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RESUMO

Efeitos da dieta rica em fibra alimentar sobre propriedades macrosclpicas e
microscopicas dos célons em ratos. DANIELLE DE MARIA PAIVA ALVES
FERNANDES. Po6s-Graduacdo Stricto Sensu, Departamento de Cirurgia,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara (Grau de MESTRE em
Cirurgia). Agosto, 2016. Orientador: Prof. Dr. Lusmar Veras Rodrigues.

A fibra alimentar consiste em polimeros de hidratos de carbono ( CHO) que
escapam a digestdo no intestino delgado e passam para o intestino grosso , onde |4 séo
ligeiramente ou quase totalmente fermentados, fornecendo produtos que contribuem
para muitos beneficios fisiologicos, influenciando diretamente o c6lon e microbioma.
O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da dieta rica em fibra sobre as
propriedades macroscopicas e microscopicas dos cdlons, em ratos. Foram usados 40
ratos da linhagem Wistar, machos, com peso médio de 250g. Foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos, com 10 animais. Dois Grupos Controle (GC)
receberam dieta padrdo e 4gua e dois Grupos Teste (GT) receberam dieta rica em mix
de Farelo de Trigo e Goma Guar e Inulina Hidrolisada e agua. Cada grupo GC e GT foi
submetido & eutandsia com trés e seis meses de tratamento com a fibra. Foram
realizadas avaliacdes do peso dos animais, aspectos macroscopicos e microscopicos, no
terceiro e sexto més do experimento. N&o houve alteragdes significantes nos pesos dos
animais. Houve aumento significante no peso do célon proximal do GT de trés meses
(p < 0,001). Com relacdo aos aspectos microscopicos tiveram resultados significantes a
altura da glandula no ceco em ambos os grupos (GT e GC), no célon proximal houve
aumento das glandulas do GT de seis meses (p < 0,001) e no colon distal houve uma
diminuicdo das glandulas do GT de seis meses (p < 0,001). Na quantificacdo das células
caliciformes do ceco, houve amento da quantidade no GT de trés meses (p < 0,05) e no
c6lon distal houve aumento na quantidade de celulas do GT de trés meses (p < 0,001) .
Conclui-se, portanto, que a dieta rica em fibra, altera o peso do cdlon proximal de modo
significante, mas efémero, porém favorece a celularidade e o aumento da altura das
criptas no ceco de modo constante.

Descritores: colon; celularidade; fibra alimentar; rato; intestino grosso.



ABSTRACT

Effects of dietary fiber-rich diet on macroscopic and microscopic properties of the
colons in rats. DANIELLE MARIA PAIVA ADAN. Post-graduation Stricto Sensu,
Department of surgery, Faculty of Medicine, Federal University of Ceara (master's
degree in surgery). August, 2016. Advisor: Prof. Dr. Sexy's Van Heerden Rao.

Dietary fiber consists of carbohydrate polymers ( CHO) cells which escape digestion in
the small intestine and pass to the colon where there is little or almost completely
fermented , providing products that contribute to many physiological benefits , directly
influencing the colon and microbiome. The aim of this study was to verify the effects of
fiber-rich diet on the macroscopic and microscopic properties oh the colon in rats.
Were used 40 Wistar rats, males, with average weight of 250g. The rats were randomly
divided into four groups, with 10 animals each. Two Control Groups (CG) received
standard diet and water and two Test Groups (TG) received diet rich in mix of wheat
bran and Guar gum and Hydrolyzed Inulin and water. Each group GC and GT has
undergone euthanasia with three and six months of treatment with the fiber. Evaluations
were conducted of the weight of the animals, macroscopic and microscopic colon
properties, in the third and sixth months of the experiment. There was a significant
changes in the weights of the animals. There was no significant increase in the weight
of the proximal colon GT three months (p < 0,001). Regarding to the microscopic
aspects had significant results at the time of the gland in the cecum in both groups (GT
and GC), in the proximal colon of the glands increased from six months (p < 0,001) and
distal colon there was a decrease of the glands of the GT of six months (» < 0,001).
goblet cells in the quantification of the cecum, there was the budget amount in the GT
three months (p < 0,05) and distal colon there was an increase in the number of cells of
the GT three months (p < 0,001). It is therefore concluded that a diet high in fiber,
changes the weight of the proximal colon transiently, but favors the cellularity and the
height increase of crypts in the cecum of constant mode.

Key words: colon; cellularity; dietary fiber; mouse; large intestine.
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1. INTRODUCAO

A definicdo de fibra alimentar (FA) € controversa, pois esta ndo consiste
numa Unica entidade quimica e sim num grupo de compostos relacionados. Os
diversos tipos de fibra alimentar ttm em comum funcdes fisiologicas que favorecem a
manutencdo da saude, porém, nem todas as fibras podem executar todas essas funcdes
(JONES, 2014).”

