicidade. 

· A relação albumina/globulina dos animais que consumiram Jucá indicou pior prognóstico da doença.

· O Jucá gerou hiperemia e aderências. 

· Houve inflamação aguda com infiltrado neutrofílico em todos os grupos com colite.

· As placas de Peyer no cólon indicam metaplasia nos animais com colite. 





Chá de vagens com sementes de Libidibia ferrea (Jucá) não atenua reação inflamatória causada por colite distal inflamatória não infecciosa induzida em ratos
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Resumo



Objetivo: avaliar os efeitos do chá de vagens com sementes do Jucá para o tratamento curativo em ratos com colite. Métodos: Foram utilizados 40 ratos Wistar machos, divididos em 4 grupos (n=10/grupo): controle (animais saudáveis), controle colite (colite induzida), controle droga (recebendo sulfassalazina (300 mg kg-1/dia, por gavagem oral, durante 7 dias) e grupo jucá (receberam uma dose do fruto de 285mg/Kg/dia de jucá na forma de chá, via gavagem, durante 7 dias). O chá foi preparado por meio de infusão. Foi determinado o índice de atividade da doença, escore de dano macroscópico do intestino grosso, análises histopatológicas do intestino grosso, exames bioquímicos e de mensuração de antioxidação. Resultados: o grupo que recebeu o chá do jucá reduziu o consumo de água e ração (p<0,0001), apresentou maior índice de atividade da doença no dia 1 (p<0,0001) e no dia 7 (p=0,004). Todos os animais com colite apresentaram hiperemia (p=0,001) e aderência de órgãos (p<0,0001). A relação albumina/globulina foi menor nos animais que consumiram o chá (p<0,001) e a ALT (p=0,04) e o peso do fígado (p=0,001)estavam elevados nos animais com sulfassalazina. Conclusão: A reação inflamatória causada pela colite foi de característica aguda. Houve aumento de hiperemia intestinal, infiltrafo neutrofílico, aderência e metaplasia nos animais com colite. A relação albumina/globulina indicou piora no desfecho da colite dos ratos com Jucá e o uso da sulfassalazina gerou toxicidade hepática.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Antioxidantes; Inflamação; Intestino grosso; Diarreia. 


Introdução



	Na população ocidental há um consumo importante de dietas ricas em gordura, carboidratos simples, e com baixo teor de fibras, o que pode ser considerado fator de risco para inflamação intestinal. Além disso, o uso de aditivos alimentares contribuem para o adoecimento intestinal. Portadores de obesidade e diabetes tipo 2 também podem ter maiores chances de desenvolver doenças intestinais [1,2]. 

As inflamações agudas são caracterizadas por uma resposta fisiológica a uma lesão ou infecção [3] fazendo com que mediadores inflamatórios promovam a migração de neutrófilos e macrófagos para a área inflamada, o que levará à produção de citocinas pró-inflamatórias, proteínas de fase aguda e quimiocinas, gerando os sintomas clínicos da inflamação no indivíduo como dor abdominal, diarreia com aumento na frequência de evacuações, tenesmo, sangramento retal, e a colite propriamente dita [1,4,5,6]. Acredita-se que a fase aguda dura em média 6 semanas e se não for solucionada, essa inflamação passa a ser considerada crônica [7]. 

Dentre as doenças inflamatórias agudas que podem acometer o Intestino Grosso (IG) inclui-se a síndrome do intestino irritável, diverticulite e alguns tipos de colite. Já as inflamações crônicas incluem a Doença de Crohn e a Retocolite Ulcerativa [8]. 

	A colite pode causar má absorção de nutrientes, levando a  carências nutricionais relacionadas a alguns nutrientes como ferro, magnésio, ácido fólico, cálcio, vitamina D e vitamina B12 [9,10]. A desidratação pode ocorrer tanto na colite aguda como nos casos crônicos. A desnutrição proteico-calórica costuma afetar mais os indivíduos que desenvolvem as formas crônicas da doença. Essas complicações causadas pela colite podem dificultar a recuperação do paciente [11]. 

A terapia da colite geralmente envolve mudanças alimentares devendo excluir ou incluir alguns alimentos na dieta a fim de modular a resposta inflamatória do trato gastrointestinal à inflamação [12]. O uso de medicamentos pode e deve ser indicado no tratamento, tais como anti inflamatórios, imunossupressores e antibióticos que podem causar diversos efeitos colaterais, tais como náuseas, vômitos, dispepsia e diminuição do consumo alimentar [11]. 

A fitoterapia para o tratamento de doenças inflamatórias intestinais (DII) é evidenciado na literatura com a finalidade de reduzir a inflamação e trazer menos efeitos colaterais [13]. Os benefícios dessas plantas são atribuídos ao teor de antioxidantes classificados entre os flavonóides, alcalóides e terpenóides, funcionam como medicamentos naturais que geralmente possuem baixa toxicidade, reduzindo o estresse oxidativo produzido em um organismo [14,15]. 

Apesar dos benefícios deve-se ter cautela com o uso da fitoterapia para o tratamento de doenças, pois algumas plantas podem apresentar toxicidade, sendo desaconselhadas dependendo do tratamento, dosagem, forma de preparo e de aplicação, inclusive em caso de gestação ou em uso concomitante com demais medicamentos ou plantas [16].  

Sabe-se que na região da caatinga do Brasil há uma diversidade de plantas com propriedades medicinais, dentre elas, destaca-se a Libidibia ferrea (LF) (Jucá) devido à sua atividade anti inflamatória, cicatrizante, antifúngica, antiúlcerogênica e antibacteriana [17]. O Jucá pode ser consumido na forma de chá, decocções, infusões, xaropes, macerações e pomadas [15, 17, 18, 19], entretanto, não há estudos sobre sua aplicação em estudo de modelos animais sobre a colite aguda.

Em um trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, avaliou-se a composição nutricional e de compostos bioativos do extrato metanólico e aquoso do Jucá, o qual apresentou nutrientes como Ferro (11,87 ± 2,14), Manganês (4,93 ± 0,45), Zinco (2,03 ± 0,07), Fósforo (0,12 ± 0,01), Potássio (1,10 ± 0,14), Cálcio (0,22 ± 0,03), Magnésio (0,07 ± 0,01), proteína bruta (7,31 ± 0,21), fibra bruta (15,25 ± 0,4), composição energética total (92,38 ± 0,87 Kcal/g), além de compostos fenólicos no chá (12,22 ± 1,04), flavonoides (4,63 ± 0,76) e antioxidantes (48,29 ± 5,5) [20]. 

Devido às propriedades terapêuticas evidenciadas na literatura sobre o consumo do Jucá de diversas formas e perante os dados demonstrados na pesquisa da composição nutricional das vagens com sementes dessa planta, caberia investigar sua aplicabilidade sobre as reações inflamatórias geradas pela colite, a fim de verificar a possibilidade de uso de um produto natural para o tratamento dessa doença. 

 Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do chá de vagens com sementes do Jucá sobre a inflamação química intestinal em um modelo de indução de retocolite ulcerativa em ratos. 



Métodos



O protocolo experimental foi aprovado em 2021 pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), Presidente Prudente, SP, Brasil, protocolo de número 7342, seguindo os critérios de recomendações do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) [21], Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals [22] e diretrizes ARRIVE [23].

