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E muito melhor arriscar coisas grandes,
Alcancar triunfos e glorias,

Mesmo expondo-se a derrotas amargas
Do que formar filas com pobres de espirito
Que nem muito sofrem, nem muito gozam
Porque vivem numa penumbra cinzenta

E nao conhecem vitéria e nem derrota.
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RESUMO

Efeitos da suplementacdo com fibra soluvel ou frutooligossacarideos sobre a
inflamacédo e o metabolismo no colo normal ou na vigéncia de colite induzida por
acido trinitrobenzeno sulfénico, em ratos. STHELA MARIA MURAD REGADAS.
Pos-Graduacdo Stricto Sensu, Departamento de Cirurgia, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do Ceara (Grau de Doutor em Cirurgia).
Dezembro, 2004. Orientador: Prof. Dr. Lusmar Veras Rodrigues.

O objetivo desse estudo foi verificar o efeito da suplementagédo intragastrica com
fibra soluvel e prebidtico (frutooligossacarideos - FOS), do ponto de vista inflamatério
e metabdlico, no tecido colico normal ou na vigéncia da colite induzida por acido
trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), em ratos. Foram usados 96 ratos da linhagem
Wistar, machos, com peso médio de 300g. Foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos, com 48 animais. Um Grupo Estudo Sem Colite (GESC) submetido a
aplicacdo transanal de agua ou outro Grupo Estudo Com Colite (GEC) induzida por
TNBS, 20 mg mais etanol a 50%. Cada grupo foi redistribuido em 3 subgrupos, de
acordo com a substancia utilizada por infus&o intragastrica: 1(Agua), 2(Fibra solavel)
e 3(FOS). Todos os animais receberam essas solugbes durante 14 dias antes da
aplicagdo transanal de agua ou da indugdo da colite, até o dia determinado para
eutanasia (7° e 14° dias). Foram realizadas avaliagdes do peso dos animais, relagéo
peso/tamanho do colo, escores macroscopicos e microscopicos, e dosagens de
metabdlitos no tecido célico in vivo (concentracbes de corpos cetbnicos [3-
hidroxibutirato, acetoacetato], piruvato, lactato, ATP e relacdo [acetoacetato]/[3-
hidroxibutirato] e [piruvato]/[lactato]. Foram avaliados o GESC, GEC, e os subgrupos
agua, do grupo sem colite (ESC1) e com colite (EC1). Nao houve alteragdes
significantes nos diversos parametros inflamatérios avaliados no GESC. No GEC,
houve aumento na relagdo peso do colo/comprimento do colo no subgrupo FOS, no
14° dia (p<0,05). Com relagdo ao peso dos animais, os do subgrupo GEC1,
apresentaram reducgdo significante no 7° dia. Houve aumento na relagéo
peso/tamanho do colo, no escores macro e microscopico no subgrupo GEC1 no 7° e
14° dias (p<0,05). Quanto a avaliagdo metabolica, no GESC foi evidenciado
aumento nas concentragdes de acetoacetato no subgrupo fibra soluvel no 14° dia
(p<0,05). Houve redugao nas concentragdes de piruvato no subgrupo fibra soluvel e
FOS no 14° dia (p<0,05). As concentracbes de ATP foram reduzidas nos
subgrupos fibra soluvel e FOS, no 7° e 14° dias (p<0,05). No GEC, as concentragdes
do piruvato apresentaram-se elevadas no subgrupo fibra soluvel, no 14° dia
(p<0,05). As concentragdes de ATP diminuiram nos subgrupos fibra soluvel e FOS
(p<0,05). Comparando os subgrupos GESC1 com GEC1, houve elevagdo nas
concentragdes dos corpos cetdnicos no GEC1 no 7° dia (p<0,05). Houve redugéo
nos niveis de piruvato no GEC1 no 7° e 14° dias (p<0,05). Observou-se redugao nas
relagdes [acetoacetato]/[3-hidroxibutirato] e [piruvato]/[lactato] no GEC1, no 7° dia
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(p<0,05). Conclui-se, portanto, que a suplementacéao intragastrica com fibra soluvel
ou com FOS, ndo alteram os parametros inflamatérios avaliados no 7° e 14° dias,
nos colos normais ou na vigéncia de colite, porém eleva a oferta de precursores para
producdo de energia, alterando as concentragdes in vivo de ATP, tanto no tecido
célico normal, como na vigéncia da colite.

Descritores: Colite, Fibra na dieta, Rato, colo / Metabolismo

ABSTRACT
Metabolic and inflammatory evaluation in fiber and fructooligosaccharides
supplemented diet in normal colon and trinitrobenzene sulphonic acid-induced colitic
rats. STHELA MARIA MURAD REGADAS. Stricto Sensu Post-Graduation.
Department of Surgery, Medical School, Federal University of Ceara (Doctor in
Surgery). December, 2004. Advisor: Prof. Dr. Lusmar Veras Rodrigues

The aim of this study was research the metabolic and inflammatory findings in normal
colon and trinitrobenzene sulphonic acid-induced (TNBS) colitic rats which received
soluble fiber and fructooligosaccharides-FOS. Ninety six Wistar male rats were used,
average weight 300g. They were distributed in two groups, of 48 animals each. One
group with animals without colitis (GESC) submitted to transanal water enema and
another group with colitis (GEC) produced by TNBS, 20mg. Each group was
distributed into three subgroups, according to the used substance: 1(water), 2(soluble
fiber), 3(FOS). All the animals received 3 ml such substances twice daily into the
stomach through an intragastric catether during 14 days before the transanal water
enema and the colitis production until the euthanasia day (7th and 14th. Days). The
animals were evaluated concerning to the weight, colon weight/size relationship,
macroscopic and microscopic scores and the metabolites colon in vivo
concentrations (ketone bodies [3-hydroxybutirate, acetoacetate], piruvate, lactate and
ATP). The cell redox estate was also evaluated by the [acetoacetate]/[3-
hydroxybutirate] and [piruvate]/[lactate] relationship. GESC and GEC were evaluated,
equally the subgroups water from the group without colitis (ESC1) comparing to the
colitis group (EC1). No significant differences were found in the various inflammatory
evaluated parameters in GESC group. An increased colon weight/size relationship
was found in GEC group in the subgroup FOS, on the 14™ day (p<0,05). Concerning
to the animals weight from the subgroup GEC1, a significant decreasing was found
on the 7" day. An increased colon weight/size relationship was found in macroscopic
and microscopic scores in the subgroup GEC1 on the 7" and 14" days (p<0,05).
Concerning to the metabolic evaluation, an increased acetoacetate concentration
was found in GESC, in the fiber subgroup on the 14™ day (p<0,05). Decreased
piruvate concentrations in the fiber and FOS subgroups were demonstrated on the
14" day (p<0,05). The ATP concentrations were reduced in the fiber and FOS
subgroups on the 7" and 14" days (p<0,05). The piruvate concentrations were
increased in GEC group, in the fiber subgroup, on the 14" day (p<0,05). The ATP
concentrations decreased in the fiber and FOS subgroups (p<0,05). Comparing the
subgroups GESC1 with GEC1, an increased cetonic corps concentration was found
in GEC1 on the 7" and 14" days (p<0,05). There was reduction of piruvate levels in
GEC1 on the 7" and 14™ days (p<0,05). There was also reduction in acetoacetate/3-
hidroxibutirate and piruvate/lactate relationship in GEC1, on the 7™ day (p<0,05). It's
concluded that the soluble fiber or FOS intragastric intake doesn’t change the
evaluated inflammatory parameters on the 7™ and 14" days in normal colons or
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during colitis process, but it increases the precursors offering for energy production,
modifying the ATP in vivo concentrations in normal colonic tissue and during colitis
process.

Key-words: colitis, diet in fiber, rat, colon / Metabolism.
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1. INTRODUCAO

A retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) e a doenga de Crohn (DC)
constituem as principais afecgbes inflamatorias intestinais inespecificas. S&o
caracterizadas por inflamagéao aguda ou crbnica recorrente do trato digestério, com
formas variadas de apresentacao clinica. O processo inflamatério na RCUI inicia-se
geralmente no reto, estendendo-se proximalmente, envolvendo a mucosa e
submucosa do colo em intensidade variada. Na analise microscopica, podem ser
evidenciados acumulos de células T, células plasmaticas e neutréfilos os quais
podem migrar do epitélio para o lumen da cripta constituindo os abscessos em
criptas, caracteristicos da RCUI (SPARBERG, 1984; SPILIADS; LENNARD-JONES,
1987; HABR-GAMA; TEIXEIRA; BRUNETTI NETO, 1994; MUELLER, 2002).

Com relacdo a DC, qualquer segmento do trato digestério pode ser
acometido, embora seja mais freqlente no ileo terminal. O processo inflamatorio
pode envolver todas as camadas da parede intestinal, apresentando-se de forma
descontinua, com areas de mucosa integra podendo evoluir para ulceragdo de
formas diversas e exuberantes, além de fissuras e fistulas. A infiltracdo de
neutréfilos, células plasmaticas e linfécitos € uma constante. A formacado de
granuloma pode ocorrer em aproximadamente 60% dos casos (TEIXEIRA; HABR-
GAMA; PINOTTI, 1994; STEINWURZ, 1998; MUELLER, 2002).

A fisiopatogenia das doencgas inflamatérias intestinais inespecificas nao
esta claramente definida ja que inumeros fatores estdo implicados, como
susceptibilidade genética, fatores psicossociais, dietéticos, infeccdo bacteriana, viral
e principalmente mecanismos imuno-reguladores (BARGEN, 1924; BROBERGER,
1964; HABR-GAMA; TEIXEIRA; BRUNETTI NETO, 1994; TEIXEIRA; HABR-GAMA,;
PINOTTI, 1994; STEINWURZ, 1998). Estudos mais recentes demonstraram
alteragdes no mecanismo imunologico a custa de respostas imunes desreguladas,
contribuindo para iniciar e perpetuar a inflamagdo (MUELLER, 2002). Séo
evidenciadas alteracbes entre citocinas proé-inflamatérias e antiinflamatorias
(ROGLER; ANDUS, 1998; SCHREIBER, 1998). Dentre as citocinas pro-
inflamatorias, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) tem sido reconhecido

exercendo importante papel na modulagao (iniciagcao e amplificacdo) da resposta
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inflamatéria (GUIMBAUD et al.,1998; SCHREIBER, et al., 1999). E produzido pelos
monadcitos, macrofagos e mastocitos no primeiro estagio da inflamacao (JUNG et al.,
1995). O seu mecanismo de agao € complexo, podendo envolver atividade de
enzimas (oxido nitrico sintetase, fosfolipase A2, ciclooxigenase e protease), adeséo
molecular e produgao de outras citocinas (interleucina 2, interleucina 10 e interferon)
(MUELLER, 2002).

O tratamento e controle definitivos das doencgas inflamatorias intestinais
inespecificas ainda constituem um desafio as pesquisas cientificas. A necessidade
permanente de estudos dessas afecgbes fez surgir diversos modelos de colite que
visam, sobretudo esclarecer o mecanismo etiopatogénico e estabelecer a base
definitiva de um tratamento clinico eficaz, por possibilitar o teste de novas drogas
(KIRSNER, 1961; WATT; MARCUS, 1973; MACPHERSON; PFEIFFER, 1976 e
1978; CEREDIG, HENDERSON; NAIRN, 1977; OKAYASU et al., 1990; TAUROG et
al., 1993; ELSON et al., 1995). Morris et al. (1989) propuseram um modelo de colite
difusa induzida por acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), diluido em etanol a 50%,
administrado por via retal em ratos e que pode ser reproduzido em 100% dos casos.
A lesao inflamatdria é inicialmente produzida pela agdo do alcool, um potente proé-
inflamatorio, que quebra a barreira mucosa do colo e altera a permeabilidade. Ja, o
TNBS é metabolizado pelas enzimas dos colos produzindo reagdo imunomediada
liberando citocinas pré-inflamatoéria e substancias citotoxica. Esse modelo produz
inflamacao aguda ou crénica de acordo com a dose do TNBS a ser administrada e
assemelha-se doenga de Crohn e a retocolite ulcerativa. A intensidade da resposta
inflamatdria pode ser evidenciadas pelo aumento de peso do colo, da avaliagéo
macroscopica, microscopica, atividade da mieloperoxidase (MPO) (enzima contida
nos granulos azurofilos dos neutréfilos) e concentragdo de TNF-a (YAMADA et al.,
1992; BOBIN-DUBIGEON et al., 2001).

Diversos medicamentos e medidas de suporte nutricionais sao utilizados
de forma limitada no tratamento das doencgas inflamatérias intestinais. Entre as
substancias mais estudadas, destacam-se os derivados salicilatos (SVARTZ, 1942;
SCHRODER; CAMPBELL, 1972; PEPPERCORN; GOLDMAN, 1972 e 1973; DAS et
al. 1974; IRELAND; JEWELL, 1990; HERZOG; LEUSCHNER, 1995; VAN ASSCHE
et al.,, 2002; SIEBOLD, 2003), corticosteroides (MODIGLIANI, 1999; NICOLAUS;
FOLSCN; SCHREIBER, 2000; PANES et al, 2000; KATZ, 2004), e
imunossupressores (FRASER; ORCHARD, JEWELL, 2002; ORTIZ et al., 2000;
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CASTRO et al, 2004; LOPEZ-SANROMAN et al., 2004; SANDBORN; FEAGAN,
2004). Mais recentemente, os estudos relataram resultados promissores com o uso
de anticorpo anti-TNF-a (VIDELA et al.,, 1998; HAENS; VAN DEVENTER; VAN
HOGEZAND, 1999; SANDBORN; HANAUER, 1999; HINOJOSA, 2000; BEBB;
SCOTT, 2004; BERMEJO et al., 2004). No entanto, essas drogas podem apresentar
varios efeitos colaterais, além de ter custo elevado.

Por outro lado, estudos mais recentes tém utilizado alternativas
terapéuticas pela suplementacao oral de fibras fermentaveis e polissacarideos nao-
digeriveis (prebidticos) no tratamento e controle das doencgas inflamatdrias intestinais
(FERNANDEZ-BANARES et al., 1999; GALANDI; ALLGAIER , 2002; KANAUCHI et
al., 2002; HALLERT et al., 2003). Essas substancias apresentam propriedades e
efeitos fisiologicos importantes no trato gastrointestinal (SAKATA; YAJIMA, 1984;
ARDAWI; NEWSHOLME, 1985; KRIPKE, et al., 1989).

As fibras fermentaveis e polissacarideos nao-digeriveis séao
metabolizados pelas bactérias dos colos e produzem os acidos graxos de cadeia
curta (acetato, propionato e butirato) os quais sdo absorvidos na luz intestinal e
necessarios para manutengdo da fungcdo normal dos colonécitos (ROEDIGER,
1982a; ROYALL, 1990; SCHEPPACH, 1994).

O acetato e o propionato sao absorvidos pela circulagao portal e utilizados
pelo figado na lipogénese e gliconeogénese respectivamente (ROMBEAU; KRIPKE,
1990). Ja o butirato é metabolizado pelas proprias células do colo e é responsavel
por aproximadamente 75% do aporte de oxigénio necessario para os colonécitos.
Estas sdo as unicas células do corpo humano cujo suporte de oxigénio nido é
fornecido pela via sanguinea (ARDAWI; NEWSHOLME, 1985; ROMBEAU; KRIPKE,
1990). No entanto, uma pequena parte do butirato € absorvido pela circulagéo
sanguinea e metabolizado no figado, constituindo substratos energéticos, como
glutamato e glutamina. O restante é eliminado com as fezes, aproximadamente 18-
50 mmol/dia, equivalente a 60-170 mmol/l (CUMMINGS et al., 1987 b).

O butirato participa de outros mecanismos importantes na homeostase do
colondcito, como as trocas hidroeletroliticas, sendo responsavel pela absorcdo de
sédio e agua (MANEIL; CUMMINGS; JAMES, 1978), produgao de muco, absorgao
de ions e bicarbonato (FINNE et al., 1995; ). Apresenta ainda efeito trofico sobre o
epitélio intestinal, estimulando a proliferagédo tanto no jejuno, ileo como no colo. Essa

atividade proliferativa ocorre na base da cripta pela oxidacdo do butirato em
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mevalonato. Esse metabdlito liga-se ao receptor da proteina G iniciando o estimulo
proliferativo (SAKATA; YAJIMA, 1984; KRIPKE et al., 1989).

De modo semelhante, prebibticos, como frutooligossacarideos (FOS), sao
metabolizados no intestino grosso. S&o utilizados como substratos para as
bifidobactérias e lactobacilos, produzindo acidos graxos de cadeia curta. Por esta
razao, promovem o aumento na populagdo dessas bactérias (ndo patogénicas) ,
resulta,ndo na inibigdo do crescimento de bactérias patogénicas com consequente
reducdo na liberacdo de substancias tdxicas produzidas e diminuicdo no pH
(GIBSON; et al., 1995a,b; LE BLAY et al., 1999; MARX; WINKLER; HARTMEIER,
2000)

Alguns estudos demonstraram que a reducédo de acidos graxos de cadeia curta no
colo
pode produzir dano a mucosa, como na colite por desuso que ocorre devido a perda
de
contato dos acidos graxos com a mucosa. Essas alteragbes foram revertidas pela
aplicacgao intraluminar de acidos graxos (GLOTZER; GLICK; GOLDMAN, 1981;
ROEDIGER, 1982; HARIG et al., 1989; MORTENSEN et al., 1991).
A aplicagao de enemas de acidos graxos ou butirato no tratamento da RCUIl e em
modelos experimentais sugeriram que o aumento na concentragdo de acidos graxos
na luz intestinal poderia reparar os danos inflamatérios. No entanto, os achados sao
contraditorios, visto que outros estudos nao os reproduziram (BREUER et al., 1991,
1997; SCHEPPACH et al., 1992, 1996a,b; SENAGORE et al., 1992; STEINHART et
al., 1994, 1995 e 1996; VERNIA et al., 1995; BUTZNER et al., 1996).
Portanto, muitos estudos utilizaram como alternativa a aplicagao de enemas, a
suplementagao oral de fibra e prebidtico, que produzem acidos graxos de cadeia
curta na luz intestinal. Tipos diferentes de fibras foram avaliados, como semente de
plantago ovata (FERNANDEZ-BANARES et al., 1999; RODRIGUEZ-CABEZAS et al,
2002, 2003), pectina (ANDOH; BAMBA; SASAKI, 1999), amido resistente
(JACOBASCH et al., 1999; MOREAU et al., 2003) e prebidticos, como “germinated
barley foodstuff’ (mistura insoluvel com proteinas enriquecidas com glutamina e
fibra-hemicelulose), inulina e FOS (KANAUCHI et al., 1999; 2001; 2002; ARAKI et
al., 2000; VIDELA et al.,, 2001; FUKUDA et al., 2002; CHERBUT; MICHEL;
LECANNU, 2003).
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O metabolismo energético célico utiliza os acidos graxos de cadeia curta
como principal substrato para produgdo de energia. No entanto, esta producgao
energética é variavel entre eles, pois a completa oxidagdo de 1 mol de acetato,
propionato e butirato produz 10, 18 e 27 mol de ATP, respectivamente (CLAUSEN;
MORTENSEN, 1995). Em individuos normais, a sequéncia de utilizagdo de substrato
disponivel para mucosa do colo € o butirato, acetato, propionato, glicose, corpos
cetdnicos e glutamina (ROEDIGER, 1980).