A fibra alimentar consiste em polimeros de hidratos de carbono (CHO) que
escapam a digestdo no intestino delgado e passam para o intestino grosso, onde sdo
ligeiramente ou quase totalmente fermentados, fornecendo produtos que contribuem
para muitos beneficios fisioldgicos, influenciando diretamente o c6lon e o microbioma
(ENGLYST, 2007).

Na nutrigdo em humanos, o termo 'FA' foi usado pela primeira vez em um
estudo em mulheres gravidas, onde foi observado que aquelas que comeram dietas ricas
em FA tiveram uma menor incidéncia de toxemia (DUCKWORTH, 1941; HIPSLEY,
1953) .

No final dos anos 1960 e inicio dos anos 1970, médicos britanicos na
zona rural da Africa, observaram que doengas comuns no Ocidente eram raras naquele
continente, e sugeriram que as diferencas observadas eram devido ao ndo refinamento
das dietas dos africanos. Assim, surgiu a hipotese da FA, sdo hidratos de carbono
(CHO) nao digeridos e poderiam reduzir o risco das doengas cronicas intestinais
(BURKITT, 1972; BURKITT, 1975; TROWELL, 1977).

Atualmente, entende-se que as FA sdo plantas comestiveis e compreendem
carboidratos sollveis e insoltveis incluindo celulose, lignina e polissacarideos tais
como hemiceluloses, pectinas e arabinoxilano oligosaccharides (FRY, 2004). Outros
componentes da fibra incluem oligossacaridos ndo digeriveis tais como inulina e
oligofrutose, bem como amido resistente (FRY, 2004; CHASSARD , LACROIX,
2013). Sdo resistentes a digestdo no intestino delgado humano, permitindo a passagem
intacta para o colon onde aumentam a viscosidade e o volume fecal (LATTIMER,
2010).

A fibra alimentar é submetida a fermentacdo pela microbiota residente no célon
favorecendo a formacio de Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC), principalmente
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butirato , acetato e propionato de metilo, que atuam como o carbono primario para
fonte de energia para os colondcitos (MACFARLANE , GIBSON, 1996; FLINT, 2008;
HAMER, 2008).

O intestino humano contém um denso e diversificado microbioma (microbiota)
e a aplicacdo da moderna tecnologia de sequenciamento na producdo de acidos
nucléicos, melhorou a compreensdo de sua complexidade dindmica (HOLD, 2014;
JEFFERY, O’TOOLE, 2012). Bioinformatica  computacional de modelagem
metagendmica agora podem caracterizar com precisdo (embora com algumas
limitacBes) alteracdes de composicdo e funcdo e perfis de atividade das principais
comunidades microbianas e suas interagcdes com 0 ambiente e com o intestino
(CHAPTER, 2012; FRITZ et al, 2013; MORGAN, HUTTENHOWER, 2014; SEGATA
et al, 2013; WANG et al, 2015; WEINSTOCK, 2012).

Iniciativas como MetaHIT ( http://www.metahit.eu/ ) e o Projeto Microbiome
Humano ( http: // hmpdacc . org / ) descreveram a composicdo molecular e perfil
funcional da microbiota intestinal. Na média, nos intestinos saudaveis do homem adulto
(normal) a microbiota consiste de 10-10 microrganismos (HOLD et al, 2014; COX,
WEST, CRIPPS, 2014) . Estima-se que 0 genoma da microbiota ( ' microbioma ')
contém 150 vezes mais genes do que a de nosso préprio genoma humano (GIL et al,
2006; QIN et al, 2010), com mais de 1000 espécies prevalentes identificado com um
individuo tipico transportando cerca de 160 species (QIN et al, 2010). A microbiota
intestinal desempenha um papel importante na nutricdo, metabdlica
(RAMAKRISHNA, 2013) e no sistema imunolégico (BELKAID, HAND, 2014).
Portanto, ndo é surpreendente que as alteragdes na sua composicao tém sido implicadas
em muitas doencas e distdrbios , incluindo doenca inflamatoria do intestino (DII) |,
obesidade e diabetes (HOLD et al, 2014; TILG , MOSCHEN, 2014).