Delineamento Experimental

	

	Foram utilizados 40 Rattus novergicus da linhagem Wistar, machos, jovens adultos (12 semanas), distribuídos randomicamente em 4 grupos de 10 animais por grupo, pesando aproximadamente 333,23 ± 17,58 g, provenientes do biotério da Unoeste, os quais foram mantidos 2 ratos/gaiola de prolipropileno, forradas com maravalha, em ambiente controlado com fotoperíodo de 12/12 horas e temperatura ambiente de aproximadamente 23 ± 2°C [21,22]. A oferta de água e ração seguiram as exigências nutricionais segundo as recomendações do National Research Council (NRC) [24]. O Grupo Colite Jucá (GCJ) recebeu o chá de vagens com sementes do Jucá diariamente. As vagens com sementes do Jucá foram adquiridas em feira livre do município de Altamira – PA e a partir da moagem das vagens, obteve-se um pó da planta que foi utilizado para o preparo do chá. O chá era preparado por meio de infusão, de forma que a água era aquecida até a temperatura de 80ºC, os 10 gramas do pó era adicionado à 90mL de água e depois de 10 minutos em infusão Holanda et al., 2021) [25,19], foi filtrado em papel próprio para então realizar as gavagens. Cada rato recebeu a dosagem de aproximadamente 285mg/Kg/dia de jucá, considerada uma dose intermediária segundo o estudo de Falcão et al. [26]. O delineamento experimental está demonstrado na Figura 1.



A indução da colite ocorreu no 8º dia

8º ao 14º dia: Tratamentos

Após da indução da colite



Ant

0 ao 7º dia (Período Adaptativo)

Antes da indução da colite



Ant























Após a indução da colite também foram verificados o sangramento retal, consistência das fezes e presença de muco nas fezes. 











Figura 1. Detalhamento sobre os procedimentos experimentais antes e após a indução da colite

Legenda: *Ração comercial balanceada para roedores (Supralab® produzido por Alisul, Rio Grande do Sul, Brasil). **Ratos receberam 1mL/dia de água filtrada por gavagem oral para simular o estresse da gavagem sofrido pelos ratos dos demais grupos experimentais. No GC também foi simulado o estresse da indução da colite com 2mL de solução fisiológica a 0,9% via retal. A colite foi induzida em uma única vez. 



Protocolo de Indução da Colite



	Antes de iniciar a indução da colite os ratos foram anestesiados e a colite foi induzida a partir de algumas adaptações diante dos métodos referidos por Sepehrimanesh et al. [27], de forma que cada animal foi submetido ao jejum alimentar de 24 horas para o preparo mecânico dos cólons para indução da colite por meio de enemas de solução (2 mL de ácido acético a 3%) em dose única e em um único dia. Foi utilizada uma cânula de polipropileno contendo 2 mm de diâmetro inserida no reto e que se estendeu até o cólon distal, colocada a 8 cm proximal à borda do ânus. 

Após o posicionamento da cânula foi injetado o conteúdo de 2 mL de ácido acético a 3% sob anestesia. Os ratos foram mantidos em posição supina de Trendelenburg por 30 segundos para evitar o vazamento precoce do instilado intra-colônico e para que ocorresse adequadamente a colite [28]. 



Índice de atividade da doença (IAD) e escore de consistência das fezes



	Para determinar o índice de atividade da doença (IAD) considerou-se a perda de peso, o sangramento retal e a consistência das fezes que classifica o rato em um escore proposto por Camuesco et al., [29] e essa avaliação foi realizada em todos os dias de administração dos tratamentos.

A avaliação da consistência das fezes foi realizada de acordo com o estudo de Kerr et al., [30] de acordo com a seguinte pontuação: (1) fezes de cor pálida, muco visível, consistência macia e material fecal aderido à região perianal; (2) fezes com textura e formato anormal; (3) fezes líquidas e (4) presença de sangue visível nas fezes. Cada rato recebeu uma pontuação e o escore total de danos do grupo foi igual a soma de todos os animais do grupo. 



Eutanásia, coleta dos órgãos e do sangue



Ao final do período experimental de e após jejum alimentar de 12 horas, os ratos foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Cetamin®, Syntec, Brasil) (75 mg/Kg de peso) na concentração de 100mg/mL associado ao Cloridrato de Xilazina (Xilazin®, Syntec, Brasil) (10 mg/Kg de peso) na concentração de 20 mg/mL via intraperitoneal [31]. 

	A colheita de sangue se deu após toracotomia e punção cardíaca inserindo o sangue em tubos à vácuo com EDTA e sem anticoagulante (Vacuette®, Greiner BioOne, SP, Brasil). O sangue foi centrifugado a 2000 rpm por 20 minutos para separação de plasma e soro que foram utilizados nas análises bioquímicas. O plano anestésico foi aprofundado, verificou-se os sinais indicativos de morte [32] e então realizou-se a colheita do intestino grosso, baço e fígado que foram armazenados em formol 10% durante 24 horas. 



Escore de dano macroscópico, peso e comprimento do cólon

	O intestino grosso foi coletado desde o ceco até o reto de forma que o órgão foi aberto longitudinalmente e avaliado quanto ao dano visível de acordo com os critérios propostos por Sánchez-Hidalgo et al. [33], atribuindo os valores conforme as características visíveis do cólon, da seguinte maneira: cólon normal (0), hiperemia localizada sem úlceras (1), ulceração sem hiperemia ou espessamento da parede intestinal (2), ulceração com um ponto de inflamação (3), dois ou mais pontos de ulceração e inflamação (4), zonas com grandes danos, inflamação e ulceração com uma extensão > 1 cm (5), zonas com grandes danos e extensão > 2 cm; adiciona-se 1 ponto, até 10, para cada cm acometido (6-10). A presença de adesão (score 0-2) e/ou consistência das fezes (conteúdo cecal) (score 0-1) foram avaliados de acordo com critérios de Bobin-Dubigeon et al. [34]. O intestino grosso também foi medido para determinar o comprimento do cólon e foi calculada a razão entre o peso e o comprimento do cólon. 



Análises Histopatológicas, Escore de Danos Teciduais e Avaliação das Criptas Intestinais



	A porção distal do intestino grosso que estava em formol a 10% foi submetida a lavagens crescentes em álcoois para desidratação, seguidos de lavagens em xilol por duas horas para diafanização e então foram incluídos em parafina. Os blocos foram seccionados em micrótomo (Microtome CUT5062 SLEE MAINZ, Munique, Alemanha) com espessura de 5 micrômetros (μm) e corados com hematoxilina e eosina (HE), para avaliação histopatológica. A leitura das lâminas foi realizada com fotomicroscópio óptico (Leica DM 2500M com câmera Leica DFC 295 acoplada), em magnitudes de 100x e 400x.

	As lâminas foram avaliadas seguindo os critérios propostos por Lima et al. [35], de acordo com o seguinte escore para cada animal: (0) tecido normal, podendo conter ausência ou discreto eritema e hiperemia, ausência de áreas de hemorragias, ulcerações e abcessos e tecido com características indicativas de reeptelização; (1) presença moderada de eritema e hiperemia, ausência de áreas de hemorragia, ulcerações ou abcessos; (2) presença de eritema e hiperemia grave, hemorragias, pequenas ulcerações ou cicatrizes e ausência de abscessos; (3) eritema e hiperemia graves, presença de áreas de hemorragias com ulcerações extensas e abcessos. Seguindo esses critérios, ao final encontrou-se o escore total de danos, classificando os animais em escore 0 (sem danos, 1 (danos leves), 2 (danos moderados) e ≥ 3 (danos teciduais graves). Também foram pesquisados demais achados microscópicos relacionados a alterações morfológicas [36]. 