A pesquisa inicial de Roediger (1980) investigou o metabolismo cdlico in
vitro. Utilizou colondcitos isolados de portadores de RCUI comparando-o com
individuos normais. Demonstrou reducao na oxidagao do butirato em CO2 e corpos
cetbnicos, associado ao aumento compensatorio no metabolismo da glicose e
glutamina evidenciado pelas concentragdes elevadas de lactato e amébnia, nos
portadores de RCUI.

Vernia et al. (1988) demonstraram reducédo na concentragcao dos acidos
graxos, especialmente o butirato, na amostra fecal de portadores de RCUI,
associando os achados a gravidade da inflamacgéao.

Clausen e Mortensen (1995) demonstraram que n&o ha alteragdes no

metabolismo dos acidos graxos em colondcitos isolados de portadores de RCUI.
N&o evidenciaram aumento na oxidagao da glicose.
Den Hond et al. (1998) demonstraram reducao na oxidagdo do butirato associada a
elevagdo de sua excregdo fecal em portadores de colite aguda. Ja na colite
quiescente e em individuos sem colite, ndo foram demonstradas alteragcbes no
metabolismo do colonécito. Concluiram que a redugao na oxidacédo do butirato esta
relacionada com o processo inflamatério intenso e n&o constitui um defeito primario
na RCUI, pois nao foi evidenciada essa alteracao na fase quiescente da doenca.

Jorgensen et al. (1999) evidenciaram que nao ocorreram alteracdes na
metabolizagcdo do butirato em portadores de RCUI e DC quando comparados com
individuos normais. Esses resultados foram evidenciados pela producgao inalterada
de corpos cetdnicos e CO,.

Simpson et al. (2000) realizaram estudo in vivo avaliando as medidas de
CO; no ar expirado, calorimetria indireta, e 0 quociente respiratorio relacionado ao
peso e a idade. Demonstraram que nao ha alteragbes no metabolismo em

portadores de RCUI quiescente.
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Ahmad et al. (2000), estudando modelo de colite por sulfato sédico de
dextrano, demonstraram redug¢ao no metabolismo do butirato associado a elevagao
na oxidagdo da glicose e nos niveis de lactato. Paralelamente, foram observadas
reducdes na producdo de CO2 e corpos cetdnicos, especialmente do beta-hidroxi-
butirato, sugerindo redugao na beta-oxidagao do butirato.

Rodriguez-Cabezas et al. (2003) realizaram estudo in vitro, utilizando
colondcitos isolados de modelo de colite com ratos transgénicos HLA-B27.
Evidenciaram redugédo na concentragdo do butirato quando comparado com grupo
controle. No entanto, quando os animais receberam suplementagcdao com fibra
(semente de plantago ovata), ocorreu aumento nas concentragdes de butirato e
propionato.

Moreau et al. (2004) avaliaram modelos de colite por sulfato sédico de dextrano e
utilizaram suplementagdo com dieta basal e amido resistente. Observaram que na
fase aguda da colite, ndo ocorreu alteracdo na captacdo do butirato e sua
metabolizagdo em CO2, inclusive no grupo suplementado com amido resistente.
Este fato resultou em aumento na concentragdo do butirato no ceco. Ja na fase
cronica, esse mesmo grupo apresentou elevagao na captagao do butirato, quando
comparado com o grupo que utilizou dieta basal.

Portanto, vé-se que os estudos existente na literatura utilizaram amostras e métodos
de avaliagdo distintos. Alguns s&o realizados in vitro utilizando colondcito isolado e
incubado adicionando acidos graxos de cadeia curta e glicose como substrato
energético (ROEDIGER, 1980; CLAUSEN; MORTENSEN, 1995; JORGENSEN;
MORTENSEN, 1999, 2001; RODRIGUEZ-CABEZAS et al., 2003). Ja, outros
realizaram estudos in vivo aferindo medidas do CO2 no ar expirado e calorimetria
indireta, ou ainda, medidas das concentragdes de butirato, corpos cetbnicos e CO2
no sangue arterial e venoso ou no conteudo coélico (DE HOND et al.,, 1998;
JACOBSCH et al., 1999; SIMPOSON et al., 2000; MOREAU et al., 2004). Tal fato
dificulta a interpretacdo dos achados, assim como o delineamento do metabolismo
célico na vigéncia da colite, havendo, portanto, necessidade de novos estudos.

Visto que as pesquisas nao tém consenso com relacdo aos beneficios
das fibras soluveis e prebidticos, quanto a avaliacdo inflamatdria e metabdlica, tanto
na doenca inflamatdria intestinal como na colite, em modelos experimentais, tornou-
se necessario novos estudos buscando demonstrar, o efeito da fibra soluvel e

prebiodtico no colo in vivo.
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2 OBJETIVO

Verificar o efeito da suplementagao intragastrica com fibra soluvel e prebidtico
(frutooligossacarideos - FOS), do ponto de vista inflamatério e metabdlico, no tecido
célico normal ou na vigéncia da colite induzida por acido trinitrobenzeno sulfénico
(TNBS), em ratos.
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3. METODO

AMOSTRA

Foram utilizados 96 ratos (Rattus norvegicus albinus, Mammalia Rodentia,
Muridae) da linhagem Wistar, machos, adultos, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara. O peso dos animais variou de 270 a 320 g (média =
300 g).

Os animais foram mantidos no laboratério de Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Ceard em numero de quatro por gaiola de polipropileno com tampa de arame
galvanizado com zinco, forradas com maravalhas. Permaneceram alojados em
condi¢cbes adequadas, umidade relativa do ar em torno de 50 %, a temperatura
média de 25° C, iluminacdo e ventilagdo adequadas. Receberam agua e ragéo ad
libitum.

Durante o periodo de 15 dias de adaptagdo, todos os animais

foram previamente tratados com anti-helmintico.

DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

A pesquisa foi realizada de acordo com as Normas Internacionais para

Pesquisa Biomédica em Animais (Consejo de Organizaciones Internacionales de

Ciéncias Médicas, 1990) e de acordo com a Lei Federal n°. 6.638 que estabelece

normas para pratica didatico-cientifica da vivisseccdo de animais, de 8 de maio de
1979.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos contendo

48 animais cada: Um grupo Estudo Sem Colite (GESC) e um grupo Estudo Com

Colite induzida (GEC). Ambos foram redistribuidos em trés subgrupos, conforme a

substancia recebida. Todos foram identificados e pesados previamente.



Grupo Estudo Sem Colite (GESC) — Os animais receberam diferentes solugbes
por infusdo intragastrica em duas administragdes diarias de 3 ml cada, num intervalo
de 4 horas, durante 14 dias. No 14° dia, foram submetidos a aplicacdo de agua, por
cateter, via transanal, num volume de 0,8 ml. Continuaram recebendo as solucdes
por infusdo intragastrica diarias até os dias estabelecidos para eutanasia. Foram
redistribuidos em 3 subgrupos contendo 16 animais cada de acordo com a solugao
utilizada para infusao intragastrica:

Subgrupo ESC1 (Agua) (Controle)- Recebeu &agua potavel num volume de 3 ml

em duas administracdes diarias.

Subgrupo ESC2 (Fibra soluvel)- Recebeu solugao contendo 1 g de fibra 100%
soluvel (“Benefiber"®-goma guar), em duas administragées diarias. Cada grama foi

diluida em 3ml de agua potavel.

Subgrupo ESC3 (FOS)- Recebeu solugdo contendo 1g de frutooligossacarideos
(FOS) (Nutraflora®), em duas administragbes diarias. Cada grama foi diluida em 3

ml de agua potavel.

Grupo Estudo Com Colite (GEC) — Os animais receberam diferentes solu¢des por
infus&o intragastrica em duas administragcbes diarias de 3 ml cada, num intervalo de
4 horas, durante 14 dias. No 14° dia, foram submetidos a inducédo de colite por
aplicacao de acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) (Sigma-Aldrich-Brasil), 20 mg
diluidas em alcool a 50 %, num volume de 0,8 ml por cateter via transanal.
Continuaram recebendo as solugdes por infusdo intragastrica diarias até os dias
estabelecidos para eutanasia. Foram redistribuidos em 3 subgrupos de acordo com

a solugao utilizada para infusao intragastrica.
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Subgrupo EC1 (Agua) (controle)— Recebeu agua potavel num volume de 3 ml. em

duas administracdes diarias.

Subgrupo EC2 (Fibra soluvel)- Recebia solugédo contendo 1 g de fibra 100%
soluvel ("Benefiber’®-goma guar), em duas administracoes diarias. Cada grama era

diluida em 3 ml de agua potavel.

Subgrupo EC3 (FOS)- Recebia solugdo contendo 1 g de frutooligossacarideos
(FOS) (Nutraflora®), em duas administracdes diarias. Cada grama era diluida em 3
ml de agua potavel.

Além das solugdes por infusdo intragastrica, todos os animais
continuaram recebendo agua potavel e ragao ad libitum, diariamente.

Cada sub-grupo de 16 animais foi redistribuido em dois outros sub-grupos
contendo 8 animais cada, conforme as datas escolhidas para a eutanasia. Foram
estabelecidos os dias 7 e 14 apds aplicagdo de agua potavel por via transanal
(GESC) e a inducdo da colite por TNBS (GEC), para a eutanasia dos animais,
correspondendo ao 21° e 28° dia apds o inicio da suplementacao intra-gastrica de
fibra soluvel e FOS. Neste dia, os animais foram submetidos a laparotomia
exploradora para ressecgdao do segmento colorretal destinado a avaliagéo

inflamatdria e metabdlica. (Figura 1)

Populagéo —»{ Infusédo p| sem colite —p| Infusdo »{ Eutanasia
Intragastrica Intragastrica
Populacdo | | Infusdo p| colite-NBS | | Infuséo » Eutanasia
Intragastrica Intragastrica
0 (dias) 14 21 28
I | |
0 7 14

Figura 1 — Delineamento do experimento. Distribuicdo nos grupos sem colite
e com colite, conforme as datas da eutanasia
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PESAGEM DOS ANIMAIS

Todos os animais foram pesados pelo mesmo examinador e utilizando a
mesma balanga (balanga analitica Ohaus AS 2600) no inicio do experimento, € nos
dias determinados para a eutanasia (7° e 14° dias ap6s a aplicagao transanal de
agua ou indugéao da colite, correspondendo ao 21° e 28° dias de suplementagdo com
fibra soluvel e FOS).

INFUSAO INTRAGASTRICA

Todos os animais receberam agua ou as solugbes estudadas por
infusdo intragastrica utilizando um cateter de polietileno n° 6 Fr orogastrico, com
11 cm de extensao, sendo introduzido por uma canula previamente desenvolvido

para facilitar o procedimento.

A canula foi confeccionado a partir de um protetor de jelco com as duas
extremidades abertas, sendo acoplado a pinga tipo dissecgao e preso por uma

liga elastica em uma das extremidades (Figura 2).

Figura 2 — Infus&o intragastrica com canula

TECNICA ANESTESICA
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Os animais foram anestesiados com vapor de éter dietilico sob
campanula de acrilico semifechada, contendo chumacgo de algodao.embebido em
eter. A profundidade da anestesia foi avaliada por parametros clinicos e
autondmicos como respiracéo, frequéncia cardiaca, relaxamento da musculatura
das patas, perda do reflexo palpebral. A anestesia foi mantida com mascara de

eter dietilico em ar ambiente e respiragado espontanea.

APLICACAO DE AGUA TRANSANAL

Os animais do grupo estudo sem colite foram submetidos a aplicagcao
transanal de agua potavel apds 14 dias do inicio das gavagens.
Preparo do Colo- Permaneceram 12 horas recebendo somente agua ad libitum.
Foram submetidos a limpeza do colo por enema de 20 ml de solugéo salina a 0,9%,
1 hora antes da aplicacdo da agua. Para tanto, utilizou-se cateter de polietileno n° 6
Fr, introduzida até 8 cm da margem anal.
Procedimento - Os animais foram previamente anestesiados e posicionados em
decubito lateral esquerdo. Foi introduzido, por via retal, cateter de polietileno n° 4 Fr
até 8 cm da margem anal para injecao de 0,8 ml de agua. O animal permanecia de
cabecga para baixo, suspenso pela cauda por 30 segundos para evitar o retorno da

solucgao.

INDUGAO DA COLITE

Os animais do grupo estudo com colite foram submetidos a indugdo da
colite apos 14 dias do inicio das gavagens.
Preparo do Colo - Permaneceram 12 horas recebendo somente agua mineral ad
libitum. Foram submetidos a limpeza do colo por enema com 20 ml de solugao salina
a 0,9 %, 1 hora antes do procedimento. Utilizou-se cateter retal n° 6 Fr, introduzida
até 8 cm da margem anal.
Preparo da solugédo de TNBS com alcool (1:1) - Da solugédo de TNBS a 5 %, foi
utilizado 0,4 ml e adicionado a 0,4 ml de alcool a 100 %. Foi preparada uma solucgéo,
com 0,8 ml, de TNBS a 20 % diluido em alcool a 50 %.
Procedimento - Os animais foram previamente anestesiados e posicionados em

decubito lateral esquerdo. Foi introduzido, por via retal, cateter de polietileno n° 4 Fr,
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até 8 cm da margem anal, seguido da injecdo de 0,8 ml de solugdo de acido

trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) 20 mg diluidos em etanol a 50%.

O animal permaneceu de cabeca para baixo, suspenso pela cauda, por

30 segundos para evitar o retorno da solugéo.

PROCEDIMENTO OPERATORIO

A sistematizacdo da técnica operatdria evoluiu de acordo com as etapas

seguintes:

Apoés indugao anestésica, o animal foi posicionado em decubito dorsal
sobre uma prancha de madeira e imobilizado por ligas elasticas nos
membros superiores e inferiores fixando-os a prancha. Em seguida, foram
submetidos a incisdo mediana xifo-pubiana com abertura da cavidade
peritoneal. Apds identificacdo do reto e colos, foi isolado parte do reto e
colo descendente, numa extensdo de 6 cm a partir da sinfise pubiana.
Desse segmento, foi seccionada uma porgao anti-mesocdlica central de 4
cm, estendendo-se do segundo ao quinto centimetro destinado a
avaliagdo metabdlica. Essa resseccido foi realizada com animal vivo
(Figura 3 e 4).

A peca remanescente de 6 cm (sem a borda anti-mesocdlica nos 4 cm
centrais) foi excisada e aberta longitudinalmente, na borda anti-
mesocolica, nas suas extremidades (correspondendo do primeiro ao
segundo centimetro e do quinto ao sexto), lavada com soro fisiolégico e
distendida sobre uma superficie plana para avaliagdo do escore
macroscopico (Figura 5). Em seguida, o fragmento colorretal foi dobrado
no sentido distal-proximal, com a mucosa disposta internamente, em forma
de rocambole e mantido com fio de algoddo (ZEEK; ASSALI, 1950),
postos em solugéo de formalina a 10 %, destinado a rotina de cortes e
preparo histologico. Imediatamente apds, os animais foram submetidos a

eutanasia por deslocamento cervical.

()a e em )

6 cm

Figura 3 — Desenho esquematico da peca.
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A - Segmento colorretal com 6 cm para
avaliacdo inflamatéria

B — Fragmento da borda anti-mesocdlica
com 4 cm para avaliagdo metabdlica

Figura 4 — Segmento colorretal com fita marcada com 6cm
para orientacédo da ressecgao da peca.
Marcagao de 4 cm central para orientacéo da
ressecgao do fragmento para avaliagdo metabdlica

Figura 5 — Segmento colorretal aberto no sentido longitudinal
apos retirado o fragmento de 4 cm da borda

anti-mesocdlica. Rato do subgrupo ESC1 no 7°
dia de avaliagao.

RELACAO PESO DO COLO (mg) / COMPRIMENTO DO COLO (cm)

Foram pesados e medidos os segmentos colorretais seccionados de 6cm

sempre pelo mesmo examinador, na mesma balanga (balanga analitica Marte
AL200) (YAMADA et al., 1992)

A relagdo consiste: PESO DO COLO (mg)

COMPRIMENTO DO COLO (cm)
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AVALIACAO MACROSCOPICA

O segmento colorretal foi avaliado por dois examinadores que
desconheciam a que grupo pertencia o animal através de um escore (0-10) de
inflamacéao preconizado por Morris et al. (1989).

e (0) Aparéncia normal;
e (1) Hiperemia local sem ulceras;
e (2) Ulceragao sem hiperemia ou espessamento da
parede intestinal;
(3) Ulceragao com inflamagéao em um sitio;
(4) Ulceracao / inflamagao em dois ou mais sitios;
(5) Lesao principal estendendo-se por 1 cm ao longo do colo;
(6-10) quando uma area da lesao estende-se por mais de 2 cm ao
longo do comprimento do colo, a quantificacdo € aumentada em 1

para cada centimetro adicional.

AVALIACAO MICROSCOPICA

O fragmento cdlico enrolado em forma de rocambole foi fixado em formol
a 10% por 6 horas. Para confecgao das laminas, foi necessario reduzir a espessura
do rocambole seccionando as suas bordas laterais, no sentido longitudinal e
permanecendo a por¢ao central, numa espessura de 0,4 cm. Em seguida, foi
encaminhada no laboratorio de Histologia do Departamento de Morfologia da
Universidade Federal do Ceara. O material foi processado para inclusdo em
parafina. Foram realizados cortes histolégicos em micréotomo na espessura de 5
micrémetros, no sentido longitudinal do espécime enrolado e submetidos a coloragao

pela hematoxilina e eosina.
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A leitura foi realizada em microscopio de luz, a magnitude de 40, 100 e

400 por um unico patologista que desconhecia a que grupo pertencia os animais.

A avaliagdo inflamatoria seguiu um escore microscépico (0-11) utilizando
os critérios abaixo relacionados (APPLEYARD e WALLACE, 1995);

e Perda da arquitetura da mucosa (0-3)
¢ Infiltracao celular (0-3)

e Espessamento da muscular (0-3)

e Formacéo de abscesso em cripta (0-1)

e Auséncia de células caliciformes (0-1)

AVALIACAO METABOLICA

O tecido colico com 4 cm de extensdo da borda anti-mesocdlica,
correspondendo do segundo ao quinto centimetro foi retirado ainda com animal vivo.
Foi prensado e mergulhado em nitrogénio liquido com aproximadamente 190°C
negativos (WOLLENBERG, 1960). Esta técnica reduz a temperatura do tecido para
aproximadamente 80°C negativos em um periodo menor do que 0,1 segundos.

O tecido cdlico foi transformado em pé com auxilio de um conjunto de
recipientes de porcelana (grau e pistilo), sendo mantido congelado pelo acréscimo
repetido de nitrogénio liquido (WILLIAMSON et al., 1967). Em seguida, foi colocado
em tubos de ensaio contendo 5 ml de acido perclorico a 10%. A imerséo neste acido
inativa e precipita rapidamente as proteinas possibilitando sua remocgao por
centrifugacao (3.000 rotagbées por min durante 10 min). O precipitado resultante foi
desprezado e o sobrenadante com acido perclorico (extrato acido) foi colocado em
tubos de ensaio de vidro de 10 ml previamente pesados. Esses tubos foram
novamente pesados, obtendo-se desta forma o volume acido. Um indicador
universal de pH foi adicionado ao volume &cido juntamente com uma solugdo de
Hidroxido de Potassio a 20% para ajustar o pH entre 7 e 8.