O consumo de fibra alimentar altera significativamente a composicdo da
microbiota intestinal (LATTMER, HAUB, 2010). Assim, a maior compreensdo da
interacdo entre FA e a microbiota intestinal pode representar os meios para manter ou

melhorar a microbiota, em particular quando existe disbiose (SIMPSON, 2015).
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A fibra pode ligar-se a uma grande quantidade de agua resultando em aumento
do peso das fezes (MADAR ODES 1990; CUMMINGS, 1993; KURASAWA et al.,
2000; LEFEBVRE; THEBAUDIN, 2002). O aumento do volume das fezes reduz o
tempo de trénsito no coélon, que previne a constipacdo e producdo de células
cancerigenas e compostos genotoxicos (GIBSON, 2004). A FA desempenha ainda um
papel importante na manutencdo da imunidade gastrintestinal. Em particular, a fibra
fermentavel resulta num aumento mitogénio das células T de resposta e aumento da
atividade do intestino associada ao tecido linféide (GALT) (FIELD et al., 1999).
(TOPPING E CLIFTON 2001). Além disso, reduzo pH do célon, o que inibe
potencialmente acdo de bactérias deletérias e promove o crescimento favoravel da
microbiota (GRASTEN et al., 2003).

A FA é um alimento com vérias outras propriedades e quando associada na
alimentacdo, tem como consequéncia diminuir o apetite e 0 peso, contudo dados de
ensaios em humanos permanecem ambiguos. Isso pode ser esclarecido inicialmente,
por estudos em animais de laboratorio em que ha controle total sobre a dieta e
oportunidade para recolher amostras de tecido do intestino para explorar a base
molecular e outros mecanismos (CLARK, 2013; SLAVIN, 2007; SLAVIN, 2013
LATTIMER, 2010; WANDERS, 2011).

O farelo de trigo é a camada mais externa do grao de trigo , 0 que representa
14 % a 19 % do peso total (MAES E, DELCOUR, 2002) . O farelo de trigo é uma rica
fonte de FA, tal como polissacaridos amido e lenhina, arabinoxilano de 30 % de massa
de farelo de trigo seco , ou 70 % de polissacaridos ndo amido (MAES, DELCOUR,
2002) . E um polimero com uma estrutura de D - xilose ligada com L - arabinose .
Compostos fenolicos, tais como ferdlico &cido , estdo ligados ao residuo de arabinose .
O arabinoxilano, componente majoritario do farelo de trigo € insolvel em agua , em
virtude de reticulagdo com unidades vizinhas de celulose , lenhina , e proteinas
(BROEKAERT, 2011). Uma vez que ¢é rico em fibras insolGveis, que sdo lentamente
fermentados no intestino (MUDGIL, BARAK, 2013), o farelo de trigo é benéfico na
producdo de fezes volumosas e prevencdo do cancer de colon (ZORAN ET AL, 1997;
KRITCHEVSKY, 1999) . Além disso, o farelo de trigo tem sido usado para reduzir
alguns marcadores inflamatorios associados com a obesidade, em ratos alimentados
com uma dieta rica em gordura (NEYRINCK, 2008).
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Os efeitos fisiologicos do farelo de trigo, na nutricdo (a partir dos nutrientes
presentes) sao: efeitos mecanicos (principalmente no trato gastrointestinal, devido ao
conteddo de fibras) e efeitos antioxidantes (emanados dos fitonutrientes presentes, tais
como éacido fendlico e alkylresorcinols) (STEVENSON, 2012). Estudos relataram que a
maioria dos beneficios fitoquimicos antioxidantes (incluindo fendlico acido e
alkylresorcinols ) em gréos de trigo integral sdo presente nas fracdes do germem de
farelo integral (ADOM et al, 2005).

A goma de guar é uma FA especialmente promissora, uma vez que foi
demonstrada sua utilidade em diminuir a hipercolesterolemia, hiperglicemia e obesidade
em varias experiéncias com roedores e em humanos (BUTT et al, 2007; DALL’ALBA,
2013) . Os mecanismos moleculares pelos quais a goma de guar induz estes efeitos
constitui um campo de investigacdo ativo. AGCC € o principal produto de fermentacao
bacteriana intestinal da FA e tem sido sugerido que desempenham um papel
fundamental nestes efeitos benéficos ( DEN, 2013) .

Estudos em ratos e camundongos tém efetivamente mostrado que dietas
contendo uma quantidade maior de fibra alimentar favorecem a diminuicdo de peso, no
entanto efeitos sobre a ingestdo de alimentos e saciedade s&o inconsistentes, em parte
devido & variabilidade em projetos de estudo, por exemplo, tipo de fibra, a duracdo da
alimentacdo, dosagem, idade e o fendtipo dos animais dos experimentos (CANI, 2007;
HUANG, 2011; SCHOREDER, 2013; PIRMAN,2007; KNAPP, 2013).