As imagens das lâminas foram fotografadas e analisadas utilizando o Software Image J (versão 1.51, 2018) para determinar alterações no comprimento da linha sobre as criptas intestinais entre os grupos experimentais. Foram aferidas a medida do comprimento de linha (µm) de 10 criptas intestinais por animal segundo o método proposto por Wilson et al. [37].

Análises Bioquímicas e Antioxidante do sangue



	Por meio do sangue coletado foram dosados os níveis de Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT), Creatinina, Ureia, Proteínas Totais (PT), Albumina e Globulinas utilizando equipamento automático Cobas C11 (Roche Diagnóstica, São Paulo,SP).

	Avaliou-se a capacidade antioxidante por meio do método de determinação do Poder Antioxidante de Redução do Ferro (FRAP) conforme Benzie & Strain [38] e Firuzi et al., [39] utilizando 40 mM de HCl, 300 mM de Tampão de Acetato com pH de 3,6 e 10 mM 2,4,6-Tripiridil-S-Triazina (TPTZ) em 40 mM de HCl, 20 mM de Cloreto de Ferro e a Solução coquetel utilizando a técnica de Keep on Ice. As amostras foram submetidas a avaliação do comprimento de onda de 593 nm para medir a absorbância por meio de espectrofotômetro. A curva padrão de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico) foi preparada com concentrações de 31,25 a 1000 µmol TE (y = 0,0014x - 0,0108; R2 = 0,9997). O resultado está expresso em µmol TE (atividade antioxidante equivalente ao Trolox). 



Análise Estatística



Para os resultados referente ao consumo de água, consumo de ração, diferença entre os pesos dos ratos, lesão macroscópica do cólon, presença de aderência de órgãos, escore de diarreia, análise das criptas intestinais, da histopatologia do intestino, IAD, resultados bioquímicos e FRAP, aplicou-se o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e então realizou-se o teste de Levene para verificar sua homogeneidade. Na análise do IAD também foi aplicado o teste de Games-Howell para comparações múltiplas. As variáveis não-paramétricas foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis [40].

As análises de variância foram realizadas utilizado ANOVA seguida pelo pós-teste de Tukey HSD para os resultados que apresentaram distribuição não paramétrica. Aplicou-se o teste de qui-quadrado para comparações entre classes de variáveis para os dados de aderência de órgãos, escore de diarreia e lesão macroscópica do cólon [40]. 

Os dados do protocolo experimental foram expressos em média, desvio-padrão e porcentagens. Todas as análises foram realizadas por meio do software estatístico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) - Pacote Estatístico para as Ciências Sociais, versão 23. O nível de significância adotado foi de 5%.

Resultados



Antes da indução da colite, os ratos já apresentaram diferenças no consumo de ração, de forma que os ratos com colite sem tratamento consumiram mais ração do que o grupo controle sem tratamento e que o consumo de ração dos animais que receberam chá do Jucá foi menor do que o consumo dos animais com colite sem tratamento e daqueles com colite em uso de sulfassalazina (p<0,0001). Já para o consumo de água, não houveram diferenças significativas antes da indução da colite, porém após a colite os animais que tomaram o chá do Jucá consumiram menor quantidade de água do que os demais animais com colite (p=0,001). Para os pesos antes e após indução não houveram diferenças significativas (p=0,45) (Tabela 1). 



Tabela 1 

Peso corporal, consumo de água e de ração antes e após a indução da colite entre os grupos experimentais. 



		

Grupos Experimentais

		Peso Corporal (g)

		Consumo de Água (mL)

		Consumo de Ração (g)



		

		Antes da Indução da Colite

		Depois da Indução da Colite

		Antes da Indução da Colite

		Depois da Indução da Colite*

		Antes da Indução da Colite*

		Depois da Indução da Colite*



		Grupo Controle

(GC)

		[bookmark: OLE_LINK3]349,03±20,09

		351,95±17,72

		59,74±2,52

		51,86±4,63AC

		27,54±2,86a

		27,42±1,18a



		Grupo Controle Colite (GCC)

		351,67±17,35

		351,95±17,72

		63,71±4,97

		58,38±9,24ab

		31,09±2,97b

		22,83±4,32b



		Grupo Colite Droga

(GCD)

		348,41±15,54

		368,61±25,91

		58,75±5,39

		58,31±8,30ab

		29,69±1,58ab

		21,55±3,04b



		Grupo Colite Jucá

(GCJ)

		356,68±33,52

		368,98±26,79

		58,29±3,24

		44,04±7,35C

		26,21±2,02a

		20,38±5,60b





[bookmark: OLE_LINK2]As diferenças entre os pesos foram analisadas pelo teste de Tukey HSD, para o consumo de água e ração que correspondem entre os períodos de antes da indução da colite e após a indução da colite, utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov e Tukey HSD. Letras diferentes (a,b,c) e asterisco (*) indicam diferenças estatísticas entre os grupos (p<0,05). 



	Na avaliação do IAD houve significância estatística para as lesões e entre os grupos nos dias 1 (p<0,0001), 4 (p<0,0001), 6 (p<0,0001) e 7 (p=0,004). Nos dias 2 (p=0,018) e 3 (p=0,044) as significâncias foram obtidas somente de acordo com o IAD e no dia 5 não houve significância (Tabela 2).  Os ratos do grupo controle não apresentavam lesões intestinais, mas tiveram uma perda de peso maior no dia 7 (6,36%). 



Tabela 2

Mensuração do índice de atividade da doença (IAD) entre os dias após indução da colite.

		Grupos Experimentais



		Índice de Atividade da Doença

		Grupo Controle

(GC)

		Grupo Controle Colite (GCC)

		Grupo Colite Droga

(GCD)

		Grupo Colite Jucá

(GCJ)

		p-Valor



		Dia 1

		1,08±0,59a

		0,22±0,4b

		0,34±0,61a

		2,92±2,54a

		p<0,0001*



		Dia 2

		0,54±0,9

		2,54±2,37

		2,43±2,07

		0,79±0,63

		0,018*



		Dia 3

		0,59±1,13

		0,55±0,41

		0,53±0,31

		1,68±1,53

		0,044*



		Dia 4

		1,94±1,43a

		0,04±0,11b

		0,03±0,11b

		1,16±1,01a

		p<0,0001*



		Dia 5

		0,01±0,02

		0,96±2,64

		0,68±1,91

		1,15±1,85

		0,553



		Dia 6

		0,00±0,00a

		1,26±0,34b

		1,33±0,95b

		0,32±0,50a

		p<0,0001*



		Dia 7

		2,12±0,44A

		0,30±0,34B

		1,32±2,27ab

		2,16±0,63ac

		0,004*







O Índice da Atividade da Doença (IAD) considera a perda de peso, consistência das fezes e o sangramento retal em cada dia e é obtida uma média desses escores que resulta no IAD. Para esses dados aplicou-se a ANOVA seguida do teste de Games-Howell. Letras diferentes (a,b,c) e asterisco (*) indicam diferenças estatísticas entre os grupos (p<0,05). Nos dias 2 e 3 detectou-se diferença para os valores obtidos no dia, mas não entre os grupos experimentais. 