Para obtengcdo de um extrato neutro, os tubos foram novamente pesados
e centrifugados a 3.000 rotagdes por minuto, durante 10 minutos e o sobrenadante

(extrato neutro) foi usado para analise dos metabdlitos pelo método
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espectrofotdbmetro. As amostras foram armazenadas congeladas a 20°C negativos

para melhor preservagao.

DETERMINACAO DOS METABOLITOS

No presente estudo, os métodos enzimaticos foram utilizados para
determinagao das concentragdes dos seguintes metabdlitos no tecido cdlico fresco:
corpos cetdnicos (acetoacetato, 3-hidroxibutirato), lactato, piruvato e trifosfato de
adenosina (ATP). As concentragcbdes dos metabdlitos foram calculadas em ymol/g de

tecido fresco.

Realizada determinagao indireta do estado redox no tecido célico, na
mitocondria e citoplasma pelas concentracbes das relagcbes respectivamente
(WILLIAMSON; LUND; KREBS, 1967):

[Acetoacetato]
[3- Hidroxibutirato]

[Piruvato]

[Lactato]

DETERMINACAO DO PIRUVATO E ACETOACETATO

Piruvato e acetoacetato tém condicdes de ensaio similares e foram
medidos sequencialmente na mesma amostra e na mesma cubeta, usando-se
combinagdo dos métodos descritos por Hohorst citados por Vasconcelos (1987) e
WILLIAMSON et al. (1962).

Sequéncia da reagao:
Piruvato + NADH + H* lactatodesidiogenasg | actato + NAD'

Acetatoacetato + NADH + H*  3hidroxibutirato desidrogenase  3_piqroxiputirato + NAD®

»
>

NADH- Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo ligada com hidrogénio
NAD- Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo

H*- Hidrogénio idnico
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O equilibrio da primeira reagao em pH 7 é suficientemente desviada para
direita, garantindo uma medida quantitativa dos niveis de piruvato. Com o mesmo pH
e com o excesso de NADH compativel, pelo menos 98% do acetoacetato € reduzido
para 3-hidroxibutirato. A segunda reagdo ocorre numa velocidade menor que a

primeira devido a baixa atividade da enzima 3-hidroxibutirato desidrogenase.

A solugao tampao para o ensaio consiste de :
10 ml de fosfato de potassio a 0,1M, pH6,9

01 ml de NAD+ 0,5%

Uma solugao fresca foi preparada para cada ensaio. O volume total de
cada cubeta foi de 2 ml, consistindo de 1 ml da amostra contendo acido perclérico
(HCLO4) neutralizado e 1 ml da solugao tampao. A cubeta controle continha 1 ml de
agua destilada e 1 ml da solugéo tampéo. Todas as cubetas foram lidas antes, em 5
e 15 minutos apds a adigao de 0,01 ml da enzima lactato desidrogenase a 340 nm.
Logo em seguida foram adicionados 0,01 ml da enzima 3-hidroxibutirato

desidrogenase que foram novamente lidas em 25 e 30 minutos.

DETERMINACAO DO L-(+)-LACTATO

As concentracbes de lactato foram determinadas no tecido cdlico de
acordo com o método descrito por HORHOST (1963).

Sequéncia da reacio:

Lactato + NAD* __Piruvato desidrogenase Piruvato + NAD + H*

O equilibrio desta reagdo ocorre no lado do lactato e NAD". Para garantir
a completa conversao do lactato, os produtos da reagcdo devem ser removidos.
Prétons sao aprisionados por uma reagao alcalina. O piruvato reage com o hidrato
de hidrazina na solugao tampao para formar piruvato hidrazona. Um grande excesso

de NAD" e enzima sdo usados para se obter um ponto final da reagéo.
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Solucao tampéo para ensaio:

40 ml de Tris 0,2 ml (Esta certo?)
5 ml de Hidrato de hidrazina 100%
25 mg de EDTA

Completa- se para 100 ml com agua destilada

O pH da solugao foi ajustado para 9,5 com acido cloridrico 5 M. No inicio
do ensaio, 1 ml de NAD" 1% foi adicionado a cada 10 ml de solugdo tamp&o. O
volume total em cada cubeta foi de 2 ml, consistindo de 0,2 ml da amostra
neutralizada, 0,8 ml de agua e 1 ml de solugdo tamp&o contendo NAD" 1%. Todas
as cubetas foram lidas a 340 nm antes, 35 e 45 minutos apds adigao de 0,02 ml da

enzima lactato desidrogenase.
DETERMINACAO DA -(-)-3-HIDROXIBUTIRATO

As concentragdes de 3-hidroxibutirato foram determinadas de acordo com
o método descrito por WILLIAMSON et al. (1962).

Sequéncia da reacao:

3-hidroxibutirato + NAD+ 3-hidroxibutirato desidrogengse Acetoacetato + NAD + H+

O equilibrio desta reacao € alcancado quando 40% do 3-hidroxibutirato é
oxidado para acetoacetato. A presenca da hidrazina na solucido tampé&o aprisiona o
acetoacetato formado como uma hidrazona e a reagcdo segue da esquerda para

direita.

Solugao tampao:

70 ml de solugao tampao Tris 0,1 M em pH 8,5
25 mg de EDTA

0,25 ml de hidrato de hidrazina a 100%

Completa-se com 100 ml de agua destilada
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O pH da solugédo tampao do ensaio foi ajustado para pH 8,5 com acido
hidroclérico 5 M. Antes de iniciar o ensaio, foi adicionado 1 ml da NAD" 1% para
cada 10 ml da solugédo tampao. O volume total em cada cubeta foi de 2 ml, sendo
0,5 ml da amostra neutralizada, 0,5 ml de agua destilada, e 1 ml da solugéo tampao
com NAD. As cubetas foram lidas a 340 nm e 50 a 60 minutos apds acrescentar 0,01

ml da enzima 3-hidroxibutirato desidrogenase.

DETERMINACAO DO TRIFOSFATO DE ADENOSINA (ATP)

As concentragdes de trifosfato de adenosina (ATP) no tecido cdlico foram
determinadas utilizando-se uma combinagcdo dos meétodos descritos por
LAMBRECHT e TRAUSHOULD (1963) e HOHORST (Apud VASCONCELOQS, 1987),
usando a mesma cubeta. A hexoquinase catalisa a fosforilagdo da glicose com o
ATP, na presenga de Mg'", produzindo a glicose-6-fosfato. A glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD) catalisa a oxidacdo da glicose-6-fosfato com o NADP
(nicotinamida-dinucleotideo-fosfato). Cada mol da ATP forma 1 mol de NADPH

(nicotinamida-dinucleotideo-fosfato ligado com o hidrogénio).

Sequéncia da reacéo:

Glicose + ATP—Hexeauinag  Glicose-6-fosfato (G6P) + ADP

Glicose-6-fosfato (GGP) + NADP+ Glicose-6-fosfato desidrogenases

»
|

6-fosfogluconato-lactona + NADPH + H*

Na presenca de concentragdes equivalentes de glicose e Mg™™, o ATP é
convertido quantitativamente pela hexoquinase em ADP (Adenosina difosfato). O
equilibrio da reacgéo tende para direita 0 que garante o término completo de ambas
as reacbes pois a glicose-6-fosfato formada na primeira reagcdo é rapidamente

consumida na reag&o seguinte.

Solugao tampao para o ensaio:
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10 ml de tampao Tris 0,1 M pH 7,4

1 mg/ml NADP

2 ml de Cloreto de magnésio (MgCl,) 0,1 M
0,5 ml de Glicose 0,1 M

A solucao foi renovada para cada ensaio. O volume total de cada cubeta
foi de 2,0 ml, consistindo de 0,5 ml de extrato acido (HCLO) da amostra (colo), 0,5
ml de agua destilada e 1,0 ml de solugdo tamp&o. A cubeta controle continha 1,0 ml
de agua destilada e 1,0 ml de solugédo tampdo. Todas as cubetas foram lidas a 340
nm até 5 e 10 min ap6s a adigdo de 0,005 ml de glicose-6-fosfato-desidrogenase.
Posteriormente foram adicionados 0,005 ml de Hexoquinase e efetuadas novas

leituras, passados 10 a 15 minutos.

CALCULOS DOS METABOLITOS NO TECIDO COLICO

Todos os calculos foram efetuados baseados nas alteracbes de
densidade Optica, medidas a 340 nm nas amostras das cubetas de controle

subtraidas dos resultados.

Em resumo:

Diferenca de densidade optica (DDO) = (Alteragcbes na absorgcédo da

amostra na cubeta) — (Alteragdes na absorgao na cubeta controle)

Como o coeficiente molar de extingdo de NADH é 6,22 cm?umol, a
quantidade de substrato na cubeta € igual a (DDO / 6,22) X volume total na cubeta.
Este resultado é entdo multiplicado por um fator de diluicdo para cada amostra,

resultando na concentragcédo do substrato.
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Os calculos foram realizados utilizando-se as seguintes férmulas:

R1 = Peso do tecido célico + peso do acido (HCLO,)

Peso do tecido colico

R2 = Peso (volume) do extrato neutro

Peso (volume) do extrato acido

R3 = Volume total na cubeta

Volume do extrato neutro na cubeta

R4 = Diferenca de densidade 6ptica (DDO)

6,22

Peso do tecido coélico + HCLO, / peso do tecido célico (R1) X peso extrato
neutro / peso do extrato acido (R2) X volume total na cubeta / volume extrato neutro
na cubeta (R3) X DDO / 6,22 (R4) = um mol do metabdlito / g de tecido célico.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados por parametros inflamatorios e
metabdlicos, utilizando a analise de variancia por postos de KRUSKAL-WALLIS com
o objetivo de comparar os trés subgrupos (agua, fibra e FOS) entre si nos grupos
com e sem colite nas datas estudadas (7° e 14° dias). Quando houve diferenca
significante, a analise foi complementada com o teste de WILCOXON.

Em todos os teste fixou-se em 0,05 ou 5 % o nivel para rejeicdo da
hipotese de nulidade, assinalando-se com asterisco (*) os valores significantes.

4 RESULTADOS
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Os resultados com significancia estatistica estao apresentados em tabelas
e graficos, conforme as avaliagdes realizadas. No entanto, aqueles sem diferengas
estatistica significante estdo expostos em tabelas, no apéndice B. Foram
comparados o0s subgrupos entre si, tanto no grupo sem colite (GESC) como no
grupo com colite (GEC). Foi feito estudo comparativo entre os resultados dos

subgrupos que receberam agua de ambos os grupos.

AVALIACAO INFLAMATORIA
Estdo apresentados os resultados da evolugao do peso dos animais, a
relacdo peso do colo / comprimento do colo, avaliagdo macroscépica e

microscopica.

e GRUPO SEM COLITE (GESC): subgrupos (agua, fibra soluvel e FOS) avaliados
no 7° e 14° dias apds aplicagado de agua transanal (corresponde ao 21° e 28° dias

apos inicio da suplementacao com fibra soluvel e FOS).

Peso dos animais
Nao houve diferenga significante entre os pesos do inicio e
final do experimento entre os subgrupos de animais do GESC (Apéndice
B-Tabela 1).

Relacao peso do colo (mg) / comprimento do colo (cm)
¢ Nao houve diferenga significante na relagdo peso do colo / comprimento do colo,
quando comparados os trés subgrupos do GESC entre si no 7° e 14° dias, apés

aplicacao transanal de agua (Apéndice B-Tabela 2 e Apéndice C-Figura 1).

Avaliacdo macroscopica

Ndo foram observadas diferengas significantes entre os
escores macroscopicos, ao comparar os trés subgrupos do GESC, no 7°
e 14° dias apos aplicagéo transanal de agua (Apéndice B-Tabela 3,

Apéndice C-Figura 2 e Figura 6).
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Figura 6 — Segmento colorretal aberto no sentido longitudinal
Mucosa integra. Rato do subgrupo ESC2 no 7° dia
de avaliagdo.
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Avaliagdo microscopica
Nao houve diferenga significante entre o0s escores
microscépicos ao compararem-se 0s trés sub-grupos no 7° e 14° dias
apos aplicagao transanal de agua (Apéndice B-Tabela 4, Apéndice C-

Figura 3 e Figura 7).

Figura 7 — Fotomicrografia de cortes longitudinais do segmento
colorretal. Observa-se mucosa com criptas de LieberKihn
integra (seta), apresentando abundancia de células
caliciforme; muscular da mucosa (mm); submucosa (sm) e
muscular circular (mc), longitudinal (ml). HE 40X. Rato
subgrupo ESC1 no 7° dia de avaliagéao

¢ GRUPO COM COLITE (GEC): subgrupos (agua, fibra soluvel e FOS) avaliados
no 7° e 14° dias, apo6s inducao da colite por TNBS.
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Peso dos animais

Nao houve alteragdes significantes no peso dos animais entre

o inicio e o término do experimento, comparando-se os trés subgrupos,

no 7° e 14° dias, apds inducdo da colite (Apéndice B-Tabela 5).

Relacao peso do colo (mg) / comprimento do colo (cm)

N&o houve alteragdes significantes na relagdo peso do colo /

tamanho do colo, quando comparados os trés subgrupos do GEC entre

si no 7° dia ap6s indugao da colite. No entanto, observou-se aumento no

peso do colo no subgrupo FOS, quando comparado com subgrupos

agua no 14° dia ap6s indugéo (Tabela 1e Figura 8).

Tabela 1: Relagdo peso do colo (mg) / tamanho do colo (cm) em ratos que
receberam agua, fibra soluvel ou FOS, submetidos a indugdo da

colite por TNBS, avaliados no 7 e 14° dias apés indugao

7° dia com colite

14° dia com colite

Agua Fibra FOS Agua Fibora FOS*
170 213,8 357,8 208,2 144,8 190
648,2 2371 330,4 143,6 401,7 514,8
398 2958 309 162,5 206,8 236,3
298,7 327,2 169 246,4 316,8 245,8
341,2 612,5 334 155,5 211,5 261
337,3 328,5 506 208 228 282,2
265,3 3164 365,2 222 229 283,3
342,2 162,3 395 234 .4 182,7 2428
Média 350 311,68 345,8 197,57 240,16 246,75

+138,2 +135,6 +93,8 +38,7 81,6 +31,9

Analise de variancia _ Kruskal Wallis

H(7)=2,79 H(14)=6,26

Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05)

Por Wilcoxon
a) Agua = Fibra (p > 0,05)

b)Fibra = FOS (p > 0,05)

c)FOS > Agua (p< 0,05)*
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Figura 8: Média da relagdo peso do colo (mg) / tamanho do colo (cm) em ratos
que receberam agua, fibra soluvel ou FOS, submetidos a
inducao da colite por TNBS, avaliados no 7° e 14°
dias ap6s indugao (p<0,05)*

Avaliagcdo macroscoépica

Nao houve alteragbes significantes nos escores macroscopicos nos trés
subgrupos do GEC, no 7° e 14 dias apds inducao da colite (Apéndice B-Tabela 6,
Apéndice C-Figura 2 e Figuras 9, 10, 11 e 12).

Figura 9 — Segmento colorretal aberto no sentido longitudinal
Lesao principal se estendendo por 3 cm ao longo
do comprimento do colo. Rato do subgrupo EC2
no 7° dia de avaliagéo
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Figura 10 — Segmento colorretal aberto no sentido longitudinal.
Leséao principal se estendendo por mais de 4 cm ao
longo do colo. Rato do subgrupo EC3 no 7° dia
de avaliagao

Figura 11 — Segmento colorretal aberto no sentido longitudinal
Inflamacgao e ulceragdo em dois sitios (setas).
Rato do subgrupo EC1 no 14° dia de avaliagao

Figura 12 — Segmento colorretal aberto no sentido longitudinal
Espessamento da parede. Rato do subgrupo EC3
no 14° dia de avaliagéo

36



Avaliagdo microscopica

Nao houve alteragbes significantes nos escores microscopicos, quando
comparados os 3 subgrupos no 7° e 14 dias, ap6s indugéo da colite (Apéndice B-
Tabela 7, Apéndice C-Figura3 e Figuras 13a e b, 14a e b).

Figura 13 a,b — Fotomicrografia de corte longitudinal do segmento
colorretal. Observa-se perda total da arquitetura de
mucosa com auséncia de células caliciforme, com
areas de necrose (setas) e infiltrado celular
inflamatério acentuado ao longo de toda parede.
HE 40X (a), 100X (b). Rato subgrupo EC1 no 7°
dia de avaliagao
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Figura 14 a, b — Fotomicrografia de corte longitudinal do segmento
colorretal. Observa-se recuperagao da arquitetura de
mucosa (setas). Porém, ainda, esta presente areas
de lesdo e espessamento da parede com infiltrado
celular. HE 40X (a) e 100X (b). Rato subgrupo
EC2 no 14° dia de avaliacado

e SUBGRUPO AGUA DO GRUPO SEM COLITE (ESC1) E SUBGRUPO AGUA DO
GRUPO COLITE (EC1) avaliados no 7° e 14° dias, ap6s aplicagao transanal de

agua e inducéao da colite por TNBS.
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Peso dos animais
Houve redugédo significante no peso dos animais do EC1,
quando comparados com o ESC1 no 7° dia apds indugao da colite e
aplicagao transanal de agua. No entanto, essa diferenga n&o ocorreu no

14° dia de avaliagao (Tabela 2 e Figura 15).

Tabela 2: Evolugdo do peso (g) dos animais entre o inicio e término do
experimento em ratos que utilizaram agua, submetidos a aplicagao
transanal de agua ou indugdo da colite por TNBS avaliados no 7°

e 14° dias
7°dia 14°dia
Agua Agua * Agua Agua
Sem colite Com colite Sem colite  Com colite
35 -10 47 17
29 -22 17 73
23 -45 20 0
38 -80 32 22
32 -99 30 -19
15 -19 -68 46
5 -69 41 0
28 -25 22 16

Média 25,62 -46,12 17,62 19,37

Por Wilcoxon com 5% de probabilidade
Substancia 7° dia 14° dia

) com colite < sem colite Com colite = sem colite
Agua (p <0,05)* (p > 0,05)
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Figura 15: Média da evolugao do peso (g) dos animais entre o inicio e término do
experimento em ratos que utilizaram agua, submetidos a aplicagao
transanal de agua ou indugdo da colite por TNBS avaliados no 7°
e 14° dias (p<0,05)*

Relacao peso do colo (mg) / comprimento do colo (g)

Observou-se elevagao significativa na relagdo peso do colo /

comprimento do colo no subgrupo agua do GEC quando comparado

com sub-grupo agua do GESC no 7° e 14° dias, ap6s inducao da colite e

aplicacéo transanal de agua (Tabela 3 e Figura 16).