O estado emocional do individuo afeta a motilidade dos co6lons. Hostilidade,
raiva e ressentimentos sdo associados com aumento da motilidade. A atividade fisica
tem mostrado que aumenta tanto a motilidade segmentar como a propria peristalse dos
célons, enquanto o sono é geralmente associado com a diminuicdo da atividade motora
(FRANTZIDES, 1996). No envelhecimento, ocorre diminuicdo da motilidade pela

atonia muscular generalizada ( DIAS, 2000).

Nakaji et al (2002) demonstraram, em uma populacdo japonesa, uma relagdo
positiva entre estilo de vida, exercicio fisico e alta ingestdo de fibra alimentar a
defecacdo. Schryver et al. (2005) estudando individuos que apresentavam constipacao
intestinal crénica na Holanda, evidenciaram que o exercicio regular melhorou tanto o

padrdo da evacuacgdo, como diminuiu o tempo de transito célico.
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Uma das principais func6es dos colons é absorver gua e eletrolitos presentes no
quimo que entram pelo ileo e armazenar o material fecal, determinando a frequéncia, a
consisténcia e o volume das evacuagcfes. Em 24 horas, os colons de uma pessoa sadia
absorvem cerca de 1300 ml dos 1500 ml de quimo liquido, além de sodio e potéssio. As
bactérias presentes fermentam os carboidratos complexos e produzem écidos Graxos de
cadeia curta, além de constituirem cerca de 30% a 40% do bolo fecal (LATTIMER,;
HAUB, 2010).

Os padrbes de mobilidade relacionam-se com as diferencas funcionais entre o
colon ascendente e o colon esquerdo. O movimento para frente e para tras do conteddo
luminar ocorre no célon direito, permitindo absorcdo da agua e eletrdlitos pelo aumento
do tempo de exposicdo entre o contetdo liquido e a mucosa colica. Em intervalos, o
contetdo do coélon direito e do célon transverso sdo mobilizados por peristaltismo. No
colon esquerdo, o movimento do bolo fecal resulta na propulsdo das fezes ao reto
(FRANTZIDES, 1996).

A FA nos coélons afeta a motilidade intestinal e consequentemente o tempo de
transito. Os mecanismos para explicar estes efeitos dependem das propriedades fisico-
quimicas relacionadas com a fermentacdo e seus produtos, por exemplo, acidos graxos
de cadeia curta, que atuariam na atividade contratil e secretora dos célons (REZENDE,
2006).

Na verdade, a principal funcdo fisioldgica da FA € que ela se expande no
estdmago de formar a proporcionar uma sensacdo de saciedade (SHIN, 2009). As outras
funcdes da FA estdo relacionadas a apoiar a fermentagdo de bactérias e o incremento
dos volumes de fezes, estimulando a contracdo peristaltica e, assim, permitindo a
excrecdo de fezes mais facilmente (MARTINI, 1995) . Esta eficacia da FA é o ponto
chave do tratamento para sindromes metabolicas , especialmente a obesidade, um dos

problemas atuais criticos de satde publica no mundo (GORDIS, 2009) .

A “American Dietetic Association” recomenda, para adultos sadios, a ingestao
de 20 a 35 g/dia de fibra ou 10 a 13 g para cada 1.000 kcal ingeridas. Para criancas
(acima de 2 anos) e adolescentes (até 20 anos), a recomendacdo € igual a idade mais 5 ¢
de fibras/dia. Para os idosos, recomenda-se de 10 a 13 g de fibras para cada 1.000 kcal
ingeridas (COPPINI et al, 2004).
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O excesso na ingestdo de fibras pode causar aumento na producdo dos gases
intestinais, desconforto abdominal ou alteragbes gastrointestinais e pode influenciar a
farmacocinética de algumas drogas (ANDERSON, 2003). Mas estudos demonstraram
que dietas com teor de fibras adequado por periodo prolongado, melhoram
significativamente o controle glicémico e reduzem a necessidade diaria de insulina
exogena (CASTILHO, 2005).

Verifica-se que vém ocorrendo mudancas nos habitos alimentares e na qualidade
da alimentacéo, principalmente nos grandes centros urbanos, comprometendo a ingestao
adequada de fibras. Alguns trabalhos demonstraram aumento no consumo de alimentos
processados e refinados (pobres em fibras) e diminuicdo na ingesta de alimentos
vegetais e integrais, que apresentam altos teores de fibras (FISBERG, MATOS et al,
2004).