Houve diferença significativa entre os grupos experimentais para a lesão macroscópica do cólon no critério hiperemia (p=0,001) e aderência dos órgãos (p<0,0001) (Figura 2). Os animais sem colite estavam sem hiperemia (100%) e a hiperemia ocorreu nos animais com colite sem tratamento (66,7%), bem como nos que receberam sulfassalazina (60%) e chá do jucá (66,7%). A ulceração sem hiperemia ocorreu nos animais com colite sem tratamento (11,1%) e com sulfassalazina (10%). Os animais sem colite não apresentaram aderência (100%), mas aqueles com colite sem tratamento, sim (77,8%), seguidos dos que consumiram a sulfassalazina (10%) e chá do jucá (22,2%). Não houve significância estatística entre os grupos para o escore de diarreia (p=0,276), peso do baço (p=0,466) e peso do cólon (p=0,188).



	

[image: ]Figura 2. Dano macroscópico do intestino grosso. 

Legenda: (A) Grupo Controle (GC): ausência de danos. (B) Grupo Controle Colite (GCC): Presença de ulceração (seta A) e hiperemia (seta B). (C) Grupo Colite Droga (GCD) Presença de Ulceração (seta A), Hiperemia (seta B), Dano extenso característico de necrose (seta C). (D) Grupo Colite Jucá (GCJ): Área de hiperemia. 



Na avaliação microscópica do cólon foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos para a análise da integridade das criptas intestinais (p=0,001) sendo que os animais que consumiram o Jucá apresentaram maior comprimento das criptas (245,02±63,52 µm) seguido dos animais com colite sem tratamento (218,33±46,74 µm) se comparado respectivamente ao controle sem tratamento (147,93±44,16 µm), e aos que consumiram a sulfassalazina (181,42±30,17 µm).

Os grupos com colite apresentaram diferença significativa para inflamação (p=0,005), com maior presença de infiltrado inflamatório nos ratos com sulfassalazina sendo que 50% apresentou leve infiltrado inflamatório, seguido de 30% em quantidade moderada. Nos ratos com colite sem tratamento, 44% apresentaram leve infiltrado inflamatório e os demais não apresentaram quantidades médias de inflamação. Naqueles que receberam jucá, 33,3% apresentaram leve inflamação, seguido de 11,1% com inflamação de grau moderado.  

Para o escore total de danos também houve diferença significativa entre os grupos (p=0,017), sendo que os ratos que receberam jucá apresentaram menor escore de danos (66,7%) mas houve escore de danos teciduais graves em 11,1% nesses animais, seguido daqueles que apresentavam colite sem tratamento (55,6%) com escore de danos teciduais leves (44,4%) e por último, dos ratos com sulfassalazina (30%), com escore de danos teciduais leves (40%) seguido de danos teciduais em quantidade moderada (30%). Não houveram diferenças significativas para a reeptelização (p=0,246), hemorragia (p=0,442) (Figura 3). 

Os achados microscópicos indicaram presença de placas de Peyer no IG, porém não houveram diferenças significativas entre os grupos (p=0,256).




[image: ]



Figura 3. Avaliação histopatológica das lesões do intestino grosso. 

[bookmark: OLE_LINK1]Legenda: Grupo Controle (GC). Grupo Controle Colite (GCC). Grupo Colite Droga (GCD). Grupo Colite Jucá (GCJ). Asterisco (*) indicam diferenças estatísticas para as lesões avaliadas em cada grupo (p<0,05). Para esses dados foram utilizados os testes de Qui-quadrado, Kolmogorov-Smirnov e ANOVA. Símbolos nas figuras A, B, C e D indicam, respectivamente a presença de alterações teciduais: A: (••) frequência média de reepitelização, (•••) frequência elevada de reepitelização, (•+) maior frequência de pouca reepitelização. B: (••) moderada quantidade de infiltrado inflamatório, (•••) grande quantidade de infiltrado inflamatório, (•+) maior frequência para pouca quantidade de infiltrado inflamatório no grupo. C: (•) baixa ocorrência de hemorragia, ulcerações e abcessos, (••) moderada ocorrência de hemorragia, ulcerações e abcessos. D: (○) escore lesional baixo, (○*) maior ocorrência de escore lesional baixo, (○○) escore lesional moderado e (○○○) escore lesional elevado. 



Na Figura 4 estão demonstradas as imagens das análises histopatológicas com as setas apontando dilatação de vasos avaliado no critério reepitelização, infiltrado inflamatório e integridade das vilosidades intestinais.

[image: ]

Figura 4. Análises histopatológicas do intestino grosso. 

Legenda: (A) Grupo Controle (GC): sem alterações (200x). (B) Grupo Grupo Controle Colite (GCC): Seta A apontando vilosidade íntegra, Seta B apontando Placa de Peyer com agregado de linfócitos e Seta C apontando dilatação de vaso sanguíneo (400x). (C) Grupo Colite Droga (GCD): Seta A apontando ausência de vilosidades, Seta B apontando dilatação de vasos e Seta C apontando infiltrado neutrofílico (400x). (D). Grupo Colite Jucá (GCJ): Seta A apontando ausência de vilosidades, Seta B apontando neutrófilo e Seta C apontando dilatação de vaso (400x).



Os ratos do GC foram considerados referência para avaliação dos parâmetros bioquímicos entre os grupos, de forma que encontrou-se diferenças significativas entre os grupos experimentais para as dosagens de ALT (U/L) (p=0,041), estando seus níveis mais baixos nos animais que receberam sulfassalazina e mais elevados nos ratos que consumiram o chá do jucá e a albumina (g/dL) (p<0,001) estava mais baixa nos animais que consumiram a sulfassalazina e reduzida nos ratos que consumiram o chá do jucá (Tabela 3). 

Também demonstraram-se estatisticamente significativos os dados de peso do fígado (p=0,001) com maior média de peso nos animais que receberam a sulfassalazina e o cálculo da relação albumina/globulina (p<0,001) com menor valor da relação nos animais que consumiram jucá e maior resultado naqueles que consumiram a sulfassalazina (Tabela 3). 


Tabela 3



Avaliação bioquímica da função hepática, renal, proteínas plasmáticas e estresse oxidativo após indução da colite e tratamento com sulfassalazina e Jucá.