Tabela 3: Relagdo peso do colo (mg) / tamanho do colo (cm) em ratos que
utilizaram agua, submetidos a aplicagcdo transanal de agua ou
indugao da colite por TNBS avaliados no 7° e 14° dias

7°dia 14°dia
Agua Agua* Agua Agua*
Sem colite Com colite Sem colite  Com colite
74,6 149,5 121,2 208,2
72,8 123,5 116,8 143,6
73,3 110,4 133,8 162,5
80,7 97,3 1451 246,4
82,7 131,8 150,2 155,5
78,2 60,3 135,6 208
140,8 130 106,7 222

89,7 76,1 151,4 2344

Média 86,6 109,86 132,6 197,57

Por Wilcoxon com 5% de probabilidade

Adusipncia ZBmliacolite > sem colite édfndamlite > sem colite

(p <0,05)"

(p <0,05)"
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Figura 16: Média da relagao peso do colo (mg) / tamanho do colo (cm) em ratos
que utilizaram agua, submetidos a aplicagao transanal de agua ou
indugao da colite por TNBS avaliados no 7° e 14° dias (p<0,05)*

Avaliagcdo macroscoépica
Observou-se elevagao significante nos escores
macroscopicos do subgrupo EC1 quando comparado com ESC1 (Tabela

4 e Figura 17).

Tabela 4: Escores macroscopicos dos achados inflamatérios em fragmentos
colorretais de ratos que utilizaram agua, submetidos a aplicagéo
transanal de agua ou indugao da colite por TNBS avaliados no 7° e
14° dias apds indugao

7° dia 14° dia

Agua Agua* Agua Agua*

Sem colite Com colite Sem colite Com colite

0 2 0 0

0 7 0 0

0 10 0 0

0 7 0 4

0 8 0 0

0 6 0 7

0 10 0 3

0 8 0 2

Média O 7,25 0 2
Por Wilcoxon com 5% de probabilidade
Substéncia 7° dia 14° dia
com colite > sem Com colite > sem colite

Agua colite (p < 0,05)* (p <0,05)*
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Figura 17: Média dos escores macroscopicos dos achados inflamatorios em
fragmentos colorretais de ratos que utilizaram agua, submetidos a
aplicagdo transanal de agua ou indugdo da colite por TNBS
avaliados no 7° e 14° dias apds indugao (p<0,05)*

Avaliacdo Microscépica

Observou-se aumento com significancia estatistica no escore

microscopico do EC1 quando comparado ESC1 no 7° e 14° dia de

avaliacéo (Tabela 5 e Figura 18).

Tabela 5: Escores microscopico dos achados

inflamatorios em cortes

histolégicos corados por HE de fragmento provenientes de ratos
que utilizaram agua, submetidos a aplicagao transanal de agua ou
inducdo da colite por TNBS avaliados no 7° e 14° dias apds

inducao
7°dia 14°dia
Agua Agua* Agua Agua*
Sem colite Com colite Sem colite  Com colite
0 2 0 3
0 11 0 2
0 11 0 9
0 11 0 3
0 11 0 3
1 11 0 11
1 11 0 11
1 11 0 3
Média 0,37 9,87 0 5,62

Por Wilcoxon com 5% de probabilidade

Substancia 7° dia

com colite > sem colite Com colite > sem colite
(p <0,05)*

Agua (p < 0,05)
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Figura 18: Média dos escores microscopico dos achados inflamatérios em cortes
histolégicos corados por HE de fragmento provenientes de ratos
que utilizaram agua, submetidos a aplicagao transanal de agua ou
indugdo da colite por TNBS avaliados no 7° e 14° dias apés
indugao (p<0,05)*

AVALIACAO METABOLICA

Foram aferidas no tecido cdlico in vivo as concentracbes dos corpos
cetbnicos (3-hidroxibutirato, acetoacetato), piruvato, lactato, e ATP. Também foi
avaliado o estado redox indireto no tecido colico, na mitocdéndria e no citoplasma
pelas  concentragdbes das relagcbes [acetoacetato]/[3-hidroxibutirato] e

[piruvato]/[lactato] respectivamente .

e GRUPO SEM COLITE: subgrupos (agua, fibra soluvel e FOS) avaliados no 7° e
14° dias apo6s aplicagdo de agua transanal (corresponde ao 21° e 28° dias apés

inicio da suplementagao com fibra soluvel e FOS)

Corpos cetdnicos
Sem diferengas significante nas concentragdes dos corpos cetdnicos
comparados os 3 subgrupos do grupo sem colite no 7° e 14° dias apds aplicagéao

transanal de agua (Apéndice B-Tabela 8, Apéndice C-Figura 4).

3-Hidroxibutirato
Sem diferengas significante nas concentragdes de 3-hidroxibutirato nos 3
subgrupos do grupo sem colite avaliados no 7° e 14° dias apds aplicagao transanal

de agua (Apéndice B-Tabela 9 e Apéndice C-Figura 5).
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Acetoacetato

Nao houve alteracbes significante nas concentragdes do acetoacetato

entre os subgrupo do grupo sem colite, avaliado no 7° dia apos aplicagéo transanal

de agua. No entanto, observou-se aumento do acetoacetato no subgrupo com

suplementagao com fibra soluvel ao comparar com subgrupo agua e FOS avaliados

no 14° dia apds aplicacao transanal de agua (Tabela 6 e Figura 19).

Tabela 6: Concentragdes do acetoacetato (umol/g tecido) no tecido codlico in vivo
de ratos que receberam agua, fibra soluvel ou FOS, submetidos a
aplicagdo transanal de agua e avaliados no 7° e 14° dias apos

aplicagao
7° dia sem colite 14° dia sem colite
Agua Fibra FOS Agua Fibra* FOS
0,054 0,007 0,064 0,028 0,065 0,023
0,057 0,06 0,059 0,023 0,055 0,023
0,049 0,042 0,064 0,001 0,072 0,05
0,062 0,056 0,051 0,023 0,044 0,046
0,057 0,051 0,055 0,02 0,066 0,028
0,052 0,066 0,053 0,023 0,059 0,032
0,036 0,066 0,057 0,066 0,063 0,013
0,063 0,061 0,029 0,053 0,013 0,025
Média 0,05 0,05 0,05 0,03 0,05 0,03
+0,001 0,02 0,01 10,02 10,05 +0,03

Analise de variancia _

H(7) =1,35

Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05)

Kruskal _Wallis

H(14) = 6,33

Por Wilcoxon
a) Agua =FOS (p >0,05)

b) Fibra > FOS (p < 0,05)*

c) Fibra > Agua (p<0,05)*
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Figura 19: Média das concentragbes do acetoacetato (umol/g tecido) no tecido
célico in vivo de ratos que receberam agua, fibra soluvel ou FOS,
submetidos a aplicagéo transanal de agua e avaliados no 7° e 14°
dias ap6s aplicagao (p<0,05)*

Piruvato

Nao foi observada alteragédo significante nas concentragdes do piruvato

entre os subgrupo no 7° dia apds aplicagédo transanal de agua. Mas constatou-se

redugcdo nas concentracbes desse metabdlito nos subgrupos que utilizaram

suplementagdo com fibra soluvel e FOS, no 14° dia apés aplicagédo transanal de

agua, quando comparados com a agua (Tabela 7 e Figura 20).

Tabela 7: Concentragdes do piruvato (umol/g de tecido) no tecido célico in vivo
de ratos que receberam agua, fibra soluvel ou FOS, submetidos a
aplicagao transanal de agua e avaliados no 7°

aplicagao

e 14° dias apoés

7° dia sem colite

14° dia sem colite

Agua Fibra FOS Agua Fibra* FOS*
0,139 0,305 0,117 0,163 0,124 0,138
0,127 0,148 0,153 0,132 0,143 0,11
0,139 0,456 0,112 0,153 0,138 0,15
0,135 0,134 0,138 0,168 0,132 0,135
0,135 0,147 0,143 0,165 0,131 0,143
0,135 0,144 0,141 0,15 0,054 0,137
0,156 0,14 0,142 0,148 0,155 0,038
0,16 0,141 0,143 0,149 0,01 0,025
Média 0,14 0,16 0,14 0,15 0,11 0,11
10,01 10,06 0,01 0,01 0,05 0,05

Analise de variancia

Kruskal _Wallis
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H(7) =2,75 H(14) = 9,01

Agua = Fibra = FOS

para (p > 0,05) Por Wilcoxon
a) Agua > Fibra (p< 0,05)*
b) Agua> FOS (p<0,05)*

¢) Fibra = FOS (p > 0,05)
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Figura 20: Média das concentragdes do piruvato (umol/g de tecido) no tecido
célico in vivo de ratos que receberam agua, fibra soluvel ou FOS,
submetidos a aplicagao transanal de agua e avaliados no 7° e 14°
dias ap6s aplicagao (p<0,05)*

Lactato

As concentragdes de lactato aferidas nos 3 subgrupos no 7° e 14° dias
ap6s aplicagdo transanal de agua nao apresentaram diferengas significantes
(Apéndice B-Tabela 10 e Apéndice C-Figura 7).

ATP

Houve reducgao significante nas concentracbes de ATP nos subgrupos
que utilizaram suplementagcdao com fibra soluvel e FOS no 7° e 14° dias apds
aplicagdo transanal de agua quando comparados com a agua (Tabela 8 e Figura
21).
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Tabela 8: Concentragbes de ATP (umol/g de tecido) no tecido cdlico in vivo de
ratos submetidos a aplicagao transanal de agua que receberam
agua, fibra soluvel ou FOS avaliados no 7° e 14° dias apoés

aplicacéo.
7° dia sem colite 14° dia sem colite
Agua  Fibra FOS Agua Fibra  FOS
0,577 0,557 0,439 0,667 0,362 0,368
0,534 0,398 0,446 0,623 0,37 0,427
0,539 0,401 0,532 0,505 0,348 0,42
0,529 0,379 0,42 0,549 0,388 0,422
0,498 0,36 0,349 0,513 0,5 0,471
0,982 0,419 0,383 0,505 0,411 0,459
0,474 0,448 0,455 0,569 0,413 0,561
0,317 0,447 0,371 0,5 0,394 0,362
Média 0,56 0,43 0,43 0,55 0,4 0,44
+0,19  +0,06 10,06 10,06 +0,05 0,06

Analise de variancia _ Kruskal Wallis

H(7)=6,01 H(14)=14,26

Por Wilcoxon
a) Agua > Fibra (p < 0,05)* Por Wilcoxon
, a) Agua > Fibra (p < 0,05)*
b) Agua > FOS (p < 0,05)
b) Agua > FOS (p < 0,05)*
c) Fibra = Fos (p > 0,05)
c) Fibra = FOS (p > 0,05)
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Figura 21: Média das concentra¢des de ATP (umol/g de tecido) no tecido célico
in vivo de ratos submetidos a aplicagao transanal de agua que
receberam agua, fibra soluvel ou FOS avaliados no 7° e 14° dias
apos aplicagao (p<0,05)*

Estado redox da célula

Mitocdndria- [Acetoacetato]
[3-Hidroxibutirato]

A relacao das concentracoes aferidas nos 3 subgrupos no 7° e 14° dias

apos aplicagdo transanal de agua ndo apresentaram diferengas significantes
(Apéndice B-Tabela 11 e Apéndice C-Figura 9).
Citoplasma- [Piruvato]
[Lactato]
A relagdo das concentragdes aferidas nos 3 subgrupos no 7° e 14° dias
apos aplicagdo transanal de agua ndo apresentaram diferengas significantes
(Apéndice B-Tabela 12 e Apéndice C-Figura 10).

e GRUPO COM COLITE: subgrupos (agua, fibra soluvel e FOS) avaliados no 7° e
14° dias apo6s inducao da colite por TNBS.
Corpos cetdnicos
Sem diferengas significantes nas concentragbes dos corpos cetbnicos
entre os subgrupos no 7° e 14° dias apds indugéo da colite (Apéndice B-Tabela 13 e
Apéndice C-Figura 4).
3-Hidroxibutirato
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Sem significancia estatistica nas concentragcdes de 3-hidroxibutirato e
acetoacetato comparadas entre os subgrupos no 7° e 14° dias apds indugdo da
colite (Apéndice B-Tabela 14 e Apéndice C-Figura 5).

Acetoacetato

Sem significancia estatistica nas concentragdes de 3-hidroxibutirato e
acetoacetato comparadas entre os subgrupos no 7° e 14° dias apds indugdo da
colite (Apéndice B-Tabela 15).

Piruvato

As concentragdes de piruvato ndo apresentaram significancia estatistica
nos 3 subgrupos no 7° dia ap6s inducdo da colite. No entanto, foi observada
aumento significante dessas concentragdes no subgrupo com suplementagdo com
fibra soluvel no 14° dia apds indugéo da colite quando comparado com agua (Tabela
9 e Figura 22).

Tabela 9: Concentracdes do piruvato (umol/g de tecido) no tecido célico in vivo
de ratos submetidos a inducdo da colite por TNBS que receberam
agua, fibra e FOS, avaliados no 7° e 14° dias apds indugao

7° dia com colite 14° dia com colite
Agua Fibra FOS Agua Fibra* FOS
0,001 0,024 0,035 0,014 0,161 0,132
0,021 0,001 0,029 0,138 0,163 0,202
0,065 0,108 0,009 0,138 0,144 0,153
0,056 0,11 0,047 0,137 0,187 0,16
0,038 0,015 0,02 0,116 0,161 0,117
0,014 0,066 0,052 0,12 0,164 0,177
0,024 0,088 0,094 0,164 0,158 0,117
0,119 0,117 0,028 0,146 0,184 0,194
Média 0,04 0,07 0,04 0,12 0,17 0,16
+0,04 +0,05 +0,03 +0,04 +0,01 +0,03

Analise de variancia _ Kruskal Wallis

H(7)=1,21 H(14)=6,44

Agua = Fibra = FOS

para (p > 0,05) Por Wilcoxon
a) Fibra > Agua (p <0,05)*
b) Agua = FOS (p > 0,05)

c) Fibra =FOS (p> 0,05)
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Figura 22: Média das concentragdes do piruvato (umol/g de tecido) no tecido
célico in vivo de ratos submetidos a indugédo da colite por TNBS
que receberam agua, fibra ou FOS, avaliados no 7° e 14° dias apos
indugao (p<0,05)*

Lactato
N&o houve alteragdes significantes nas concentragdes do lactato aferidas
nos 3 subgrupos no 7° e 14° dias apods indugéo da colite (Apéndice B-Tabela 16 e

Apéndice C-Figura 7).

ATP
Houve reducao significante nas concentracbes de ATP nos subgrupos
que utilizaram suplementagao com fibra soluvel e FOS no 7° e 14° dias apds indugéo

da colite quando comparados com a agua (Tabela 10 e Figura 23).

Tabela 10: Concentragdes de ATP (umol/g de tecido) no tecido célico in vivo de
ratos submetidos a indugdo da colite por TNBS que receberam
agua, fibra ou FOS avaliados no 7° e 14° dias apds indugao

7° dia com colite 14° dia com colite

Agua  Fibra* FOS* Agua Fibra* FOS*
0,645 0,4 0,425 0,585 0,467 0,412
0,517 0,402 0,477 0,578 0,438 0,409
0,513 0,542 0,41 0,562 0,454 0,437
0,593 0,394 0,427 0,461 0,397 0,482
0,587 0,408 0,406 0,457 0,405 0,382
0,537 0,472 0,405 0,461 0,445 0,333
0,51 0,473 0,409 0,554 0,399 0,428
0,541 0,388 0,486 0,517 0,412 0,485

Média 0,56 0,43 0,43 0,52 0,43 0,42

+0,05 +0,05 +0,03 +0,06 +0,03 +0,05
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Analise de variancia _ Kruskal Wallis

H(7)=13,33 H(14)=11,53
Por Wilcoxon Por Wilcoxon
a) Agua > Fibra (p < 0,05)* a) Agua > Fibra (p<0 ,05)*
b) Agua > FOS (p < 0,05)* b)Agua > Fibra (p< 0,05)*
c)Fibra = FOS (p > 0,05) c)Fibra = FOS (p > 0,05)
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Figura 23: Média das concentragdes de ATP (umol/g de tecido) no tecido cdlico
in vivo de ratos submetidos a indugdo da colite por TNBS que
receberam agua, fibra ou FOS avaliados no 7° e 14° dias apéds
indugao (P<0,05)*

Estado redox da célula
Mitocondria- [Acetoacetato]
[3-Hidroxibutirato]

A relagdo das concentragbes aferidas nos 3 subgrupos no 7° e 14° dias

ap6s aplicagdo transanal de agua nao apresentaram diferengas significantes
(Apéndice B-Tabela 17 e Apéndice C-Figura 9).

Citoplasma- [Piruvato]
[Lactato]
A relagdo das concentragdes aferidas nos 3 subgrupos no 7° e 14° dias
apos aplicagdo transanal de agua ndo apresentaram diferengas significantes
(Apéndice B-Tabela 18 e Apéndice C-Figura 10).
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e SUBGRUPO AGUA DO GRUPO SEM COLITE (ESC1) e SUBGRUPO AGUA
DO GRUPO COLITE (EC1) avaliados no 7° e 14° dia apés injecao transanal de

agua e inducgao da colite por TNBS.

Corpos cetdnicos

Observou-se elevagao significante nas concentragbes dos corpos

ceténicos no subgrupo EC1 quando comparado com subgrupo ESC1 no 7° dia apds

indugao da colite e aplicagdo transanal de agua. No entanto, ndo houve diferengas

significantes quando comparados os dois subgrupos no 14° dia (Tabela 11e Figura

24).

Tabela 11: Concentragdes do corpos cetdnicos (umol/g de tecido) no tecido
célico in vivo de ratos que receberam agua e submetidos a
aplicacdo transanal de agua ou indugdo da colite por TNBS
avaliados no 7° dia ap6s indugao.

7°dia 14°dia
Agua Agua* Agua Agua
Sem colite Com colite Sem colite  Com colite
0,135 0,144 0,174 0,354
0,092 0,277 0,095 0,15
0,141 0,174 0,086 0,098
0,066 0,101 0,18 0,076
0,131 0,259 0,046 0,201
0,102 0,25 0,079 0,226
0,184 0,126 0,253 0,075
0,161 0,175 0,151 0,235

Média 0,13 0,18 0,13 0,18

Por Wilcoxon com 5% de probabilidade
Substancia 7° dia 14° dia

] com colite > sem colite Com colite = sem colite
Agua (p <0,05)

(p>0,05)
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Figura 24: Média das concentragdes dos corpos cetdnicos (umol/g de tecido) no
tecido cdlico in vivo de ratos que receberam agua e submetidos a
aplicagcao transanal de agua ou indugdo da colite por TNBS
avaliados no 7° dia apds indugao (P<0,05)*

3-Hidroxibutirato
Nao foram observadas diferengcas significantes nas
concentragbes do 3-hidroxibutirato aferidas entre os subgrupos que
utilizaram agua, no 7° e 14° dias apds aplicagdo transanal de agua e

indugao da colite (Apéndice B-Tabela 19 e Apéndice C-Figura 5).

Acetoacetato
Nado foram observadas diferengcas significantes nas
concentragbes do acetoacetato aferidas entre os subgrupos ESC1 e
EC1 no 7° e 14° dias apds aplicagao transanal de agua e indugao da
colite (Apéndice B-Tabela 20).