O epitélio intestinal de mamiferos estd em um estado constante de renovacao:
novas células sdo produzidas continuamente na base das criptas, movem-se para as
vilosidades e eventualmente sdo perdidas para o limen intestinal. Na verdade, no rato
adulto, o tempo e a velocidade de renovacdo de toda a célula epitelial é 60h (CHENG,
1982; CHENG, 1983). Assim, em termos de células que compdem as criptas,
vilosidades e o epitélio intestinal constituem um sistema altamente dindmico
(TOTAFURNO, BJERKNNES, CHENG, 1987).

As ceélulas caliciformes sdo células cilindricas, produtoras de muco, distribuidas
entre os enterécitos do epitélio intestinal. Essas células possuem dois dominios: um
dominio apical, com formato de um calice, contendo grandes granulos de muco cujo
conteddo é liberado na superficie do epitélio, e um estreito dominio basal, que se adere
a lamina basal e contém o reticulo endoplasmatico granular, no qual a porcao protéica
do muco é produzida. O aparelho de Golgi, que adiciona grupos de oligossacarideos ao
muco, é proeminente e se situa acima do nucleo localizado na regido basal
(KIERSZENBAUM; ABRAHAM, 2008).

O produto secretado pelas células caliciformes contém glicoproteinas (80% de
carboidratos e 20% de proteinas) e é liberado por exocitose. Na superficie do epitélio, o
muco se hidrata para formar uma cobertura semelhante a um gel, para proteger o
epitélio contra a abrasdo mecénica e a invasdo bacteriana (KIERSZENBAUM;
ABRAHAM, 2008).
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Carboidratos podem beneficiar a morfologia do trato gastrointestinal,
especialmente através da modulacdo da mucosa. Esta mucosa € composta
principalmente de mucina glicoproteinas sintetizadas e secretadas pelas células
caliciformes que servem como uma barreira protetora para as células epiteliais
(FEDERMANN, 1994).

A fermentacdo das fibras ocorre nos célons pela acéo das bactérias anaerdbicas.
O grau de fermentag&o colica sofre interferéncia da composicéo da flora intestinal e das
caracteristicas quimicas e fisicas, ou seja, o tipo de fibra, a solubilidade, a fonte, a forma
e 0 tamanho das particulas (PIRMAN, 2007; KNAPP, 2013).

A estrutura e as caracteristicas das fibras € que vdo determinar os efeitos que
esses polimeros desempenhardo no trato gastrointestinal. Fatores como a viscosidade, a
area e o tamanho das particulas, solubilidade e insolubilidade das fibras, cristalinidade,
densidade e a relevancia da troca i6nica sdo importantes para determinar os efeitos das
mesmas (CLARK, 2013;PIRMAN, 2007 HUANG, 2011; KNAPP, 2013).

As propriedades fisico-quimicas das fracbes das fibras alimentares (FA)
produzem diferentes efeitos fisiolégicos no organismo. As fibras sollveis (FS) sdo
responsaveis, por exemplo, pelo aumento da viscosidade do conteudo intestinal e
reducdo do colesterol plasmatico. As fibras insoltveis (FI) aumentam o volume do bolo
fecal, reduzem o tempo de transito no intestino grosso, e tornam a eliminacao fecal mais
facil e rapida. As FA regulam o funcionamento intestinal, o que as tornam relevantes
para 0 bem-estar das pessoas e para 0 tratamento dietético de varias afeccdes
(CAVALCANTI, 1989).

Uma importante fonte de fibras solGveis e insolUveis é a semente de linhaca, um
alimento originario da planta do linho, pertencente & familia das lin4ceas, vem
ganhando destaque, devido ao seu alto teor de fibras (14g de fibras em 100g do
produto), sendo esta matéria-prima utilizada na preparacdo de granolas, um indicativo
de evidéncias de seus beneficios nutricionais, pois até pouco tempo a semente de
linhaca era utilizada apenas em ragGes animais (GRANADA et al, 2003; CREDIDIO,
2005).

As fibras sollveis e insolliveis tém seu maior alvo o trato gastrintestinal,
servindo de substrato para a microbiota, presente no intestino grosso, atuando na

velocidade da digestdo e absorcdo dos nutrientes, promovendo desta forma uma
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evacuagdo normal (CUPPARI, 2005), sendo que a falta de fibras na alimentacdo ou seu
baixo consumo pode prejudicar a motilidade e o metabolismo intestinal. Ainda
diminuem a pressdo intra-luminar dos colons, aumentam o peso e melhoram a
consisténcia das fezes (controla a diarréia), aumentam a velocidade do transito
intestinal, mantém a flora intestinal e o bom funcionamento colénico (AMARAL,
GREEN, 2000).