		Grupos Experimentais



		Parâmetros

Avaliados

		Grupo Controle

(GC)

		Grupo Controle Colite (GCC)

		Grupo Colite Droga

(GCD)

		Grupo Colite Jucá

(GCJ)

		p-Valor



		ALT (U/L)

		38,58±5,10a

		34,5±13,33c

		49,13±8,66b

		38,86±16,06acb

		0,04*



		AST (U/L)

		114,80±25,68

		106,76±102,47

		82,31±13,48

		76,86±11,17

		0,39



		Ureia (mg/dL)

		27,37±8,93

		38,35±7,99

		62,44±95,10

		42,8±36,06

		0,53



		Creatinina (mg/dL)

		0,27±0,05

		0,32±0,04

		0,31±0,57

		0,37±0,19

		0,20



		Proteínas totais (g/dL)

		6,00±0,63

		5,9±5,97

		6,16±0,20

		6,21±0,27

		0,59



		Albumina (g/dL)

		3,08±0,22ab

		3,92±0,45bc

		4,23±0,13bc

		2,91±0,24bc

		0,00*



		Globulinas (g/dL)

		2,92±0,48

		2,04±0,19

		1,93±0,20

		3,30±0,26

		0,05



		Relação A/G (g/dL)

		1,05±0,46

		1,92±2,37

		2,19±0,65

		0,88±0,92

		<0,001*



		FRAP (mEq/Trolox)

		[bookmark: OLE_LINK4]292,61±19,07

		299,06±57,52

		290,00±47,77

		299,14±83,02

		0,2



		Fígado (g)

		3,44 ± 0,19

		3,96 ± 0,56

		4,01 ± 0,35

		3,41 ± 0,41

		0,001*





AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanino aminotransferase; FRAP: capacidade de redução do ferro plasmático; relação A/G: albumina e globulinasLetras diferentes (a,b,c) e asterisco (*) indicam diferenças estatísticas entre os grupos (p<0,05). Para esses dados, realizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov, seguido de ANOVA, Kruskal-Wallis e Teste de Tukey. 

Discussão

Apesar de o Jucá ser uma planta com potencial antioxidante, cicatrizante e antiúlcerogênica [18], o consumo do chá dessa planta não foi capaz de produzir o efeito esperado para reduzir a inflamação causada pela colite. Utilizou-se o chá do Jucá em ratos com colite devido a essa preparação ser uma das formas populares de consumo da planta, tendo em vista que ela pode ser adquirida diretamente da natureza em determinadas regiões do Brasil, bem como em feiras livres [41]. 

Muitas plantas demandam ainda a realização de pesquisas para avaliar sua eficácia e segurança na utilização para as mais diversas aplicações [42]. Pode ser que se aplicado de outra forma, como por exemplo, via retal, por meio de enema ou supositório, os efeitos do consumo do Jucá mostrariam resultados diferentes daqueles encontrados neste estudo. 

Estudos evidenciaram efeitos tóxicos do Jucá sobre diversas aplicações, nos quais foram utilizados o extrato hidroalcoólico de diversas partes da planta [43, 44, 45], mas nenhum dessas pesquisas relacionou os efeitos tóxicos em modelos de indução de colite, e além do mais, não é comum a utilização do Jucá na forma de extrato alcoólico pela população, sendo comumente utilizado na forma de chá, xaropes, macerações e pomadas [19]. 

Segundo o parecer técnico nº 033/90 emitido por Brasil [42] no qual avaliaram o consumo do chá das vagens do Jucá sobre uma utilização aguda e subaguda em ratos, não foram verificados efeitos tóxicos diante da sua utilização, porém não foi relatada a dose utilizada, nem mesmo por quanto tempo se utilizou o chá. 

Buscou-se na literatura as doses do Jucá para chá de vagens comumente utilizadas nas pesquisas com ratos, pois não foram encontradas recomendações específicas de doses para o uso de vagens com as sementes trituradas juntas. Encontrou-se uma pesquisa sobre ação antiulcerogênica do chá de vagens do Jucá na qual foi testada sua ação sobre indução de feridas gástricas com ácido acético e as doses utilizadas do Jucá foram de 100, 200 e 400 mg/Kg [46]. A dose de 200 mg/Kg reduziu a área de úlceras crônicas, e dessa forma, optou-se por utilizar uma dose intermediária para verificar seus efeitos sobre os ratos com colite. 

Os animais de todos os grupos com colite apresentaram redução no consumo de ração e água, entretanto, os ratos que receberam o chá do jucá apresentaram um consumo menor ainda de água. Tal fato pode ter sido influenciado pelo sabor amargo e adstringente do Jucá o que provavelmente se deve à concentração de taninos e minerais nas vagens, dentre eles, o ferro [46, 17, 20]. O baixo consumo de líquidos pode impactar em desidratação principalmente quando relacionado à colite, que causa diarreia, condição presente nesses animais.

Além do estresse causado pela manipulação dos animais, é importante considerar a injúria causada pela colite, pois verificou-se nesses animais a presença de cromodacriorreia e mudanças no apetite, o que influencia no consumo de água e alimentos. Os animais também apresentaram alteração na coloração e consistência das fezes, reflexos lentos e apatia [47]. 

Tais achados podem justificar a alteração nos consumos dos animais de todos os grupos durante o experimento, pois mesmo o grupo controle sem tratamento foi manipulado para fazer gavagens e foram submetidos a introdução de cânula no ânus. Acredita-se que os ratos com colite sentiam desconforto abdominal pois esse sintoma se associa à redução de ingestão dietética [48], conforme evidenciado pelos resultados de consumo de ração.

A indução de colite com ácido acético ocorreu como o esperado, que é um tipo de indução de característica aguda, e causa no rato reações inflamatórias semelhantes à colite ulcerativa que ocorre nos homens, pois a inflamação intestinal não é transmural, afetando diretamente as camadas mucosa e submucosa do intestino [49]. 

Presume-se que a situação de estresse que ocorreu sobre os ratos também possa ter influenciado sobre os resultados do IAD, esse índice avalia os sinais clínicos relacionados à indução da colite que incluem além do percentual de perda de peso, a diarreia e o sangramento retal. Oliveira et al. [50] relataram piora no IAD nos dias 1, 4 e 7 após indução da colite, tais fatos foram semelhantes no presente estudo, principalmente para o grupo que recebeu o Jucá, no qual os ratos apresentaram piores índices nos dias 1 e 7. A sulfassalazina manteve os ratos com menor IAD após a colite, variando menos esse índice em comparação com o grupo que recebeu o Jucá. 

Mais uma vez, verifica-se que o estresse apresentado pelos animais pode estar associado à perda de peso [47, 51], pois os animais do grupo controle sem tratamento obtiveram uma maior perda de peso no dia 7, o que resulta em um elevado IAD para esse dia. 

Ao analisar a histopatologia do cólon distal, local que foi afetado pela colite induzida, identificou-se a aderência do cólon e demais órgãos abdominais e a hiperemia, que foram verificados em diversas partes do intestino grosso, e tal fato também ocorreu no estudo de Durmus, Durmus, Bender & Karatepe [52]. O processo inflamatório costuma se iniciar a partir do espessamento da parede de um órgão, pode haver eritema e então surgem áreas hiperemiadas que podem evoluir para necrose do tecido [53]. Tais alterações foram verificadas nos ratos com colite. 

O Jucá não amenizou a hiperemia intestinal, e as zonas de lesão nestes animais eram superiores a 2 cm, com grandes danos teciduais, além de também apresentar aderência numa frequência maior se comparado aos animais que receberam a sulfassalazina, de forma que o Jucá não atenuou as lesões da colite conforme o esperado. 

Analisando por um outro ponto de vista, a hiperemia tecidual apresentada nos animais que receberam o Jucá pode também estar associada a uma tentativa de cicatrizar e devolver para o tecido a sua homeostase, de forma que os danos teciduais causados por condições como a colite podem desencadear uma resposta inflamatória imediata, caracterizada pelo rubor, tumor, calor e dor. Essas reações são mediadas por células presentes na circulação sanguínea ou até mesmo, no próprio tecido, que produzem uma sinalização química [54].