Piruvato
Houve redugdo com significancia estatistica nas concentragdes de
piruvato no subgrupo EC1 se comparado com subgrupo ESC2 no 7° e 14° dias apés

aplicacao transanal de agua e indugao da colite (Tabela 12 e Figura 25).
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Tabela 12: Concentragdes do piruvato (umol/g de tecido) no tecido célico in vivo
de ratos que receberam agua e submetidos a aplicagéo transanal
de agua ou inducgao da colite por TNBS avaliados no 7° dia apds

inducéo.
7° dia 14° dia
Agua Agua* Agua Agua*
Sem colite Com colite Sem colite Com colite
0,139 0,001 0,163 0,014
0,127 0,021 0,132 0,138
0,139 0,065 0,153 0,138
0,135 0,056 0,168 0,137
0,135 0,038 0,165 0,116
0,135 0,014 0,15 0,12
0,156 0,024 0,148 0,164
0,16 0,119 0,149 0,146
Média 0,14 0,04 0,15 0,12
Por Wilcoxon com 5% de probabilidade
Substancia 7° dia 14° dia
] com colite < sem colite Com colite < sem colite
Agua (p <0,05)* (p > 0,05)*
0,2 -
0,16 -
g 0,12 - @ S/ colite
é 0,08 - m C/ colite
0,04 *
umol/g
0 ‘
7o dia 140 dia
Grupos

Figura 25: Média das concentragdes do piruvato (umol/g de tecido) no tecido
célico in vivo de ratos que receberam agua e submetidos a
aplicagcdo transanal de agua ou indugdo da colite por TNBS
avaliados no 7° dia apés indugao (P<0,05)*



Lactato

Nao houve alteragdes significantes nas concentragbes de lactato no
subgrupo ESC1 quando comparado com subgrupo EC1 no 7° e 14° dias apos
aplicacao transanal de agua e indugéo da colite (Apéndice B-Tabela 21e Apéndice
C-Figura 7).

ATP

N&o houve alteragdes com significancia estatistica nas concentragdes de
ATP quando comparados os dois subgrupos agua no 7° e 14° dias apos aplicagéao
transanal de agua e inducéo da colite (Apéndice B-Tabela 22 e Apéndice C-Figura
8).

Estado redox da célula
Mitocdndria- [Acetoacetato]
[3-Hidroxibutirato]

Observou-se redugao significante nas concentragdes da
relacdo no subgrupo EC1 quando comparado com subgrupo agua do
ESC1 no 7° dia apés aplicagédo transanal de agua e indugéo da colite.
No entanto, ndo houve alteragbes com significancia estatistica nas
concentragdes da relagao entre os subgrupos agua avaliados no 14° dia
apos aplicagao transanal de agua e indugcdo da colite (Tabela 13 e
Figura 26).
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Tabela 13: Relagcdo das concentragdes [acetoacetato]/[3-hidroxibutirato] (umol/g
de tecido) no tecido colico in vivo de ratos que receberam agua e
submetidos a aplicagao transanal de agua ou indugéo da colite por
TNBS avaliados no 7° e 14° dias ap6s indugao

Agua Agua* Agua Agua
Sem colite Com colite Sem colite Com colite
0,675 0,191 0,191 0,573
1,628 0,746 0,393 0,33
0,538 0,071 0,011 1,13
4 1,02 0,149 1,027
0,77 0,35 0,769 0,117
1,04 0,791 0,418 0,141
0,243 0,288 0,354 9,415
0,495 0,198 0,54 0,14
Média 1,17 0,46 0,35 1,61
Por Wilcoxon com 5% de probabilidade

Substancia |7° dia 14° dia
com colite < sem colite|Com colite = sem colite

Agua (p < 0,05)* (p > 0,05)

N
]

-
)]
|

o S/ colite
| C/ colite

[Acetoacetato]
[ 3-Hidroxibutirato]

o

o
|
*

=
3
<2
=

«

70 dia 140 dia

Grupos

Figura 26: Média da relagao das concentragdes [acetoacetato]/[3-hidroxibutirato]
(umol/g de tecido) no tecido cdlico in vivo de ratos que receberam
agua e submetidos a aplicagcédo transanal de agua ou indugéo da
colite por TNBS avaliados no 7° e 14° dias apds indugao (P<0,05)*

Citoplasma- [Piruvato]

[Lactato]
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Foi evidenciada reducao significante nas concentragbes da relacdo aferidas

no subgrupo EC1 quando comparado com subgrupo ESC1 no 7° dia ap6s aplicagao

transanal de agua e indugdo da colite. No entanto, ndo houve alteragbes com

significancia estatistica nas concentragdes da relagao entre os subgrupos avaliados

no 14° dia apos aplicacao transanal de agua e indugao da colite (Tabela 14 e Figura

27).

Tabela 14: Relacdo das concentragdes [piruvato]/[lactato] (umol/g de tecido) no
tecido cdlico in vivo de ratos que receberam agua e submetidos a
aplicacao transanal de agua ou indugdo da colite por TNBS
avaliados no 7° e 14° dias apds indugao

7°dia 14°dia
Agua Agua* Agua Agua
Sem colite Com colite Sem colite  Com colite
0,064 O 0,204 0,013
0,086 0,007 0,203 0,164
0,131 0,084 0,098 0,128
0,069 0,523 0,157 0,11
0,192 0,015 0,186 0,154
0,066 0,077 0,156 0,039
0,073 0,027 0,129 0,211
0,116 0,03 0,201 0,224

Média 0,1 0,1 0,17 0,13
Por Wilcoxon com 5% de probabilidade
Substancia 7° dia 14° dia

] Com colite < sem Com colite = sem colite
Agua colite (p < 0,05)*

(p>0,05)

0,2 4
0,16
0,12

0,08 -

[Firuvato]/[Lactato]

0,04 4

umol/g o

70 dia

Grupos

140 dia

O S/ colite
m C/ colite
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Figura 27: Média da relagdo das concentragdes [piruvato]/[lactato] (umol/g de
tecido) no tecido cdlico in vivo de ratos que receberam agua e
submetidos a aplicagao transanal de agua ou inducéo da colite por
TNBS avaliados no 7° e 14° dias ap0os indugao (P<0,05)*

5 DISCUSSAO

As fibras dietéticas apresentam multiplas propriedades benéficas ao
organismo e tém sido amplamente utilizadas n&do s6 como componentes da
alimentagao normal, mas como tratamento ou medida adjuvante em determinadas
condigdes patologicas (ANDERSON, 1980; ARO; UUSITUPA; VOUTILAINEN.,
1981; HAROLD et al., 1985; WHITEWAY; MORSON, 1985; ULLRICH, 1987;
ABIA et al, 1989, WEINSTOCK ; LEVINE, 1997; JENSEN; HARSKELL;
WHITTAM, 1997; BONADA SANJAUME; SOLA ALBERICH, 1998; MARQUEZ,
2001). No entanto, os resultados apresentados na literatura ndo sé&o
completamente esclarecedores quanto ao uso de fibras e FOS no tratamento e
controle da doenga inflamatéria intestinal e nos modelos de colite (ANDOH;
BAMBA; SASAKI, 1999; KANAUCHI et al., 1999; FERNANDEZ-BANARES et al.,
1999; JACOBASCH et al, 1999; ARAKI et al, 2000; VIDELA et al., 2001;
GALANDI; ALLGAIER, 2002; KANAUCHI et al.,, 2002; FUKUDA et al., 2002;
RODRIGUEZ-CABEZAS et al, 2002; CHERBUT; MICHEL; LECANNU, 2003;
HALLERT et al., 2003; RODRIGUEZ-CABEZAS et al, 2003; MOREAU et al.,
2003). Alguns estudos tém também sugerido alteracbes no metabolismo dos
acidos graxos de cadeia curta, produtos da fermentacdo das fibras e FOS,
podendo esta relacionado com a fisiopatogenia das doengas inflamatérias
intestinais inespecificas (ROEDIGER, 1980; ROEDIGER; NANCE, 1986;
ROEDIGER, 1990; AHMAD et al., 2000; RODRIGUEZ-CABEZAS et al., 2003).
Portanto, ha necessidade de novos estudos para melhor esclarecimento do papel

dessas substancias nas afecgdes inflamtorias.

O rato foi o animal escolhido para esse estudo, pois é de baixo custo e
de facil aquisicao, manutencdo e apresenta elevada resisténcia a infeccao e ao

trauma (FESTING, 1979). Vérias pesquisas que envolveram colite e fibra também
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utilizaram esse animal, que se mostrou adequado aos estudos (JACOBASCH et
al.,, 1999; KANAUCHI et al., 1999; VIDELA et al., 2001; FUKUDA et al., 2002;
RODRIGUEZ-CABEZAS et al, 2002 E 2003; CHERBUT; MICHEL; LECANNU,
2003; MOREAU et al., 2003).

Os animais foram distribuidos em dois grupos para avaliar o efeito da
suplementacao intragastrica com fibra e FOS em duas situagdes distintas: no
tecido cdlico normal e apds indugao da colite, na presenca de inflamagao. Foram

avaliadas duas fases da evolugao do processo inflamatério, aguda e crénica.

Os modelos de colite possibilitam estudar a evolugao da inflamagao
aguda, crbnica e a reparagao, mimetizando o processo inflamatério (KIRSNER,
1961; WATT; MARCUS, 1973; MACPHERSON; PFEIFFER, 1976 e 1978;
CEREDIG, HENDERSON; NAIRN, 1977; OKAYASU et al., 1990; HAMMER et al.,
1990; YAMADA et al., 1992, 1993; TAUROG et al., 1993; DIELEMAN; PENA
MEUWISSEN, 1997; ELSON et al., 1997; SATOH et al., 1997). No entanto, ainda
apresentam limitagdes no completo entendimento dos aspectos fisiopatogénicos
das doengas inflamatérias intestinais (YAMADA et al., 1992; BOBIN-DUBIGEON
et al., 2001).

A escolha do modelo de colite por acido trinitrobenzeno sulfénico
(TNBS) foi devido a sua simplicidade, reprodutibilidade e facil aplicagcdo aos
animais de pequeno porte, sendo amplamente utilizado para estudo em colite
(YAMADA et al., 1992; JACOBASCH et al., 1999; BOBIN-DUBIGEON et al., 2001;
RODRIGUEZ-CABEZAS et al, 2002; CHERBUT; MICHEL; LECANNU, 2003).
Nesse modelo, a lesdo é produzida pela agao inicial do alcool (solvente) que
quebra a barreira mucosa, alterando a permeabilidade, seguida da leséo
imunomodulada pelo TNBS (MORRIS et al., 1989). Wallace, Whittle e Boughton-
Smith (1985) inicialmente descreveram a atividade pro-inflamatéria do etanol que
produz rapida e intensa lesdo da mucosa do colo evoluindo para uma resposta
inflamatdria aguda que regride aproximadamente em duas semanas. O TNBS é
um hapteno metabolizado por enzimas do colo que desenvolve resposta
imunomediada apds sensibilizagdo do animal pelo etanol produzindo citocinas
pro-inflamatorias e agentes oxidantes citotéxicos que perpetuam a inflamagéo. A
intensidade da lesdo do colo depende da concentracido do TNBS instilado. Pode

produzir lesdes agudas ou cronicas com a dose utilizada de 10 e 30 mg,
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respectivamente, semelhantes as encontradas principalmente na DC e RCUI
(MORRIS et al., 1989). O processo inflamatério pode ser evidenciado a partir de
24 horas ap0s a agressado, ocorrendo infiltracdo celular (atividade da MPO
elevada), hiperemia, ulceragdo, aumento do peso do colo e até necrose
transmural que pode perpetuar aproximadamente até o 7° dia. A partir do 8° dia,
inicia-se a fase cronica da colite (ALLGAYER; DESCHRYVER; STENSON, 1989;
RACHMILCWITZ, 1989; YAMADA et al., 1992).

Nesse estudo, foi utilizado o TNBS na dose de 20 mg para possibilitar
avaliagao dos resultados na fase aguda e crénica , no 7° e 14° dias apés indugéo
respectivamente (CHERBUT; MICHEL; LECANNU, 2003). A utilizagao de 10 mg
possibilita avaliar melhor a fase aguda da colite, até aproximadamente 10 dias
apos a indugdo. Ja 30 mg, produz colite crénica, estendendo os fenbmenos da

inflamacéao até aproximadamente 21 dias apés a indugao (YAMADA et al., 1992).

Para este estudo, foi escolhida a fibra soluvel, goma guar e um

prebidtico, frutooligossacarideos (FOS).

As fibras chegam ao intestino grosso inalteradas. S&do metabolizadas
no ceco pelas enzimas originarias das bactérias intestinais. Estas rea¢des sédo de
elevada atividade metabdlica, reduzem imediatamente o pH de 7 a 7,5 para 6,0 a
6,5 e aumentam a temperatura em até 0,7 °C. As moléculas sao fragmentadas em
hexoses, pentoses e alcoois. Outras colénias de bactérias degradam essas
substancias em acidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato),
acido lactico, H,0O, CO, H; e metano com produgéo de energia. Essa reagao de
decomposicdo das fibras pela flora bacteriana do colo é denominada de
fermentacdo. Dos produtos resultantes da fermentacdo das fibras, os acidos
graxos de cadeia curta apresentam papel importante na homeostase do colo. A
capacidade de fermentacao é variavel entre as fibras e se relaciona com a sua

composigao e propriedades fisico-quimicas (MARQUEZ, 2001).

A goma guar € um polissacarideo hidrolisado de reserva nutricional das
sementes de Cyamopsis tetragonolobus, uma planta da familia das leguminosas.

Apresenta elevada capacidade de fermentacdo (MARQUEZ, 2001).

O prebidtico, FOS ¢é formado por 95% de cadeias de polissacarideo

composto por duas, trés ou quatro cadeias curtas de frutose ligadas a uma de
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glicose. E um produto natural encontrado nas frutas e vegetais. Essas moléculas
sdo substratos para bifidobactérias e lactobacilos presentes no intestino grosso
resultando em aumento na populagdo dessas bactérias ndo patogénicas, assim
como fermentacdo das fibras, reducdo no pH e inibicdo no crescimento de
bactérias patogénicas e seus produtos toxicos (GIBSON; ROBERFROID, 19953,
b; LE BLAY et al., 1999; MARX; WINKLER; HARTMEIER, 2000).

A suplementacdo com fibra e prebidtico pode ser realizada através da
confecgao de dietas especiais (JACOBASCH et al., 1999; FUDUKA et al., 2002;
KANAUCHI et al.,, 1999, 2002; RODRIGUEZ-CABEZAS et al, 2002, 2003;
MOREAU et al., 2003) ou pela administragao intragastrica (VIDELA et al., 2001;
CHERBUT; MICHEL; LECANNU, 2003). No presente estudo, optou-se pela
administragao intra-gastrica visando quantificar precisamente a solugéo infundida
sem variagdes diarias entre os animais. No entanto, essa técnica corre riscos de
trauma ou acidente, que podem ser fatais. Dai a necessidade de treinamento

prévio da equipe responsavel pelo procedimento.

Foram realizadas duas gavagens diarias, num intervalo de quatro horas
entre uma e outra. Foi utilizada um cateter maleavel de polietileno n° 6 Fr para
reduzir o trauma. A solugéo injetada formada por fibra solavel ou FOS diluida em
agua num total de 3 ml apresentou-se fluida e bem tolerada pelos animais. Para
facilitar o procedimento, foi desenvolvido um dispositivo, tipo canula, visando
manter a boca do animal aberta, evitando que o mesmo pudesse morder e

destruir a sonda.

Videla et al. (2001) estudaram o efeito da suplementagdo de um tipo
de prebidtico (inulina) em modelos de colite por sulfato sédico de dextrano. Os
autores, utilizaram gavagens orais de solugao de 2 ml de inulina em uma tomada
diaria. Essa solugao também foi bem tolerada pelos animais. Cherbut, Michel e
Lecannu (2003) avaliaram o efeito da suplementagdo de um outro tipo de
prebiodtico (FOS) em modelo de colite por TNBS. Realizaram a suplementagao por
gavagens através de cateter intragastrico ou intra-colico permanente fixado no
dorso do animal. Utilizaram uma solucdo de 4 ml., duas vezes ao dia. Nao
referiram complicagbes com esse volume administrado. No entanto, outros
autores preferiram a confeccdo de dietas enriquecidas em fibras ou carboidratos

nao-digeriveis e ingeridas livremente pelos animais (JACOBASCH et al., 1999;
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FUDUKA et al., 2002; RODRIGUEZ-CABEZAS et al, 2002, 2003; MOREAU et al.,
2003).

Além das gavagens, os animais continuaram recebendo racéo e agua
ad libitum como nos estudos que utilizaram suplementagao intragastrica com fibra
(VIDELA et al., 2001; CHERBUT; MICHEL; LECANNU, 2003).

A quantidade diaria de fibra ou carboidratos nao-digeriveis estabelecida
nesse estudo foi de 2 g em duas tomadas diarias de 1 g cada, num intervalo de 4
h, diluida em 3 ml de agua potavel semelhante ao estudo de Cherbut, Michel e
Lecannu, (2003). Essa quantidade de fibra corresponde aproximadamente 5 % da
ingesta diaria do animal (FESTING, 1979). Ja Rodrigues-Cabezas et al. (2002 e
2003) utilizaram uma dieta preparada com suplementagdo com fibra (5 g de
semente de Plantago ovata adicionada a 95 g de dieta padrdo). A suplementagéo
com fibra foi iniciada 14 dias antes da indugdo da colite (GEC) ou aplicagéo
transanal de agua (GESC), permanecendo até o dia da eutanasia (RODRIGUES-
CABEZAS et al., 2002). Ja Cherbut, Michel e Lecannu, (2003) iniciaram 7 dias

antes da inducéo da colite.

Os trabalhos que utilizaram a suplementacdo com fibras ou prebidtico
sugeriram um periodo prévio de adaptacdo. Esse periodo é variavel de acordo
com cada método. Este fato se deve ao mecanismo de acdo das fibras,
carboidratos n#o-digeriveis e prebidticos. E necessario sua metabolizacéo para
producao dos acidos graxos de cadeia curta que apresentam multiplas fungcdées no

colo.

Nesse experimento, foram avaliados parametros inflamatorios em trés

situagdes distintas. No grupo sem colite (GESC) (tecido célico normal) comparando

os trés subgrupos entre si (agua, fibra soluvel e FOS). Da mesma forma, no grupo

colite por TNBS (GEC), comparando os trés subgrupos entre si (agua, fibra soluvel e

FOS). Também foram comparados os dois subgrupos que utilizaram agua potavel,

sendo um do grupo sem colite (ESC1) e outro do grupo colite (GEC1). Na avaliagéo

inflamatdria, foram estudados a evolugcédo do peso dos animais no inicio e término do

experimento, relacdo peso do colo / tamanho do colo, os achados inflamatdrios

macroscopicos utilizando um escore macroscopico e os achados histolégicos

empregando um escore microscopico.
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Quanto a avaliagéo inflamatéria no grupo sem colite (GESC) estudados
no 7° e 14° dias apds aplicacéo transanal de agua (correspondendo ao 21° e 28 °
dias de suplementagdo com fibra e FOS), n&o houve alteragdes significantes nos
diversos parametros inflamatérios avaliados. Quanto a relagdo peso do
colo/tamanho do colo que se manteve inalterada apresentando resultados
comparaveis aos de Moreau et al. (2003). Esse autores realizaram estudo em ratos.
Avaliaram a suplementag¢ao oral com amido resistente e FOS comparando com dieta
basal no colo normal e na vigéncia da colite por sulfato sédico de dextrano
(MOREAU et al., 2003). No presente estudo, a fibra soluvel e FOS né&o alteraram os
parametros inflamatério avaliados no colo normal.