Estudos epidemiologicos e clinicos sugerem que uma dieta pobre em gordura e
rica em fibras exerca papel protetor contra o desenvolvimento de cancer colorretal.
Esses mecanismos de protecdo pelas fibras se dao na fisiologia do intestino (aumento do
transito intestinal e do bolo fecal, diluicdo dos constituintes fecais) e sobre o ambiente
intestinal (modificacdo da microflora, alteracdo do metabolismo dos sais biliares, da
adsorcdo de carcindgenos, diminuicdo do pH colénico e aumento da concentracdo fecal
de AGCC (BENNINGA, 1996).

Pesquisas ainda tém evidenciado os efeitos benéficos das FA para prevenir e
tratar a doenga diverticular dos colons e melhorar o controle do diabetes mellitus
(SCHROEDER, 2013).

Em virtude das propriedades citadas, as fibras tem sido utilizadas cada vez mais
sob a forma de alimento ou suplementos alimentares. Sabidamente interferem
positivamente no funcionamento do intestino grosso (tanto na motilidade como na
bioflora), porém héa poucos estudos de médio a longo prazo que pesquisem a agdo das
fibras sollveis e insolUveis sobre propriedades macroscopicas e microscopicas dos
colons. Visto que esse tipo de estudo é pouco viavel em seres humanos, decidiu-se por

realizd-lo em modelo animal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a influéncia da fibra alimentar sobre aspectos macroscopicos e

microscopicos do intestino de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Verificar a influéncia do Farelo de Trigo e Goma Guar parcialmente
Hidrolisada e Inulina (Fiber mais® ) sobre o comprimento, diametro e peso

do ceco, colon proximal e célon distal de ratos.

2. Analisar a influéncia do farelo de trigo e Goma Guar parcialmente
Hidrolisada e Inulina (Fiber mais® ) sobre as caracteristicas histoldgicas do

ceco, cllon proximal e distal de ratos.



25

3. METODO

Trata-se de um estudo experimental submetido inicialmente ao Comité de Etica
e Pesquisa em Animais da Universidade Federal do Ceara (CEPA/UFC) sob o numero
de 31/2013 em 24 de julho (Anexo A) e analisado conforme as “Normas Internacionais
para Pesquisa Biomédica em Animais” (Consejo de Organizaciones Internacionales de
Ciéncias Médicas, 1990) em conformidade com a Lei Federal n°. 6.638 que estabelece

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

3.1 AMOSTRA

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus albinus, Mammalia Rodentia,
Muridae) da linhagem Wistar, machos, adultos, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara, com 6 semanas de vida e peso entre 180 e 250g. Os
animais foram mantidos em grupos de 10 animais por gaiola de polipropileno com
tampa de arame galvanizado com zinco, forradas com maravalhas. Permaneceram
alojados sob umidade do ar em torno de 70%, e temperatura média de 24°C, iluminacao
com turno de 12h claro/escuro e ventilagdo mantida por ventiladores axiais. Receberam
agua e racdo ad libitum. Foram submetidos a um periodo de adaptacdo de 2 semanas,
ocasido em que foram tratados com anti-helminticos de uso veterinario, 1ml/kg de peso

do animal (Basken® - Pamoato de Pirantel e Pamoato de Oxantel).

O experimento foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental (LABCEX)
do Departamento de Cirurgia e no Laboratério de Patologia do Departamento de
Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do

Ceara.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos contendo 10 animais
cada, identificados e pesados previamente. Os grupos Controle foram alimentados com
racdo padrdo ®Biobase Bio-tec Ratos e Camundongos (Tabela 1) e os grupos Teste
com racdes ®Biobase Bio-tec Ratos e Camundongos modificadas onde foi

acrescentado mix de fibra ( goma guar e inulina hidrolisada + farelo de trigo) (Tabela
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2). Todos os animais foram alimentados com respectivas dietas desde o0 desmame com

seis semanas até a eutanasia (12 e 24 semanas).

3.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

3.2.1 Grupos Controle

GC (Controle) -3M- Grupo controle contento 10 ratos que receberam dieta
padrdo (DP) diariamente, agua ad libitum. Com seis semanas de vida, por trés meses de
DP (figura 1).

GC (Controle) -6M - Grupo controle 10 contento ratos que receberam dieta
padrdo (DP) diariamente, agua ad libitum. Com seis semanas de vida, por seis meses de
DP (figura 1).

3.2.2 Grupos Teste

GT (Teste) -3M - Grupo teste contento 10 ratos que receberam dieta padrao
(DP) 90g acrescentado mix de fibra alimentar- fibra solavel (goma guar parcialmente
hidrolisada e inulina 3g ) + fibra insoltvel (farelo de trigo 7g) diariamente, agua ad
libitum. Com seis semanas de vida, por trés meses de DP + mix de fibra alimentar
(figura 1).