Já a aderência apresentada por esse mesmo grupo, pode ser atribuída ao processo cicatricial, avaliado no critério reepitelização. As aderências resultam de uma cicatrização anormal a partir de uma lesão tecidual, que se relaciona a formação de uma rede de fibrina, devido à ação de mediadores inflamatórios como o TGF-β e interleucinas que reduzem a capacidade fibrinolítica, o que pode trazer uma condição muito grave, que é a obstrução intestinal, condição observada ao coletar o intestino de alguns animais [55].

Para a análise de inflamação tecidual por meio do infiltrado de células de defesa no intestino grosso, foi identificada a presença de neutrófilos nos grupos com colite, tal fato é esperado diante do método de indução de colite utilizado, conforme relatado por Melo et al. [49]. 

Os neutrófilos são subtipos de leucócitos granulócitos que caracterizam o estado inflamatório em lesões extensas [56]. Essas células normalmente encontram-se em abundância na corrente sanguínea, mas quando há um processo inflamatório, essas células migram dos vasos sanguíneos para o tecido, com a finalidade de formar uma barreira protetora contra microorganismos e demais patógenos [54].

Esse processo é considerado uma resposta rápida, precoce e aguda. Os neutrófilos produzem quimiocinas que proporcionam a remoção de partículas incomuns ao tecido, como bactérias, bem como tecido morto e por fim, inicia-se o processo de restauração da região que foi lesionada [57, 58]. 

A inflamação apresentada pelos animais com colite pode ser resultado da própria condição clínica, causada pela indução química, bem como das substâncias liberadas pelo infiltrado neutrofílico, sendo que por meio de suas enzimas digestivas teciduais, essas células de defesa podem causar um efeito adverso esperado, devido à sua motilidade e migração aos tecidos lesionados [56]. 

O Jucá não eliminou os danos teciduais, mas proporcionou um escore de danos menor nos animais, e uma pequena parcela desses ratos tiveram danos teciduais graves, resultado da presença de eritema, hiperemia, áreas de hemorragia e ulcerações [35]. 

Nos animais com colite também verificou-se placas de Peyer, o que não é comum de ser encontrado no intestino grosso, e sim no intestino delgado [59], tal fato é resultado de uma metaplasia das células epiteliais do cólon [60]. Acredita-se que a presença das placas de Peyer se deva às citocinas inflamatórias produzidas pelo quadro inflamatório associado à colite [61]. 

O tecido imune de mucosa reveste dentre outros órgãos, todo o sistema gastrointestinal, que tem como função, protegê-lo contra a ação de patógenos e que faz parte do sistema imune adaptativo [60]. Além disso, Lee et al. [62] relatam que uma das características da metaplasia no cólon são as alterações da estrutura da mucosa papilar, trazendo características do intestino delgado, tal fato corrobora com os achados do presente estudo, onde as placas de Peyer, estruturas comumente encontradas no intestino delgado, foram encontradas no cólon. 

Apesar dos efeitos danosos observados nos ratos que consumiram o chá do Jucá, ao avaliar as criptas intestinais, verificou-se que nesses animais e naqueles que possuíam colite sem tratamento, houve maior comprimento dessas estruturas. Quando há lesão intestinal pode haver um encurtamento e separação, além de descamação do epitélio basal do intestino grosso, afetando a estrutura das criptas e consequentemente, a secreção de muco [63]. Como no grupo Jucá não foram verificadas essas alterações estruturais nas criptas, tal fato pode indicar que para esse parâmetro, o fruto não foi prejudicial, garantindo assim maior integridade das criptas do intestino grosso [64]. Apesar desses achados, verifica-se ainda na histologia de alguns animais a ausência de microvilosidades devido aos efeitos da colite, não amenizada pelo Jucá em casos como este. 

Para o diagnóstico e tratamento das DII também são indicados os exames de função renal, hepática, albumina e de marcadores inflamatórios [65]. Devido a isso, investigou-se possíveis alterações hepáticas associadas ao uso da sulfassalazina e do chá do Jucá. 

A dosagem de ALT, marcador bioquímico de função hepática, auxilia no diagnóstico de lesão aguda que pode estar relacionado ao uso de medicamentos que podem levar a necrose de hepatócitos, dentre esses medicamentos, destaca-se a sulfasalazina [66], observando nos animais em uso desse medicamento um nível elevado de ALT, considerando a referência de 38 a 82 U/L para ratos machos [67]. 

A sulfassalazina é um medicamento da classe dos aminosalicilatos com atuação direta sobre o cólon, utilizado no tratamento das DII, foi administrada em um grupo com colite, devido ao seu papel de amenizar o processo processo inflamatório e manter o indivíduo em período de remissão da doença [68]. 

Os efeitos colaterais associados ao uso da sulfassalazina incluem náuseas, diarreia, dor abdominal, bem como a hepatotoxicidade [68], atribuída à elevação da ALT, e ao maior peso de fígado encontrado no presente estudo, o que pode-se associar ao acúmulo de infiltrado inflamatório hepático [69]. Dessa forma, acredita-se que esses animais sofreram uma injúria hepática devido a uma hepatite tóxica causada pelo fármaco [70].

Além disso, o uso de medicamentos para colite e a condição inflamatória da doença, aumenta o risco de lesões hepáticas [71, 72, 73], um exemplo é o estudo de Chiba et al [74] no qual os autores relatam o desenvolvimento de doença hepática gordurosa não alcoólica em um paciente com retocolite ulcerativa. 

Apesar das divergências encontradas nas dosagem da AST entre os ratos do controle sem tratamento e dos demais animais dos grupos com colite, havia normalidade nos resultados obtidos, tendo como referência o estudo de lima et al. [67] que é de 61 a 210 U/L para ratos machos. Segundo Melo et al. [75], a AST é uma enzima encontrada também no coração, e o sangue foi coletado via punção cardíaca, o que justificaria o resultado mais elevado dessa enzima em alguns animais.

O funcionamento do fígado também se relaciona à produção e síntese de algumas proteínas, dentre elas, a albumina, uma proteína de fase aguda negativa e as globulinas [76]. Os quadros de má absorção intestinal associados com diarreia que ocorre em indivíduos com colite em diferentes graus, levam a uma inflamação aguda intestinal que podem influenciar nos níveis de albumina, e também a um quadro de desnutrição [66]. 

Dessa forma, tem-se duas situações que podem contribuir com a hipoalbuminemia, a primeira, que corresponde a uma hemodiluição da albumina ou até mesmo uma perda intestinal de proteínas plasmáticas [56], bem como a mobilização de proteínas devido a gravidade da injúria causada pela colite [76]. Ambas as hipóteses refletem a situação nutricional e o estado inflamatório [77]. 

Acredita-se que ocorreu a hipoalbuminemia por exsudação intersticial, caracterizada pela fuga da albumina para o interstício. Com a redução dos níveis de albumina, a pressão oncótica também reduz, e uma das manifestações dessa condição é o edema. Seguido dessas reações, há o aumento das globulinas [76, 62], ambas as alterações citadas ocorreram nos animais que consumiram o Jucá. 