No grupo submetido a indugdo da colite (GEC) por TNBS, nao foi
evidenciada diferengas significantes nos pesos dos animais quando comparados o
inicio e término do experimento nas datas estabelecidas. Ja, na relagdo peso do colo
/ comprimento do colo foi observado aumento nessa relagdo no subgrupo FOS
quando comparado com a agua e fibra, no 14° dia apds indugéo da colite. No 7° dia,
essa relagdo nao se alterou. Quanto aos escores macroscopicos nao apresentaram
diferencas estatisticamente significantes no 7° e 14° dias apds indugdo da colite
quando comparados o0s subgrupos entre si. Da mesma forma com os escore
microscopico, sem diferencas significante nas duas datas estudadas. O processo
inflamatdrio evoluiu com perda da arquitetura da mucosa, diminuicdo de células
caliciforme e infiltrado celular inflamatério acentuado ao longo de toda parede do
colo no 7° dia ap6s inducdo da colite. No entanto, no 14° dia, observou-se
recuperacao da arquitetura de mucosa, porém, ainda apresentava areas de lesao
com espessamento da parede e infiltrado celular nos trés subgrupos estudados. A
suplementagao intragastrica com fibra soluvel e FOS nesse modelo de colite por
TNBS n&o modificou os parametros inflamatérios avaliados no 7° e 14° dias apos
indugao da colite.

Os estudos da literatura, de um modo geral, sdo controvertidos quanto ao
uso de fibras e prebidtico na doenca inflamatéria e nos modelos de colite. Sao
aplicados métodos e usadas amostras e parametros de avaliagao distintos. Porém,
ha pesquisas que demonstraram efeitos benéficos da suplementagcdo com fibra e
prebiético tanto na doenca inflamatéria, como em modelos de colite (FERNANDEZ-
BANARES et al., 1999; KANAUCHI et al., 1999, 2002; VIDELA et al., 2001; FUDUKA
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et al,, 2002; RODRIGUEZ-CABEZAS et al, 2002, 2003; CHERBUT; MICHEL;
LECANNU, 2003; HALLERT et al, 2003).

Estudo multicéntrico, controlado, em portadores de RCUI comparando o
uso da semente de Plantago ovata, mesalazina e a associagdo de ambos.
Constataram falha no tratamento em 40% no grupo do Plantago ovata, 35% na
mesalazina e 30% em ambos. A manutengao da remissao da doenga ap6és um ano
foi semelhante nos trés grupos. Os resultados demonstraram que as fibras (semente
de Plantago ovata) séo bem toleradas em portadores de RCUI na fase de remisséo
e podem apresentar eficacia semelhante a mesalazina na dose utilizada. As fibras
podem constituir uma opg¢do em portadores de intolerancia, alergia e contra-
indicacéo aos salicilatos (FERNANDEZ-BANARES et al., 1999).

Galaandi e Allgaier (2002), analisaram 15 estudos controlados
randomizados e pesquisados no Medline e Biblioteca Cochrane objetivando avaliar o
efeito terapéutico da dieta no tratamento das doencas inflamatérias inespecificas
intestinais. Observaram que a terapéutica nutricional enteral na fase aguda da DC é
menos eficaz que o tratamento com corticosteroides. Com relagéo ao efeito da dieta
na RCUI, em onze estudos publicados, constataram efeito positivo somente em um
estudo que utilizou restricao dietética como medida terapéutica. Concluiram que os
estudos que utilizaram a suplementacao dietética ndo apresentaram resultados bem
determinados.

Hallert et al. (2003) realizaram estudo randomizado em portadores de
colite ulcerativa quiescente. Utilizaram a suplementacao oral de fibra (total de 20 g
por dia). Demonstraram melhora clinica a partir da quarta semana, associado a
controle da doenca nas doze semanas de duragcdo do estudo. Evidenciaram
também aumento na concentracido fecal do butirato nos pacientes. Portanto, sao
necessarios novos estudos por periodo prolongado.

A presente pesquisa, quando comparados os seus resultados aos da
literatura, se observa que alguns aspectos do método sado distintos. No entanto,
outros aspectos podem ser comparaveis, apresentando resultados divergentes com
alguns estudos e concordantes em outros.

Rodriguez-cabezas et al. (2002) avaliaram os efeitos da semente do
Plantago ovata em modelo de colite por TNBS. Utilizaram parametros de avaliagéao
inflamatoria com escores macroscopico e microscopico, além da dosagem do TNF-a

e oxido nitrico. Somente o escore macroscopico foi semelhante ao do presente
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estudo. No entanto, a dose do TNBS utilizada foi a metade (10 mg) da dose utilizada
nesse estudo. A fibra escolhida foi a semente de Plantago ovata- 5% acrescida na
composicao da ragdo. Isto impossibilitou precisar a quantidade ingerida diariamente.
O tempo de uso da fibra foi semelhante ao desse estudo, 14 dias antes da inducéo
da colite. Os resultados demonstraram redugdo na inflamacdo em todos os
parametros avaliados no 7° dia apds indugdo da colite. Seus achados foram
divergentes aos resultados do atual estudo. Tal fato poderia ser justificado pela dose
duas vezes maior do TNBS aqui utilizada.

Os mesmos pesquisadores (RODRIGUEZ-CABEZAS et al, 2003)
avaliaram também a suplementagao com fibras (sementes do Plantago ovata-5 %)
em modelo de colite espontanea (ratos transgénicos HLA-B27). Demonstraram
regressao da inflamagéo, conforme os paradmetros avaliados. Apds treze semanas,
foi evidenciada reducéao significante nos parametros macroscopico, microscopico e
nas medidas dos mediadores inflamatérios (oxido nitrico, leucotrieno B4 € TNF-a.).
Nao houve redugdao na MPO. Esse modelo é completamente distinto do modelo da
colite induzida por TNBS.

Cherbut, Michel e Lecannu (2003) estudaram a suplementagdo de FOS
no modelo de colite por TNBS. Fizeram avaliagao pelo uso de escore macroscopico,
medidas da atividade da enzima MPO, concentragdo de lactato, butirato e pH no
conteudo do ceco. A Concentracdo do TNBS foi idéntica ao presente estudo. Da
mesma forma, a suplementacdo de 2 g/dia do FOS pela via intragastrica
(gastrostomia) foi semelhante. O tempo de infusdo foi iniciado 7 dias antes da
inducdo. O escore macroscopico utilizado foi semelhante sendo acrescido de duas
outras pontuacgdes (presenca de aderéncias e diarréia). Tais paradmetros nao
constam no escore macroscopico do presente estudo. Os autores demonstraram
reducao significante no escore macroscopico, na atividade da enzima MPO, no pH e
elevacdo nas concentragdes de butirato e lactato no ceco, no 14° dia apds indugao
da colite com suplementacdo com FOS. Nao foi realizada avaliagao microscopica. O
presente estudo utilizou método semelhante ao do estudo de Cherbut, Michel e
Lecannu (2003), mas os resultados foram divergentes. Comparando ambos os
estudos, observou-se que os animais do estudo de Cherbut, Michel e Lecannu,
(2003) evoluiram com escore macroscopico mais elevado no 14° dia apés inducgao,
mesmo considerando dois parametros a mais nesse escore. Provavelmente, pelo

fato do escore macroscopico demonstrado no estudo de Cherbut, Michel e Lecannu,
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(2003) ter se apresentado com valores mais elevados, apesar da avaliagdo no 14°
dia, foi evidenciada reducéo significante na resposta inflamatéria quando comparado
com o grupo suplementado com FOS. Ja, no presente estudo, o escore
macroscopico no 14° dia apresentou pontuagdo menor e nao houve diferenca
significante no subgrupo suplementado com FOS ao comparar com subgrupo agua.
Moreau et al. (2003) compararam trés tipos diferentes de dieta (basal,
FOS e amido resistente) em modelo de colite por sulfato sédico de dextrano. As
dietas foram formuladas com conteudo de fibras diferente e iniciadas sete dias antes
da indugdo. Foram avaliados no 7° e 14° dias apo6s inducdo da colite através da
relacdo peso do colo/tamanho do colo, escores macroscépico, microscopico e
dosagem das concentragdes dos acidos graxos no ceco e sangue. Demonstraram
resultados distintos entre os grupos quanto a produc¢ao de acidos graxos e butirato,
assim como a resposta inflamatéria. O grupo que utilizou o amido resistente
apresentou reducgao significante na resposta inflamatéria evidenciada pelos escores
macroscopico e microscopico no 7° e 14° dias quando comparado com 0s grupos
que utilizaram FOS e dieta basal. Os autores sugeriram que os substratos
produzidos podem variar de acordo com as fibras utilizadas. O grupo que utilizou
FOS produziu menor quantidade de acidos graxos no ceco comparado ao grupo que
utilizou amido resistente. Esses achados podem ser justificados pelas alteragdes na
colonizagdo de bactérias no colo na vigéncia da RCUI. Tém sido evidenciado
aumento na populagéo de bactérias patogénicas, redutoras de sulfato, resultando no
aumento de sulfitos e mercaptanos (PITCHER; BEATTY; GIBSON, 1995;
ROEDIGER; MOORE; BABIDGE, 1997). Esses compostos podem alterar a oxidagao
do butirato (ROEDIGER et al.,, 1993a, b; STEIN et al., 1995; PITCHER). Essas
alteragdes estdo associadas a reducdo na flora bacteriana nado patogénicas
(bifidobactérias e lactobacilos) com conseqiente reducdao da fermentagao
bacteriana do FOS resultando em menor produgao de acidos graxos de cadeia curta.
Por esta razdo, no grupo FOS, a redugdo no pH intestinal foi transitoria,
contrariamente, ao grupo que utilizou amido resistente quando o pH permaneceu
acido inibindo o crescimento de bactérias patogénicas (redutoras de sulfato). Da
mesma forma, o aumento na sintese de mucina relaciona-se com aumento de acidos
graxos de cadeia curta e reducdo no pH intestinal (BUSTOS-FERNANDEZ et al.,
1978; FINNE et al.,, 1995). Por conseguinte, a fermentagdo resultante da

metabolizagdo do amido-resistente, produziu mais acidos graxos, aumentando a
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producao de muco, resultando em efeito protetor da mucosa. Os resultados
demonstraram que n&o houve alteracdo nos parametros inflamatério avaliados no
grupo que utilizou FOS (MOREAU et al., 2003) . Esses achados sdo semelhantes
aos do presente estudo, mesmo sendo utilizado modelos distintos de colite. Também
nesse estudo foi evidenciado que o FOS apresentou aumento na relacdo peso do
colo / tamanho do colo no 14° dia apés indugao da colite. Tal achado foi semelhante
ao do presente estudo.

Videla et al. (2001) utilizaram a inulina, um outro prebiotico, com
percentual de 15 a 40% de cadeias de polissacarideos. Realizaram a
suplementacgao por infusao intragastrica (400 mg/dia). Utilizaram o modelo de colite
com sulfato sédico de dextrano. A suplementagao foi iniciada nove dias antes da
indugdo e os animais avaliados no 5° dia apds inducdo. Os resultados demonstraram
reducdo no percentual da area inflamada avaliada pelo uso de escore microscopico,
medida da atividade da enzima mieloperoxidase e redugdao na liberacdo de
mediadores inflamatorios (tromboxano B2, leucotrieno B4 e prostaglandina E2).
Mesmo apresentando numero reduzido de cadeia de polissacarideos, a inulina
reduziu a resposta inflamatéria no modelo com sulfato sédico de dextrano, avaliados
no 5° dia. Esses resultados séo divergentes do atual estudo, que utilizou o FOS, com
95% de cadeias curtas de polissacarideos. A maior quantidade de cadeias de
polissacarideos se relaciona com a maior produgao de acidos graxos.

Ao comparar os animais dos dois subgrupos que utilizaram agua, sendo
um do grupo sem colite (ESC1) e outro do grupo colite (EC1), os resultados
apresentaram diferengas significantes. O subgrupo EC1 apresentou elevagéo
significante nos parametros inflamatério avaliados. Os animais desse grupo
apresentaram reducgao significante nos pesos no 7° dia de avaliagdo. No entanto, no
14° dia ndo houve diferenga significante. Quanto a relagao peso do colo / tamanho
do colo foi evidenciado aumento significante no subgrupo EC1 no 7° e 14° dias de
avaliacdo. Da mesma forma, foi evidenciado aumento nos escores macroscopico e
microscopico no 7° e 14° dias de avaliagdo apos a indugdo da colite no subgrupo
EC1. Com esses resultados, foi evidenciada reprodugdo do modelo de colite por
TNBS nesse estudo. Esses resultados sdo comparaveis aos da literatura (YAMADA
et al., 1992; BOBIN-DUBIGEON et al., 2001).

O estudo metabdlico na doencga inflamatéria possibilitou evidenciar que

alteragdes na utilizacado (captacdo e metabolizagédo) do butirato podem implicar em
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danos celulares e estao relacionadas com a fisiopatogenia da doenca inflamatéria
(ROEDIGER, 1980). No entanto, os estudos sao controversos, e utilizam métodos
distintos. Alguns sao realizados in vivo (DEN HOND et al., 1998; JACOBASCH et al.,
1999; SIMPSON et al, 2000; MOREAU et al., 2004) enquanto outros in vitro
(ROEDIGER, 1980; CLAUSEN; MORTENSEN, 1995; JORGENSEN; MORTENSEN,
1999, 2001; AHMAD et al, 2000; RODRIGUEZ-CABEZAS et al., 2003), dificultando
correlacionar e interpretar os resultados de forma mais definida.

Roediger (1980) realizou o primeiro estudo relacionado com as alteragdes
metabdlicas em portadores de RCUI aguda e quiescente. Utilizou colondcitos
isolados de portadores de RCUI aguda e quiescente e adicionou acidos graxos e
glicose. Demonstrou, in vitro, redugéo na oxidagéo do butirato em CO; em individuos
com colite quando comparados a individuos normais. Tal fato foi associado ao
aumento compensatorio na utilizagdo de glicose e glutamina, evidenciado pelas
medidas elevadas de lactato e amonia.

Clausen e Mortensen (1995) realizaram estudo cinético in vitro com
colondcitos isolados de portadores de RCUI ativa semelhante ao método aplicado no
estudo de Roediger e Truelove (1979). Utilizaram acidos graxos de cadeia curta e
glicose como substratos oxidativos. Demonstraram que nao ha alteragbes no
metabolismo dos acidos graxos em colondcitos isolados de portadores de RCUI. No
entanto, evidenciaram que o butirato, mesmo em baixas concentracdes, produz mais
energia do que acetato e propionato. Também a oxidagédo da glicose foi inferior a
dos acidos graxos. N&o evidenciaram aumento na produgéo de CO,, semelhante aos
resultados de Chapman, Grahn e Boyle (1994).

Den Hond et al. (1998) realizaram estudo in vivo, comparando portadores
de RCUI ativa, colite quiescente e individuos normais. Utilizaram enema de butirato
com carbono marcado e avaliaram a medida de CO; no ar expirado, nas fezes e a
permeabilidade celular. Relacionaram os resultados com os enemas de butirato
realizados em tempo distinto de contato. Demonstraram reducdo na oxidacdo do
butirato associada ao aumento da sua excrecado nas fezes. Também houve aumento
da permeabilidade celular, em portadores de colite aguda. No entanto, na colite
quiescente e em individuos sadios do grupo controle, ndo foram demonstradas
alteracbes no metabolismo do colonécito. O tempo de contato do enema apresentou
impacto na metabolizacdo do butirato. No entanto, ndo foi o principal fator de

diferenca nos resultados apresentados entre colite aguda, quiescente e controle.
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Determinados processos celulares sdo dependentes de desprendimento de energia,
tais como as trocas hidro-eletroliticas, a sintese de mucina, de lipideos, de proteinas
e a eliminagédo de substancias tdxicas. Por isso a redugao na produgdo de energia
pode resultar em alteracbes e danos celulares (BINDER ; MEHTA; 1989;
ROEDIGER; KAPANIRIS; MILLARD, 1992; FINNE et al., 1995). Dessa forma, estes
autores concluiram que a redugao na oxidacado do butirato ndo constitui um defeito
primario na RCUI, pois foi evidenciada apenas na fase aguda da doenga (DEN
HODEN et al., 1998).

Jorgensen e Mortensen (1999) nao identificaram alteragdes na produgao
de corpos cetdnicos e CO, em portadores de RCUI aguda e de colite quiescente
comparados com aquela encontrada em individuos normais. Realizaram estudo in
vitro em ratos. Adicionaram homogenados fecais de portadores de colite aguda,
quiescente e pacientes normais no meio de incubacdo com butirato de colondcitos
isolados de ratos, com o objetivo de verificar a captagao de butirato e producgao de
corpos cetbnicos. Da mesma forma, em outro estudo in vitro, os autores
(JORGENSEN; MORTENSEN, 2001) demonstraram que nao houve alteracdo na
producdo de corpos cetbnicos e CO, em portadores de RCUlI e DC quando
comparada a produgao destes metabdlitos com a encontrada em individuos normais.
Avaliaram o metabolismo estudando segmentos de mucosa do colo incubados com
acidos graxos marcados.

Jacobasch et al. (1999) realizaram estudo in vivo, em modelos de colite
por TNBS, em ratos. Avaliaram as concentragcdes de acidos graxos de cadeia curta
em fragmentos do ceco e colo e relacionaram com as do conteudo fecal.
Compararam grupos que utilizaram suplementagdo com amido resistente com dieta
livre. Evidenciaram inibigdo na absorgao dos trés acidos graxos de cadeia curta a
partir do 3° até 13° dia de inducédo da colite em ambos os grupos. No entanto, no
grupo com suplementagdo com amido resistente, a inibicdo de captagédo de acidos
graxos foi reduzida.

Simpson et al. (2000) demonstraram que nao houve alteragbes no
metabolismo em portadores de RCUI quiescente. Realizaram estudo in vivo
avaliando as medidas de CO; no ar expirado, calorimetria indireta, permitindo
calcular o gasto de energia e 0 quociente respiratério relacionado ao peso e a idade.
Essas medidas foram realizadas uma hora apds a ingestao de dieta com proteinas

(20%), gorduras (25%) e carboidratos (55%). Houve também a aplicagao de butirato
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sob a forma de enema. Contrariamente, Ahmad et al. (2000) estudaram, in vitro,
metabolismo em colonécitos isolados em modelo de colite induzida por sulfato
sodico de dextrano. Utilizaram o butirato e a glicose como substratos energéticos.
Demonstraram reducdao no metabolismo do butirato associado ao aumento na
oxidagdo da glicose com elevagédo nos niveis de lactato. Concomitantemente, foi
observada reducao na producao de CO2 e corpos cetdnicos, especialmente do beta-
hidroxibutirato, sugerindo reducdo na beta-oxidagdo do butirato. Nao houve
alteracao no ciclo de Krebs, ja que ndo ocorreram alteragdes na oxidagao da glicose.
Essas observacgdes foram evidenciadas a partir do sexto dia, sendo correlacionadas
com a intensidade da colite.

Rodriguez-Cabezas et al. (2003) demonstraram, em modelos de colite
com ratos transgénicos HLA-B27, redugdo na concentragdo do butirato quando
comparado com grupo controle. Quando essa avaliacdo foi realizada apos
suplementagcao com fibra (semente de Plantago ovata), ocorreu aumento nas
concentracbes de butirato e propionato. O estudo foi realizado in vitro com
colondcitos incubados com e sem adicao de fibra.