GT (Teste) -6M - Grupo teste contento 10 ratos que receberam dieta padrdo
(DP) 90g acrescentado mix de fibra alimentar- fibra solivel (goma guar parcialmente
hidrolisada e inulina 3g ) + fibra insoltvel (farelo de trigo 7g) diariamente, agua ad
libitum. Com seis semanas de vida, por seis meses de DP + mix de fibra alimentar
(figura 1).
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Figura 1 — Delineamento do experimento: 40 ratos, 6 semanas de vida, distribuidos em
4 grupos conforme dietas, GC- Dieta Padrdo; GT- Dieta acrescentada mix de fibra
alimentar. Na 122 e 242 semana todos 0s grupos sdo submetidos as dietas. Eutanasia
ocorreu duas vezes na 122 e 242 semana do experimento.

Semanas
6 12 24 12 24
Dietas
GC -
DIETA PADRAO
(n=20)
GT
(1=20) DIETA ACRESCENTADA MIX DE FIBRA
n=

l Inicio || Grupos 1Eutanésia

3.3 PESAGEM DOS ANIMAIS:

Todos os animais foram pesados semanalmente até o final do experimento. Este
procedimento foi realizado por um Unico examinador, que utilizou a mesma balanca
(Balanca Analitica Ohaus AS 2600).

3.4 ALIMENTACAO

No Grupo C (Controle), os animais foram alimentados com dieta padréo (Tabela
1), enquanto o Grupo T (Teste), a dieta padrdo foram acrescentadas 3g de fibra solGvel
(Goma Guar parcialmente hidrolisada e Inulina) e 7g de fibra insoltvel (Farelo de
Trigo), para cada 90 g de racdo padrdo (Tabela 2). A forma como foi preparada a dieta
do grupo teste foi a seguinte: foram triturados 90g de racdo padrdo em seguida
acrescentado 3g de fibra sollvel e 7g de fibra insolUvel, ap6s a mistura eram feitos
peletes e a dieta teste era colocada no forno para ter a forma original e poder ser

consumida pelos animais.
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Tabela 1- Composicdo da dieta padrdo (BiobaseBiote ®): normoglicidica, hiperprotéica

e hipolipidica.
ALIMENTO QUANT.(g) | KCAL |CHO(g) | PTN(g) LIP (9)
Biobase Bio® 40 120 17,6 8,8 1,6
Total 40 120 17,6 8,8 1,6
Distrib. Total Calorias 70,4 35,2 14,4
Calorias (%) 58,66 29,34 12,00

QUANT. (Quantidade da respectiva substancia); KCAL.( Quilocaloria); CHO.(Carboidrato); PTN.

(Proteina); LIP (Lipideo)

Tabela 2- Composicéo da dieta com fibras do tipo soliveis (Goma Guar parcialmente
Hidrolisado e Inulina) e Farelo de Trigo.

CHO PTN LIP
ALIMENTO QUAT.(g) | KCAL
(9) (9) (9)
Biobase Bio-Tec® 90 270 39,6 19,8 3,6
Goma Guar parcialmente
Hidrolisado e Inulina 3 0 0 0 0
Farelo de Trigo 7 30,93 3,58 2,60 0
TOTAL 100 300,93 43,18 224 3,6
Calorias (%) 133,6 69,2 27

QUANT. (Quantidade da respectiva substancia); KCAL.( Quilocaloria); CHO.(Carboidrato); PTN. (Proteina); LIP. (Lipideo)
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3.5 COLETA DAS AMOSTRAS

Apl6s inducdo anestésica com Ketamina (80mg/kg/peso) e Xilasina
(8mg/kg/peso) intra-peritonial (ip), o animal era posicionado em decubito dorsal sobre
uma prancha de madeira e imobilizado por ligas elasticas nos membros superiores e
inferiores fixando-os a prancha. Apds antissepsia da parede abdominal com
iodopovidine®, foram submetidos & incisdo mediana xifopubiana com abertura da
cavidade peritoneal. Apos identificacdo do reto e de todos os segmentos célicos, foi
realizada uma proctolectomia total. Em seguida, o animal foi submetido a eutanésia,

pela sec¢do completa da aorta abdominal.

3.6 AVALIACAO MACROSCOPICA

Foram realizadas pesagem dos 0Orgdos e medi¢cBes do comprimento e
didametro do ceco, coélon proximal e distal. O segmento colorretal foi aberto no seu
bordo anti-mesocolico e estendido sobre superficie plana. A mucosa foi limpa com

solucéo salina (antes da pesagem) e observada para deteccao de possiveis alteracdes.