As globulinas estão associadas à gravidade de inflamação na DII, seu aumento resulta da progressão da doença. Quando se trata de DII, a relação albumina/globulina menor do que 1,0 g/dL é um marcador de mau prognóstico, de forma que nos animais com o consumo do chá do Jucá essa relação econtrava-se muito baixa, indicando assim, a gravidade da inflamação, fato esse que se associa aos achados de infiltrado inflamatório neutrofílico no intestino dos ratos com colite e consumo de jucá, [77, 76, 78].

Além das alterações hepáticas, verifica-se também um aumento dos níveis de ureia nos animais que consumiram a sulfassalazina, fato esse que pode estar associado com o quadro de desidratação causado pela colite [11] e pelo baixo consumo de água já relatados anteriormente. 



Conclusão 



A dose utilizada do jucá não demonstrou causar hepatotoxicidade, mas o uso de sulfassalazina, sim, causando hepatite tóxica. A reação inflamatória causada pela colite foi de característica aguda. Houve aumento de hiperemia intestinal, infiltrafo neutrofílico, aderência e metaplasia nos animais que consumiram o Jucá, mas as criptas intestinais mantiveram seu comprimento. A relação albumina/globulina indicou piora no desfecho da colite dos ratos com Jucá. 
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5) Comitê de Ética e Pesquisa:
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9) Dúvidas: Qualquer dúvida envie um email para rsd.articles@gmail.com ou dorlivete.rsd@gmail.com ou WhatsApp (55-11-98679-6000). 

Aviso de direitos autorais

Os autores que publicam nesta revista concordam com os seguintes termos:

1) Os autores mantêm os direitos autorais e concedem à revista o direito de primeira publicação com o trabalho simultaneamente licenciado sob uma Licença Creative Commons Attribution que permite o compartilhamento do trabalho com reconhecimento da autoria do trabalho e publicação inicial nesta revista.

2) Os autores podem entrar em acordos contratuais adicionais separados para a distribuição não exclusiva da versão publicada do trabalho da revista (por exemplo, postá-lo em um repositório institucional ou publicá-lo em um livro), com reconhecimento de sua publicação nesta revista.
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Submission checklist 
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Research/publication misconduct is a serious breach of ethics. Such misconduct includes: i) Redundant or duplicate publication by same author(s), ii) Publication in another source by the same author(s) without acknowledgement or permission from the publisher, or iii) Plagiarism or self-plagiarism (publication of material without acknowledging original author source). iv) Fabrication of data, not substantiable via review of research records. Should such publications occur, editorial action would be taken. In certain cases, secondary publication is justifiable and even beneficial; however, such circumstances should be prospectively discussed with and agreed upon by the Editor-In-Chief. Nutrition will not accept a submission of work previously reported in large part in a published article (duplicate) or that is contained in another paper submitted or accepted for publication in Nutrition or elsewhere.

Informed consent and patient details 

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent, which should be documented in the paper. Appropriate consents, permissions and releases must be obtained where an author wishes to include case details or other personal information or images of patients and any other individuals in an Elsevier publication. Written consents must be retained by the author but copies should not be provided to the journal. Only if specifically requested by the journal in exceptional circumstances (for example if a legal issue arises) the author must provide copies of the consents or evidence that such consents have been obtained. For more information, please review the Elsevier Policy on the Use of Images or Personal Information of Patients or other Individuals. Unless you have written permission from the patient (or, where applicable, the next of kin), the personal details of any patient included in any part of the article and in any supplementary materials (including all illustrations and videos) must be removed before submission.

Declaration of competing interest 

Corresponding authors, on behalf of all the authors of a submission, must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. All authors, including those without competing interests to declare, should provide the relevant information to the corresponding author (which, where relevant, may specify they have nothing to declare). Corresponding authors should then use this tool to create a shared statement and upload to the submission system at the Attach Files step. Please do not convert the .docx template to another file type. Author signatures are not required. 

Submission declaration and verification 

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyrightholder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref Similarity Check. Preprints Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see 'Multiple, redundant or concurrent publication' for more information). 

Use of inclusive language 
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Author contributions 
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Authorship 
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Changes to Authorship 

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of accepted manuscripts: Changes to author names after acceptance are strongly discouraged and can be accepted only in compelling circumstances. Before the accepted manuscript is published in an online issue Requests to add or remove an author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is suspended until authorship has been agreed. After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange author names in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above and result in a corrigendum.

Reporting clinical trials 

Randomized controlled trials should be presented according to the CONSORT guidelines. At manuscript submission, authors must provide the CONSORT checklist accompanied by a flow diagram that illustrates the progress of patients through the trial, including recruitment, enrollment, randomization, withdrawal and completion, and a detailed description of the randomization procedure. The CONSORT checklist and template flow diagram are available online.

Registration of Clinical Trials 

Registration in a public trials registry is a condition for publication of clinical trials in this journal in accordance with International Committee of Medical Journal Editors recommendations. Trials must register at or before the onset of patient enrollment. The clinical trial registration number should be included at the end of the abstract of the article. A clinical trial is defined as any research study that prospectively assigns human participants or groups of humans to one or more health-related interventions to evaluate the effects of health outcomes. Health-related interventions include any intervention used to modify a biomedical or health-related outcome (for example drugs, surgical procedures, devices, behavioural treatments, dietary interventions, and process-of-care changes). Health outcomes include any biomedical or health-related measures obtained in patients or participants, including pharmacokinetic measures and adverse events. Purely observational studies (those in which the assignment of the medical intervention is not at the discretion of the investigator) will not require registration.

Copyright 

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement. Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases. For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open access articles is determined by the author's choice of user license. 

Author rights 

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More information. Elsevier supports responsible sharing Find out how you can share your research published in Elsevier journals. 

Role of the funding source 

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement, it is recommended to state this. 

Open Access 

Please visit our Open Access page for more information.

Elsevier Researcher Academy 

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources to improve your submission and navigate the publication process with ease. Language (usage and editing services) Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's Author Services. 

Submission 

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail. Submit your article All new manuscripts must be submitted through Nutrition's online submission and review Web site https://www.editorialmanager.com/nut Suggesting reviewers Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential reviewers. You should not suggest reviewers who are colleagues, or who have co-authored or collaborated with you during the last three years. Editors do not invite reviewers who have potential competing interests with the authors. Further, in order to provide a broad and balanced assessment of the work, and ensure scientific rigor, please suggest diverse candidate reviewers who are located in different countries/ regions from the author group. Also consider other diversity attributes e.g. gender, race and ethnicity, career stage, etc. Finally, you should not include existing members of the journal's editorial team, of whom the journal are already aware. Note: the editor decides whether or not to invite your suggested reviewers. 

PREPARATION NEW SUBMISSIONS 

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which is used in the peer-review process. As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or layout that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately. Formatting author group Omission of titles after author names is required, since they can create confusion and misunderstandings, and delay publication time. References There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/ book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions. If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in your initial submission for peer review purposes. Divide the article into clearly defined sections. Figures and tables embedded in text Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption should be placed directly below the figure or table. 

The peer review process 

Double anonymized review This journal operates a double anonymized review process. All contributions will be initially assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors are not involved in decisions about papers which they have written themselves or have been written by family members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has an interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types of peer review. Anonymized review means the identities of the authors are concealed from the reviewers, and vice versa. More information is available on our website. To facilitate this, please include the following separately: Title page (with author details): This should include the title, authors' names, affiliations, acknowledgements and any Declaration of Interest statement, and a complete address for the corresponding author including an e-mail address. Anonymized manuscript (no author details): The main body of the paper (including the references, figures, tables and any acknowledgements) should not include any identifying information, such as the authors' names or affiliations. 