Moreau et al. (2004) avaliaram in vivo as concentragbes sanguineas de
butirato, corpos ceténicos e CO2, na aorta e veia porta de ratos. Para tanto,
utilizaram a infus&o cecal com butirato marcado em modelos de colite com dextran e
sulfato de sodio e nos grupos suplementados com dieta basal e amido resistente.
Observaram que no grupo submetido a colite, a captacéo do butirato e oxidagédo em
CO, foi menor quando comparado ao grupo controle na fase aguda. Ja na fase
cronica, ndo foi evidenciada diferenga. Essa mesma avaliacdo foi realizada nos
grupos com dieta basal e suplementados com amido resistente. Foi evidenciado que
a captacao do butirato e oxidagdo em CO; néo se alteraram na fase aguda mesmo
com aumento na concentracdo cecal de butirato. J4 na fase crbnica, o grupo que
utilizou amido resistente apresentou aumento na captacdo do butirato, quando
comparado com grupo que utilizou dieta basal.

No presente estudo, foi avaliado o metabolismo no tecido cdlico de ratos
também nas trés situagdes distintas: Nos grupos sem colite (GESC) (tecido cdlico
normal) e com colite induzida por TNBS (GEC), comparando os trés subgrupos entre
si (agua, fibra soluvel e FOS). E foram também comparados os dois subgrupos que
utilizaram agua potavel, sendo um ESC1 e outro EC1. Nos dias determinados para

a avaliacdo, os fragmentos do tecido colico foram retirados do colo esquerdo,
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sempre na mesma posicdo, ainda com o animal vivo. Foram aferidas as
concentragbes in vivo dos corpos cetdnicos (3-hidroxibutirato, acetoacetato),
piruvato, lactato, e ATP. Também foi avaliado o estado redox indireto no tecido
colico in vivo na mitocondria e no citoplasma pelas medidas das relagbes das
concentracdes do [acetoacetato]/[3-hidroxibutirato] e [piruvato]/[lactato]
respectivamente.

Os corpos cetdnicos (3-hidroxibutirato, acetoacetato e acetona) sao
produzidos no figado a partir da oxidagado dos acidos graxos de cadeia longa. O 3-
hidroxibutirato e acetoacetato sao transportados para tecidos extra-hepaticos
(musculo esquelético, cardiaco, coértex renal, cérebro, tecido codlico) através da
circulagdo sanguinea onde sdo utilizados como substrato energético alternativo a
glicose e oxidados através da via do ciclo do acido citrico para produgao de energia
requerida por esses tecidos. A acetona, produzida em menor quantidade é exalada
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2000). O colondcito tem capacidade de oxidar acidos
graxos de cadeia curta (butirato) em corpos ceténicos. Os acidos graxos de cadeia
curta sdo metabolizados (por beta-oxidagdo) na mitocdndria, produzindo acetil
coenzima A (acetilCoA). Essa, por sua vez, pode formar corpos cetdnicos ou ser
oxidada no ciclo de Krebs, produzindo CO, e agua, liberando ATP (FIRMANSYAH;
PENN; LEBENTHAL, 1989; JORGENSEN; MORTENSEN, 1999, 2001)

O piruvato e lactato sdo formados por 3 moléculas de carbono a partir da
glicélise. O piruvato pode ser oxidado produzindo CO, e liberando o seu grupo
acetila para formar acetilCoA que é oxidada pelo ciclo do acido citrico. A troca de
elétrons libera energia para sintese de ATP na mitocondria. Outra via, o piruvato
pode ser reduzido a lactato através da via da fermentagao do acido lactico (glicdlise
anaerobica) (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

As medidas das relagcbes [acetoacetato]/[3-hidroxibutirato] e
[piruvato]/[lactato] permitem apenas determinar indiretamente o estado redox no
tecido codlico na mitocéndria e no citoplasma respectivamente. Ja que néo foram
encontrados estudos na literatura consultada determinando a equagao com variavel
fixa para o calculo do estado redox no tecido cdélico como foi demonstrado em estudo
realizado no tecido hepatico (WILLIAMSON; LOPES-VIEIRA; WALKER, 1967).

A analise das concentragcdes desse metabdlitos possibilita avaliar o
metabolismo do tecido cdlico, in vivo, de forma estatica, no momento exato da coleta

do material nas diversas situagdes, mas nao permite precisar o metabolismo
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dindmico. Porém essa metodologia utilizada € bem desenvolvida e exequivel em
NOSSO Meio.

N&o foi estudado o metabolismo especifico do butirato no colondcito, pois
esse nao foi ofertado de forma isolada e marcado. Da mesma forma, n&o é possivel
quantificar a produgao de energia, pois nao foi realizado estudo cinético com ATP
marcado, de forma semelhante a estudos da literatura supra citadas.

A avaliagdo metabdlica no grupo sem colite realizadas no 7° e 14° dias
apos aplicagéo transanal de agua, foi evidenciado aumento nas concentragbes de
acetoacetato no subgrupo com suplementagcdo com fibra no 14° dia quando
comparado com agua e FOS, sugerindo que a oferta de fibra soluvel induziu
aumento na producdo de acetoacetato. Ja, que os corpos cetdnicos podem ser
produzidos no colo a partir da beta-oxidagdo do butirato (produzido a partir da
fermentacao das fibras). No entanto, ndo ocorreram alteragdes na concentragéo dos
corpos cetbnicos totais e nem do 3-hidroxibutirato. Houve redugdo nas
concentragdes de piruvato no tecido codlico in vivo, no subgrupo com suplementacéo
com fibra soluvel e FOS somente no 14° dia quando comparados com agua. Sugere
que a suplementacdo com fibras e FOS reduziu as concentragdes de piruvato no
tecido cdlico normal devido ao aumento no consumo desse substrato resultante da
sua maior producado, a partir de maior oferta de precursores, como a cadeia de
polissacarideos que constituem a goma guar e os frutooligossacarideos. As cadeias
de polissacarideos sdao metabolizadas em glicose (glicolise), que por sua vez,
produzem piruvato. A maior produ¢ado do piruvato resultou em maior consumo,
maior utilizagdo desse substrato no ciclo de Krebs para produgcdo de energia no
tecido calico.

As concentragdes tissulares do lactato mantiveram-se inalteradas. As
concentragbes de ATP foram reduzidas nos subgrupos com suplementacdo com
fibra soluvel e FOS no 7° e 14° dias apoOs aplicagao transanal de agua quando
comparadas com o subgrupo n&o-suplementado. Este achado sugere que a
suplementacao com fibra e FOS induziu reducéo nas concentracdes teciduais in vivo
de ATP no colo normal devido ao aumento na sua produgédo, a partir de precursores
energéticos (acidos graxos de cadeia curta e cadeias de polissacarideos), resultando
em maior hidrélise de ATP. As fibras e FOS podem resultar em dois substratos
distintos para producdo de ATP por duas vias metabdlicas. As cadeias de

polissacarideos (goma guar hidrolisada e FOS) sdo metabolizadas em glicose, pela
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glicélise, resultando na producdo do piruvato. Por outro lado, a fermentacdo das
fibras e FOS produzem acidos graxos de cadeia curta (butirato). Ambos substratos
produzem acetilcoA que entra no ciclo de Krebs para produgdo de energia, CO, e
agua. No entanto, nao foi evidenciada alteragdo no estado redox no tecido célico nos
subgrupos estudados em ambos os dias de avaliagao.

No grupo de animais submetidos a colite por TNBS foi demonstrado que
as concentragdes aferidas dos corpos ceténicos (3-hidroxibutirato e acetoacetato)
mantiveram-se inalteradas. Tal achado sugere que a suplementagdo com fibra
soluvel e FOS nao alterou a captacao e/ou sintese dos corpos cetbnicos no tecido
célico in vivo mesmo na vigéncia da colite. Jorgensen e Mortensen (1999)
demonstraram produg¢ao dos corpos cetdnicos inalterado em portadores de RCUI
quando comparados com individuos normais. Sugerem que nao ha alteragdo no
metabolismo do butirato em portadores de RCUI aguda e quiescente. No entanto,
utilizaram método distinto desse estudo. Avaliaram através de estudo in vitro com
colondcito isolado de ratos e incubados com butirato. Adicionaram nesse meio
homogenado de fezes de portadores de colite aguda, colite quiescente e individuos
normais. Esse resultados divergem com os de Ahmad et al. (2000). Esses autores
demonstraram reducdo no metabolismo do butirato resultando em diminuigdo na
sintese dos corpos cetbnicos (beta-hidroxibutirato) na vigéncia da colite induzida por
sulfato sddico de dextrano. Realizaram estudo in vitro, utilizando colonécito isolado e
incubado com glicose e butirato.

Quanto as concentragdes do piruvato no presente estudo apresentaram-
se elevadas no subgrupo da suplementagdo com fibra soluvel no 14° dia apos
indugao da colite ao comparar com os subgrupos que utilizaram agua. Sugere menor
utilizacdo (redugdo na oxidacédo) desse substrato, devendo-se possivelmente a
oferta de precursores energéticos (acidos graxos de cadeia -curta-butirato),
resultantes da fermentacéo das fibras. Tal achado pode ser explicado pela utilizagao
preferencial do butirato para produg¢ao de energia pelo tecido célico com colite, ja em
recuperacao (14° dia apds inducdo). Esses resultados sdo comparaveis aos
demonstrados por Moreau et al. (2004). Avaliaram as alteracbes metabdlicas em
modelos de colite por sulfato sédico de dextrano na fase aguda e cronica, utilizando
a dieta basal e o amido resistente. Foi evidenciada, no grupo com suplementacéo
com amido resistente, a utilizagdo do butirato na fase crbnica da colite (14° dia). Mas

os autores aplicaram meétodo distinto do presente estudo. Realizaram também
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estudo in vivo mas avaliaram as concentragdes de butirato, corpos cetdnicos e CO,
no sangue venoso e arterial apos aplicagao cecal de butirato marcado.

Por outro lado, esse mesmo achado n&o ocorreu no subgrupo
suplementados com FOS em animais coliticos, no 14° dia apds a inducdo. Tal fato
poderia ser explicado por alteragdes na composi¢ao da flora do colo induzida pela
presenca da colite. Na RCUI, ocorre elevagcdo na colonizagdo de bactérias
patogénicas, redutoras de sulfato, resultando no aumento de sulfitos e mercaptanos
(PITCHER; BEATTY; GIBSON, 1995; ROEDIGER, 1997). Ocorre também redugao
na flora bacteriana nao patogénica (bifidobactérias e lactobacilos) com consequente
reducao da fermentagao bacteriana do FOS e menor produgao de acidos graxos de
cadeia curta (MOREAU et al., 2003). Sugere que essas alteragdes resultaram em
menor oferta de precursores (acidos graxos de cadeia curta-butirato) e possivel
utilizagao do piruvato para produgido de energia. Por essa razao, as concentragdes
desse substrato ndo se elevou no subgrupo FOS.

No presente estudo, as concentragcbes de lactato mantiveram-se
inalteradas. As concentracbes de ATP diminuiram nos subgrupos com
suplementacao com fibra soluvel e FOS no 7° e 14° dias apds inducdo da colite ao
comparar com a agua. Tal reducao sugere maior hidrolise de ATP decorrente da sua
maior produgdo resultante do aumento na oferta de precursores (acidos graxos de
cadeia curta) produzidos pelo metabolismo das fibras e FOS. No entanto, ndo foi
evidenciada alteracdo no estado redox no tecido célico nos trés subgrupos com
colite em ambos os dias de avaliagao.

Quanto a avaliacdo metabdlica do tecido cdlico in vivo comparando os
dois subgrupos que utilizaram agua, sendo um GESC1 e outro do GEC1 nos dias
estabelecidos para avaliagcdo (7° e 14° dias), foi demonstrada elevagdo nas
concentragdes dos corpos cetdnicos no GEC1 no 7° dia apds indugao da colite.
Sugere aumento na sua captagcdo. Esses substratos podem ser utilizados para
producdo de energia como alternativa a glicose. No entanto, as concentragdes
isoladas do 3-hidroxibutirato e acetoacetato ndo se modificaram.

Houve reducdo nos niveis de piruvato no GEC1 no 7° e 14° dias apods
indugao da colite, comparado com o GESC1. Tal fato sugere conversédo do piruvato
em AcetilCoA e seu subsequente uso no ciclo de Krebs para produgéo de energia no
tecido colico colitico. Nao foram evidenciadas alteragdes nas concentracbes de

lactato nos subgrupos, sugerindo ser a producéo de energia pela via aerdbica.
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As concentragdes de ATP ndo se alteraram. No entanto, foi evidenciado
reducdo significante nas concentracdes das relagdes [acetoacetato]/[3-
hidroxibutirato] e [piruvato]/[lactato] no GEC1 no 7° dia de avaliagdo. Ja, no 14° dia
nao houve alteracdes nessas relacdes. Este fato pode ser explicado pelo processo
inflamatdrio intenso (7° dia) diminuindo a capacidade oxidativa no tecido célico.
Esses achados sugerem que a colite ndo induziu alteragdes significante na produgao
final de energia mesmo com reducg&o no estado redox do tecido colico, aumento na
captacgao de corpos cetdnicos e maior utilizagcdo do piruvato no ciclo de Krebs.

O presente trabalho demonstra que a fibra soluvel e os oligossacarideos
sdo metabolizados in vivo de forma semelhante no tecido colico normal e em tecido
célico com colite induzida por TNBS. Houve aumento de precursores oligo e
polissacarideos para a glicolise, e aumento de &cidos graxos de cadeia curta,
especialmente o butirato, para R-oxidagcdo no colo. A utilizagcdo de duas vias
metabdlicas talvez explique a eficacia tanto da fibra solivel quanto dos
frutooligossacarideos, na geragao de energia, tanto no tecido colico normal quanto
em tecido colico na vigéncia da colite nas duas fases (aguda e cronica).

Porém, ndo foram evidenciadas modificacbes na evolugdo do processo
inflamatodrio tanto na fase aguda, quanto na crénica nos grupos suplementados com
fibra soluvel e FOS. Novos estudos s&o necessarios para esclarecer o papel das

fibras e prebidticos no processo inflamatério no intestino grosso.
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6 CONCLUSAO

1- A suplementacgédo intragastrica com fibra soluvel e com FOS, no modelo de colite
por TNBS, n&o altera os parametros inflamatorios avaliados na fase aguda e crénica

apos o inicio da colite.

2- A suplementacao intragastrica com fibra soluvel e com FOS eleva a oferta de
precursores para producédo de energia, alterando as concentragdes in vivo de ATP,
no tecido cdlico normal, e no mesmo tecido na vigéncia da colite induzida por TNBS

tanto na fase aguda quanto na crénica.
3- As concentragdes in vivo de ATP em tecido codlico na vigéncia da colite aguda e

crénica induzida por TNBS sdo semelhantes as concentracdes determinadas em

tecido célico normal.
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APENDICE B - TABELAS

Tabela 1: Evolugdo do peso (g) dos animais entre o inicio e término do
experimento em ratos que receberam agua, fibra soltuvel ou FOS,
submetidos a aplicagéo transanal de agua e avaliados no 7° e 14°
dias apos aplicacao

7° dia sem colite 14° dia sem colite

Agua  Fibra FOS Agua Fibora FOS
35 32 10 47 -19 27
29 41 18 17 -19 -43
23 28 20 20 2 24
38 32 16 32 12 -61
32 40 38 30 -21 -55
15 20 13 -68 38 26
5 38 3 41 -128 52
28 18 30 22 27 48
Média 25,62 31,12 18,5 17,62 -13,5 2,25
+10,9 8,7 11,1 +36,1 +51,3 47 1

80



Analise de variancia _

H(7)=5,21)

Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05)

Kruskal Wallis

H(14)=2,13

Agua = Fibra = FOS

para ( p > 0,05)

Tabela 2: Relagdo peso do colo (mg) / tamanho do colo (cm) em ratos que
receberam agua, fibra soluvel ou FOS, submetidos a aplicagao
transanal de agua e avaliados no 7° e 14° dias apo6s aplicagéo

7° dia sem colite

14° dia sem colite

Agua Fibra FOS Agua Fibra FOS

74,6 1495 64,8 121,2 126,7 99,3

72,8 123,5 111,2 116,8 81,2 129,8
73,3 110,4 67,5 133,8 144 149,6
80,7 97,3 69,5 1451 106 165,2
82,7 131,8 171,5 150,2 90,4 113,8
78,2 60,3 70,8 135,6 140,5 141,8
140,8 130 168,7 106,7 69,1 1311
89,7 76,1 104,6 151,4 96,3 146,7

Média 86,6 109,86 103,57 132,6 106,77 134,66

226  +30,2 144 6 +16,4 27,7 +20,9

Analise de variancia _

H(7)=1,38

Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05)

Kruskal Wallis

H(14)=5,70

para (p > 0,05)

Agua = Fibra = FOS
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Tabela 3: Escores Macroscopicos para avaliagdo de achados inflamatérios em
segmento colorretal de ratos que receberam agua, fibra soluvel ou
FOS, submetidos a aplicagdo transanal de agua e avaliados no 7°
e 14° dias apos aplicacao.

7° dia sem colite 14° dia sem colite
Agua Fibra FOS Agua Fibra FOS
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
Média |0 0 0 0 0 0
+0 +0 10 +0 +0 +0
Andlise de variancia _ Kruskal_Wallis
H(7)=0 H(14)=0
Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS

para (p > 0,05) para (p > 0,05)



Tabela 4: Escores Microscopico para analise de achados inflamatérios em
cortes histolégicos corados por HE de segmento colorretal de ratos
que receberam agua, fibora ou FOS, submetidos a aplicagéo
transanal de agua, avaliados no 7° e 14° dias apds aplicagao.

7° dia com colite 14° dia com colite

Agua Fibra FOS Agua Fibra FOS

0 0 1 0 0 0

0 0 1 0 0 0

0 0 1 0 0 0

0 0 0 0 1 0

0 0 4 0 0 0

1 0 0 0 0 0

1 0 2 0 0 0

1 0 0 0 1 1
Média 0,37 0,0 1,12 0,0 0,25 0,12

10,5 +0 +1,3 +0 10,4 +0,3

Analise de variancia _

H(7)=0,72

Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05)

Kruskal _Wallis

H(14)=1,38

Agua = Fibra = FOS
para ( p > 0,05)

83



Tabela 5: Diferenga de peso (g) dos animais entre o inicio e término do
experimento em ratos que receberam agua, fibra soluvel ou FOS,
submetidos a induc&o da colite por TNBS, avaliados no 7° e 14°

dia ap6s indugao.

7° dia com colite

14° dia com colite

Agua Fibra FOS Agua Fibra FOS
-10 -11 -70 17 48 28
-22 -75 -55 73 -40 0
-45 -64 -5 0 39 -16
-80 -47 -25 22 -11 19
-99 -66 =77 -19 9 0
-19 -55 -72 46 39 22
-69 -63 -50 0 62 -20
-25 -49 -60 16 38 -69
Média -46,12 -53,75 -51,75 19,37 23,0 -4,50
+32,8 +19,6 24 9 +28,8 34,2 +31,3

Analise de varidncia _

H(7)=0,34

Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05)

Kruskal Wallis

H(14)=3,10

Agua = Fibra = FOS

para ( p > 0,05)
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Tabela 6: Escores Macroscoépicos para avaliagdo de achados inflamatérios em
segmento colorretal de ratos que receberam agua, fibra soluvel ou
FOS, submetidos a inducao da colite por TNBS, avaliados no 7° e
14° dias apoés inducéo.

7° dia com colite 14° dia com colite

Agua Fibra FOS Agua Fibra
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Andlise de variancia _ Kruskal_Wallis

H(7)=0,62 H(14)=0,3

Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05) para ( p > 0,05)



Tabela 7: Escores Microscopico para analise de achados inflamatérios em

cortes histologicos corados por HE de fragmento cdlico
provenientes de ratos que receberam agua, fibra ou FOS,
submetidos a inducdo da colite por TNBS, avaliados no 7° e 14°
dias apds inducéo.

7° dia com colite 14° dia com colite
Agua Fibra FOS Agua Fibra FOS
2 8 11 3 0 3
11 8 11 2 9 10
11 11 9 9 2 4
11 11 1 3 10 7
11 11 11 3 10 7
11 11 11 11 1 7
11 11 11 11 3 10
11 0 11 3 5 6
Média 9,87 8,87 9,5 5,62 5 5,75
+3,2 3,8 13,5 13,9 15,0 6,75
Andlise de variancia _ Kruskal_Wallis
H(7)=0,72 H(14)=1,38
Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05) para ( p > 0,05)

Tabela 8: Concentragdes dos corpos cetdnicos (umol/g de tecido) no tecido

célico in vivo de ratos que receberam agua, fibra soluvel ou FOS,
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submetidos a aplicacao transanal de agua e avaliados no 7° e 14°
dias apds aplicacao

7° dia sem colite 14° dia sem colite

Agua Fibra FOS Agua Fibra FOS
0,135 0,16 0,111 0,174 0,174 0,033
0,092 0,167 0,102 0,095 0,164 0,089
0,141 0,118 0,135 0,086 0,102 0,082
0,066 0,188 0,126 0,18 0,104 0,131
0,131 0,152 0,119 0,046 0,163 0,112
0,102 0,083 0,067 0,079 0,162 0,184
0,184 0,115 0,0801 0,253 0,115 0,214
0,161 0,118 0,055 0,151 0,268 0,122

Média 0,13 0,14 0,1 0,13 0,16 0,12

+0,04 +0,03 0,25 +0,07 +0,05 +0,06

Analise de variancia _ Kruskal Wallis

H(7) = 1,29 H(14) =1,23
Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05) para ( p > 0,05)

Tabela 9: Concentragdes do 3-hidroxibutirato (umol/g de tecido) no tecido cdlico
in vivo provenientes de ratos que receberam agua, fibra soluvel ou



FOS, submetidos a aplicagao transanal de agua e avaliados no 7°
e 14° dias apos aplicagéo.

7° dia sem colite 14° dia sem colite

Agua Fibra FOS Agua Fibra FOS
0,08 0,152 0,047 0,146 0,109 0,009
0,35 0,107 0,043 0,071 0,108 0,066
0,091 0,076 0,007 0,84 0,029 0,032
0,013 0,132 0,074 0,154 0,06 0,084
0,074 0,101 0,063 0,026 0,096 0,084
0,05 0,027 0,014 0,55 0,156 0,151
0,148 0,049 0,022 0,186 0,52 0,201
0,107 0,057 0,025 0,98 0,255 0,97

Média 0,11 0,08 0,04 0,37 0,17 0,2

+0,10 +0,04 #0,02 10,37 +0,15 +0,32

Analise de variancia _ Kruskal Wallis

H(7)=4,89 H(14)=1,86

Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS

para (p > 0,05) para ( p > 0,05)

Tabela 10: Concentragdes do lactato (umol/g de tecido) no tecido cdlico in vivo

de ratos que receberam agua, fibra soluvel ou FOS, submetidos a
aplicacdo transanal de agua e avaliados no 7° e 14° dias apds
aplicagao.

7° dia sem colite 14° dia sem colite

Agua Fibra FOS Agua Fibra  FOS
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2147 2,572 1,435 0,798 1,015 0,856
1,461 2,784 3,97 0,649 1,16 0,608
1,068 1,719 0,961 1,542 0,889 0,754
1,915 0,916 4,726 1,064 0,938 1,38
0,701 2,43 0,669 0,833 1,098 1,325
2,015 0,751 3,891 0,961 0,925 0,145
2,122 1,56 1,739 1,147 0,993 1,577
1,374 1,627 4,215 0,739 0,645 0,661
Média 1,6 1,79 2,7 0,97 0,96 0,91
+0,53 #0,75 #1,65 +0,28 +0,15  #0,48

Analise de variancia

H(7)=1,23

Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05)

Kruskal_Wallis

H(14)=0,32

Agua = Fibra = FOS

para ( p > 0,05)

Tabela 11: Relacédo das concentragdes [acetoacetato]/[3-hidroxibutirato] (umol/g
de tecido) no tecido célico in vivo de ratos submetidos a aplicagao
transanal de agua que receberam agua, fibra soluvel ou FOS

avaliados no 7° e 14° dias apds aplicacao.

7° dia sem colite

14° dia sem colite

Agua

Fibra

FOS

Agua

Fibra

FOS
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0,675 0,046 1,361 0,191 0,596 2,555

1,628 0,56 1,372 0,393 0,509 0,348
0,538 0,552 0,914 0,011 2,482 1,562
4 0,424 0,689 0,149 0,733 0,547
0,77 0,504 0,873 0,769 0,687 0,333
1,04 2,074 3,785 0,418 0,378 0,211
0,243 1,346 2,59 0,354 1,211 0,064
0,495 1,07 1,16 0,54 0,05 0,257
Média 1,17 0,82 1,59 0,35 0,83 0,73
+1,22 0,64 +1,06 +0,24 +0,74 +0,87

Analise de varidncia _ Kruskal Wallis

H(7)=4,29 H(14)=3,03
Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05) para ( p > 0,05

Tabela 12: Relagdo das concentragbes [piruvato]/[lactato] (umol/g de tecido) no
tecido cdlico in vivo de ratos submetidos a aplicacéo transanal de
agua que receberam agua, fibra soluvel e FOS avaliados no 7°
dias apos aplicacao

7° dia sem colite 14° dia sem colite
Agua Fibra FOS Agua Fibra  FOS
0,064 0,118 0,081 0,204 0,122 0,161
0,086 0,063 0,038 0,203 0,123 0,18
0,131 0,090 0,116 0,098 0,155 0,198
0,069 0,146 0,029 0,157 0,14 0,097
0,192 0,06 0,213 0,186 0,119 0,107
0,066 0,191 0,036 0,156 0,058 0,944
0,073 0,089 0,081 0,129 0,156 0,024
0,116 0,086 0,033 0,201 0,015 0,037
Média 0,10 0,11 0,08 0,17 0,11 0,22

+0,04 0,04 +0,06 +0,04 +0,05  +0,30




Analise de variancia _ Kruskal Wallis

H(7)=25,55 H(14)=4,71
Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05) para ( p > 0,05)

Tabela 13: Concentragdes dos corpos cetdnicos (umol/g de tecido) no tecido
colico in vivo de ratos submetidos a inducao da colite por TNBS
que receberam agua, fibra ou FOS avaliados no 7° e 14° dias apos

indugcao

7° dia com colite 14° dia com colite

Agua Fibra FOS Agua Fibra FOS
0,144 0,28 0,353 0,354 0,071 0,138
0,277 0,629 0,339 0,15 0,132 0,168
0,174 0,125 0,052 0,098 0,135 0,146
0,101 0,611 0,261 0,076 0,196 0,154
0,259 0,19 0,29 0,201 0,152 0,137

0,25 0,181 0,203 0,226 0,112 0,14
0,126 0,307 0,105 0,075 0,145 0,057
0,175 0,259 0,36 0,235 0,145 0,428

Media 0,18 0,32 0,25 0,18 0,14 0,17
+0,06 +0,19 +0,12 +0,09 +0,03 +0,11

Analise de varidncia _ Kruskal Wallis



H(7)=3,58 H(14)=1,18

Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05) para ( p > 0,05)

Tabela 14: Concentragbes do 3-hidroxibutirato (umol/g de tecido) no tecido
cdlico in vivo de ratos submetidos a indugédo da colite por TNBS
que receberam agua, fibra ou FOS avaliados no 7° e 14° dias apds

inducao
7° dia com colite 14° dia com colite
Agua Fibra FOS Agua Fibra FOS
0,12 0,199 0,314 0,225 0,026 0,101
0,13 0,615 0,309 0,112 0,111 0,129
0,167 0,118 0,02 0,046 0,103 0,096
0,05 0,538 0,213 0,036 0,169 0,136
0,191 0,148 0,181 0,179 0,12 0,085
0,139 0,167 0,163 0,98 0,078 0,114
0,097 0,242 0,093 0,053 0,096 0,056
0,146 0,188 0,349 0,206 0,121 0,034
Média 0,13 0,29 0,21 0,23 0,1 0,09
+0,04 +0,19 0,11 +0,31 +0,04 +0,03

Analise de variancia _ Kruskal Wallis

H(7)=5,03 H(14)=1,02
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Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05) para ( p > 0,05)

Tabela 15: Concentragbes do acetoacetato (umol/g de tecido) no tecido cdlico in
vivo provenientes de ratos submetidos a indugdo da colite por
TNBS que receberam agua, fibra ou FOS avaliados no 7° e 14°dia
apos indugao

7° dia com colite 14° dia com colite
Agua Fibra FOS Agua Fibra FOS
0,023 0,08 0,039 0,129 0,045 0,036
0,097 0,014 0,029 0,037 0,021 0,039
0,012 0,006 0,032 0,052 0,031 0,049
0,051 0,073 0,048 0,037 0,026 0,017
0,067 0,042 0,109 0,021 0,032 0,052
0,11 0,013 0,039 0,028 0,034 0,026
0,028 0,065 0,012 0,022 0,049 0,001
0,029 0,07 0,011 0,029 0,023 0,08
Média 0,05 0,05 0,04 0,04 0,03 0,04
+0,04 +0,03 #0,03 +0,04 +0,001 +0,02

Analise de varidncia _ Kruskal Wallis

H(7)=0,48 H(14)=0,34

Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS



para (p > 0,05) para ( p > 0,05)

Tabela 16: Concentragbes do lactato (umol/g de tecido) no tecido célico in vivo
de ratos submetidos a inducdo da colite por TNBS que receberam
agua, fibra ou FOS, avaliados no 7° e 14° dias apds indugao

7° dia com colite 14° dia com colite
Agua |Fibra |FOS Agua Fibra FOS
1,698 0,481 1,238 1,076 1,145 1,079
2,732 1,191 1,498 0,837 1,174 4,653
0,768 0,065 1,815 1,7 0,996 0,985
0,107 1,904 2,681 1,237 1,832 1,358
2,51 0,951 1,1 0,751 1,104 0,921
1,803 4,67 1,217 3,006 1,204 0,929
0,87 1,57 0,52 0,775 0,715 0,112
3,842 10,469 3,234 0,65 1,126 1,732
Média |1,8 1,41 1,66 1,25 1,16 1,47
+1,21 +1,45 |+0,89 +0,78 +0,31 +1,36

Andlise de variancia _ Kruskal _Wallis

H(7)=1,21 H(14)=0,56

Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05) para ( p > 0,05)



Tabela 17: Relagdo das concentragdes [acetoacetato]/[3-hidroxibutirato] (umol/g
de tecido) no tecido cdlico in vivo de ratos submetidos a indugao da
colite por TNBS que receberam agua, fibra ou FOS, avaliados no
7° e 14° dias apods inducgao.

7° dia com colite 14° dia com colite
Agua  Fibra FOS Agua Fibra FOS
0,191 0,402 0,124 0,573 1,73 0,356
0,746 0,022 0,093 0,33 0,189 0,302
0,071 0,05 1,6 1,13 0,3 0,51
1,02 0,135 0,225 1,027 0,153 0,125
0,35 0,283 0,605 0,117 0,266 0,611
0,791 0,077 0,239 0,141 0,435 0,228
0,288 0,268 0,129 9,415 0,51 0,017
0,198 0,372 0,031 0,14 0,19 2,352
Média 0,46 0,2 0,38 1,61 0,47 0,56
+0,35 +0,15 +0,52 +3,18 +0,52 10,75

Analise de variancia _ Kruskal Wallis

H(7)=2,24 H(14)=0,19 ( ndo significativo)

Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05) para ( p > 0,05)



Tabela 18: Relagédo das concentragbes [piruvato]/[lactato] (umol/g de tecido) no
tecido cdlico in vivo de ratos submetidos a inducédo da colite por
TNBS que receberam agua, fibra ou FOS, avaliados no 7° e 14°
dias apds inducéao

7° dia com colite 14° dias com colite
Agua Fibra FOS Agua Fibra  FOS
0 0,049 0,028 0,013 0,14 0,122
0,007 O 0,019 0,164 0,138 0,043
0,084 1,661 0,004 0,128 0,144 0,155
0,523 0,057 0,017 0,11 0,102 0,117
0,015 0,015 0,018 0,154 0,145 0,127
0,077 0,014 0,042 0,039 0,135 0,19
0,027 0,056 0,18 0,211 0,22 1,044
0,03 0,249 0,008 0,224 0,163 0,112
Média 0,1 0,26 0,04 0,13 0,15 0,24
+0,177 +0,26  #0,04 +0,07 +0,03  +0,32

Analise de variancia _ Kruskal Wallis

H(7)=0,79 H(14)0,31

Agua = Fibra = FOS Agua = Fibra = FOS
para (p > 0,05) para ( p > 0,05)



Tabela 19: Concentragbes de 3-hidroxibutirato (umol/g de tecido) no tecido
célico in vivo de ratos que receberam agua e submetidos a
aplicagcdo transanal de agua ou indugdo da colite por TNBS
avaliados no 7° e 14°dias ap6s indugao.

7°dia 14°dia
Agua Agua Agua Agua
Sem colite Com colite Sem colite  Com colite
0,08 0,12 0,146 0,225
0,35 0,13 0,071 0,112
0,091 0,167 0,84 0,046
0,013 0,05 0,154 0,036
0,074 0,191 0,026 0,179
0,05 0,139 0,55 0,98
0,148 0,097 0,186 0,053
0,107 0,146 0,98 0,206

Média 0,11 0,13 0,37 0,23

Por Wilcoxon com 5% de probabilidade

Substancia 7° dia 14° dia
) com colite = sem colite Com colite = sem colite
Agua (p > 0,05) (p > 0,05)




Tabela 20: Concentragdes de acetoacetato (umol/g de tecido) no tecido cdlico in
vivo de ratos que receberam agua e submetidos a aplicagéao
transanal de agua e indugao da colite por TNBS avaliados no 7° e
14° dias apds indugao.

7° dia 14° dia
Agua Agua Agua Agua
Sem colite Com colite Sem colite  Com colite
0,054 0,023 0,028 0,129
0,057 0,097 0,023 0,037
0,049 0,012 0,001 0,052
0,052 0,051 0,023 0,037
0,057 0,067 0,02 0,021
0,052 0,11 0,023 0,028
0,036 0,028 0,066 0,022
0,053 0,029 0,053 0,029
Média 0,05 0,05 0,03 0,04

Por Wilcoxon com 5% de probabilidade

Substancia 7° dia 14° dia
] Com colite = sem Com colite = sem colite
Agua colite (p > 0,05) (p > 0,05)
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Tabela 21: Concentragbes de lactato (umol/g de tecido) no tecido célico in vivo
de ratos que receberam agua e submetidos a aplicagéo transanal
de agua ou indugao da colite por TNBS avaliados no 7° e 14° dias

apos indugao.

7°dia 14°dia

Agua Agua Agua Agua
Sem colite Com colite Sem colite  Com colite
2,147 1,698 0,798 1,076
1,461 2,732 0,649 0,837
1,058 0,768 1,542 1,7
1,915 0,107 1,064 1,237
0,701 2,51 0,833 0,751
2,015 1,803 0,961 3,006
2,122 0,87 1,147 0,775
1,374 3,842 0,739 0,65

Média 1,6 1,8 0,97 1,25

Por Wilcoxon com 5% de probabilidade
Substancia 7° dia 14° dia

Com colite = sem colite Com colite = sem colite
(p > 0,05)

Agua (p > 0,05)

Tabela 22: Concentragdes de ATP (umol/g de tecido) no tecido célico in vivo de
ratos que receberam agua e submetidos a aplicacéo transanal ou
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indugdo da colite por TNBS avaliados no 7° e 14° dias apés

inducéo.
7° dia 14° dia
Agua Agua Agua Agua
Sem colite Com colite Sem colite Com colite
0,577 0,645 0,667 0,585
0,534 0,517 0,623 0,578
0,539 0,513 0,505 0,562
0,529 0,593 0,549 0,461
0,498 0,587 0,513 0,457
0,982 0,537 0,505 0,461
0,474 0,51 0,569 0,554
0,317 0,541 0,5 0,517

Média 0,56 0,56 0,55 0,52

Por Wilcoxon com 5% de probabilidade
Substancia 7° dia 14° dia

com colite = sem colite Com colite = sem colite
(p > 0,05)

Agua (p > 0,05)

APENDICE C - FIGURAS
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Figura 1: Média da relagcdo peso do colo (g)/ comprimento do colo (cm) nos
grupos sem colite e com colite, no 7° e 14° dias de avaliagao
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Figura 2: Média dos escores macroscopico nos grupos sem colite e com colite,
no 7° e 14° dias de avaliagao
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Figura 3: Média dos escores microscopico nos grupos sem colite e com colite,

no 7° e 14° dias de avaliagao
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Figura 4: Média das concentracdes dos corpos cetdnicos (umol/g de tecido) no
tecido colico in vivo, nos grupos sem colite e com colite, no 7° e 14°

dias de avaliagao
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Figura 5: Média das concentragdes de 3-Hidroxibutirato (umol/g de tecido) no
tecido calico in vivo, nos grupos sem colite e com colite, no 7° e 14°

dias de avaliagao
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Figura 6: Média das concentragcées de piruvato (umol/g de tecido) no tecido
célico in vivo, nos grupos sem colite e com colite, no 7° e 14° dias

de avaliacao
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Figura 7: Média das concentracdes de lactato (umol/g de tecido) no tecido célico
In vivo, nos grupos sem colite e com colite, no 7° e 14° dias de

avaliacao

06 -
05
04

0,2
0,1

0 T

S/ Colite 7odia C/ Colite 7o dia S/ Colite 140 dia C/ Colite 140

Grupos

dia

EAgua
W Fibra
OFos

Figura 8: Média das concentra¢des de ATP (umol/g de tecido) no tecido colico in
Vivo, nos grupos sem colite e com colite, no 7° e 14° dias de

avaliacao
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Figura 9: Média das concentragdes da relagdo [acetoacetato]/[3-hidroxibutirato]
(Mmol/g de tecido) no tecido célico in vivo, nos grupos sem colite e

com colite, no 7° e 14° dias de avaliacao
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Figura 10: Média das concentragbes da relagdo [piruvato]/[lactato] (pmol/g de
tecido) no tecido cdlico in vivo, nos grupos sem colite e com colite,

no 7° e 14° dias de avaliagao

105