An outline of what to expect, for this journal, from receipt of submission to first decision 

The Managing Editor determines, generally within a week, whether the language and presentation are sufficiently clear for the review process, and whether there are any ethical or basic quality issues. If there are any concerns, the manuscript may be returned to the author for a chance to improve the manuscript. If the manuscript is then deemed clear and ethical, it goes to the Editor in Chief or Deputy Editor in Chief. Authors sometimes ask why the English must be improved at this stage, as it takes time and can be costly. The reason is that it helps us to engage the services of expert reviewers within a reasonable time frame, as they receive many requests, and helps all who check the manuscript to be sure of the authors' meaning from the start. Elsevier has an English-editing service, but authors are free to use any editor they like, as long as the result is a manuscript in which the science and methods are explained clearly. The Editor in Chief determines, also generally within a week, whether the science and methods are sufficiently sound for peer review, and the topic important enough for consideration of publication in this particular journal. If the manuscript passes this stage, it goes on to the Associate Editor. The Associate Editor manages the review process. Only a few reviewers can be invited at a time, and they are each allowed a maximum of five workdays to respond. If they agree to our request, they are given 14 days to review the manuscript. If they are late, they are sent reminders. If they do not respond to reminders, they are uninvited and a new reviewer is invited in their place. When the Associate Editor determines that a sufficient amount of input has been provided by the reviewers, a decision is made. The decision may require further confirmation from the Editor in Chief. If, after 90 days from the date of submission, outside reviewer input is still deemed insufficient, the Associate Editor is required to make, in consultation with other editors or board members if needed, their own decision. 

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). See also the section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check' functions of your word processor. 

Article structure 

Subdivision - unnumbered sections Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line. Subsections should be used as much as possible when crossreferencing text: refer to the subsection by heading as opposed to simply 'the text'. Introduction State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results. Material and methods Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications to existing methods should also be described. Theory/calculation A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a practical development from a theoretical basis. Results Results should be clear and concise. Discussion This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature. Conclusions The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section. Appendices If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc. This should include 1) title of paper (use no abbreviations, limit: 120 characters with spaces), 2) running head of fewer than 55 characters with spaces, 3) full names of all authors with highest academic degree(s); 4) affiliations of all authors; 4) role of each author in the work (see Authorship); 5) a word count for the entire manuscript (including figures and tables), and the number of figures and tables, 4) the complete mailing address (including telephone, fax, and e-mail address of the corresponding author for e-mailing of proofs and reprint requests). 

Highlights 

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of your research as well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look at the examples here: example Highlights. Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). Abstracts should be no more than 250 words. The structured abstract for an original investigation should be organized as follows:

Objective: The abstract should begin with a clear statement of the precise objective or question addressed in the paper. If a hypothesis was tested, it should be stated. Research Methods & Procedures: The basic design of the study and its duration should be described. The methods used should be stated, the statistical data/methods provided and referenced. Results: The main results of the study should be given in narrative form. Measurements or other information that may require explanation should be defined. Levels of statistical significance should be indicated, including other factors crucial to the outcome of the study. Conclusion(s): State only conclusions that are directly supported by the evidence and the implications of the findings. Graphical abstract Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 × 1328 pixels (h × w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 × 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site. Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their images and in accordance with all technical requirements. 

Keywords 

5—7 key words or phrases should be provided which should be selected from the body of the text and not duplicate title words. Abbreviations Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article. 

Acknowledgments 

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.). Formatting of funding sources List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements: Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa]. It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding. If no funding has been provided for the research, it is recommended to include the following sentence: This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or not-for-profit sectors. Units Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text). Footnotes Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the article. 

Artwork 

Electronic artwork 

General points 

• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. 

• Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier. 

• Number the illustrations according to their sequence in the text. 

• Use a logical naming convention for your artwork files. 

• Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image. 

• For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a single file at the revision stage. 

• Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files. 



A detailed guide on electronic artwork is available. You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here. Formats Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'. TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required. 

Please do not: 

• Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low. 

• Supply files that are too low in resolution. 

• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 



Color artwork 

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of electronic artwork. 

Illustration services 

Elsevier's Author Services offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the website to find out more. 

Figure captions 

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables 

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells. 

References 

Citation in text 

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication. 

Reference links 

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged. A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper. 

Web references 

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list. 

Data references 

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article. 

References in a special issue 

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue. 

Reference management software 

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference management software products. These include all products that support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference management software. 

Reference formatting 

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/ book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style Text: 

Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given. List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear in the text. Examples: 

Reference to a journal publication: 

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun 2010;163:51–9. https://doi.org/10.1016/j.Sc.2010.00372. 

Reference to a journal publication with an article number: 

[2] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. Heliyon. 2018;19:e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205 

Reference to a book: [3] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000. 

Reference to a chapter in an edited book: [4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281–304. 

Reference to a website: [5] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK, http://www.cancerresearchuk.org/ aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003 [accessed 13 March 2003]. 

Reference to a dataset: [dataset] [6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015. https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1. 

Note shortened form for last page number. e.g., 51–9, and that for more than 6 authors the first 6 should be listed followed by 'et al.' For further details you are referred to 'Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927–34) (see also Samples of Formatted References). Journal abbreviations source Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Video 

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content. 

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material 

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

Research data 

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project. 

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing, sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page. 

Data linking 

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding of the research described. There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more information, visit the database linking page. For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published article on ScienceDirect. In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). 

Mendeley Data 

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online. For more information, visit the Mendeley Data for journals page. 

Data in Brief 

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into a data article published in Data in Brief. A data article is a new kind of article that ensures that your data are actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and made publicly available to all upon publication (watch this video describing the benefits of publishing your data in Data in Brief). You are encouraged to submit your data article for Data in Brief as an additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research article is accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed, published open access and linked to your research article on ScienceDirect. Please note an open access fee is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief data article. 

Data statement 

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process, for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction 

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors. If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online version and PDF. We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. 
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Receberam água filtrada e ração ad libitum. 

Consumo de água e ração aferidos a cada 24 horas. 

Peso dos ratos aferidos a cada 24 horas. 

Checagem de sintomas relacionados à colite a cada 24 horas



Procedimentos Diários



2 mL de solução fisiológica a 0,9% via retal



1 mL/dia de água filtrada por gavagem oral**



Grupo Controle (GC)

2 mL de ácido acético a 3% via retal



1 mL/dia de água filtrada por gavagem oral**



Grupo Controle Colite (GCC)

2 mL de ácido acético a 3% via retal 

Chá do Jucá (10g do pó do Jucá para 90 mL de água = 1 mL por rato contendo 285mg/Kg/dia por gavagem oral)



Grupo Colite Jucá (GCJ)

2 mL de ácido acético a 3% via retal 



300 mg kg-1/dia de sulfassalazina diário por gavagem oral



Grupo Colite Droga (GCD)











































Receberam água filtrada e ração* ad libitum

Consumo de água e ração aferidos a cada 24 horas

Peso dos ratos aferidos a cada 24 horas





Grupo Controle (GC)





Grupo Controle Colite (GCC) 





Grupo Colite Jucá (GCJ)





Grupo Colite Droga (GCD)
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