Apos distensdo dos segmentos colorretais, esses foram individualizados por
seccdo do ceco, colon proximal e célon distal. Esses segmentos foram colocados em
Fixador de Carnoy (Acido Acético Glacial e Etanol a 100%) e encaminhados para o
Laboratdrio de Patologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade

de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

3.7 ANALISE HISTOLOGICA E MORFOMETRICA DA MUCOSA INTESTINAL

O ceco, colon proximal e célon distal foram fixados separadamente em fixador
de Carnoy (MC Cullough et al, 1998) por 24h. Em seguida, foram mantidos em alcool a
70%, até o processamento. Cada segmento foi processado e incluido em parafina, para
posterior preparo de cortes histologicos com 5um de espessura. As laminas foram
coradas pela hematoxilina-eosina (HE) e pelo acido periodico de Schiff (PAS), para

evidenciacao das células caliciformes.
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Cortes histoldgicos foram examinados em microscopio de luz (AxionScope, Carl Zeiss,
Inc., Gottingen, Germany) e imagens das glandulas foram capturadas de 10 campos
alternados, no aumento de 20x (Axiophot, Carl Zeiss, Inc., Gottingen, Germany).
Apenas vilosidades seccionadas longitudinalmente da sua base até o seu apice, com uma
Unica camada de células epiteliais foram consideradas para avaliagdo do tamanho
(Hedemann, 2006). Foram medidos os tamanhos de 10 glandulas por cada segmento do
intestino grosso, utilizando software de analise de imagem-Pro Plus (versdo 4.1) com
ampliacdo de 20x. Nas glandulas selecionadas, foi feita contagem das células

caliciformes (Hedemann, 2006).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram transcritos e tabulados em uma planilha do tipo Excel.
Foi realizada andlise estatistica descritiva dos dados e aplicado, as varidveis
quantitativas, o teste Shapiro-Wilk antes de procedermos aos testes paramétricos ou ndo
paramétricos, a depender da normalidade dos dados. Para as comparacGes de médias
foram utilizadas teste t Student. As analises de associacao e correlagdo entre os pares de
variaveis foram feitos por meio dos testes ndo paramétricos de X2, Fisher Freeman —
Halton e para as variaveis nominais. Consideramos as diferencas estatisticamente

significantes quando o valor de p foi menor do que 0,05.
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4, RESULTADOS

Foram realizados estudos comparativos entre os grupos Controle e Teste
constituidos de ratos Wistar submetidos a duas dietas: padrdo e rica em fibra. Foram
analisados: peso corpdreo dos animais, parametros macroscopicos (peso, comprimento
e diametro dos segmentos cdélicos) e microscopicos (quantificacdo da altura das
glandulas, numero de células caliciformes, descamagdo dos colondcitos e acumulos

linféides).

Esses resultados estdo apresentados abaixo sob a forma de tabelas e graficos

(figuras). Os dados com significancia estatistica sdo marcados com asterisco.

4.1. PESO DOS ANIMAIS

Na avaliacdo de 3 meses de alimentacdo com dieta rica em fibras, ndo foi
observada alteragdo nos pesos dos animais. Os animais do GT do que o GC, (média de
420,6 £ 55 x 395,4 £ 43,4, respectivamente) (p > 0,05) (Figura 2 e Tabela 3). Este
achado permaneceu até o periodo final da avaliacdo com 6 meses (média de 461,7 £
29,5 x 455,2 + 20,3, respectivamente) (p > 0,05) (Figura 2 e Tabela 3).

Figura 2. Pesos dos Ratos Wistar alimentados com dieta padrdo (GC) e dieta rica em

fibra (GT) durante trés e seis meses.
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Tabela 3 - Peso corporal dos animais dos grupos GC e GT, alimentados com dieta

padrdo e dieta rica em fibra durante trés e seis meses.

3 Meses 6 Meses
Dieta Dieta Dieta Controle Dieta
Grupos | controle Teste (Media+DP) Teste
(MediazDP) | (MediaxDP) (MediazDP)
Peso 4206 £55 3954 +434 461,7 £29,5 4552 + 20,3
p > 0,05

4.3 ACHADOS MACROSCOPICOS

Nos pesos dos segmentos intestinais dos animais do GT, houve diferenca
significante no grupo de 3 meses no célon proximal, onde GT foi mais pesado ( 1,6 +
0,5 x 2,1 + 0,4 , respectivamente) (p < 0,001). E com 6 meses de dieta, todos
segmentos do intestino estavam semelhantes (2,7 £0,7 x3,0+0,6;1,4 + 0,3x 15+
0,5;1,3+£0,3x1,6 0,51, respectivamente) (p > 0,05) (figura 3 e tabela 4).

Em relacdo ao comprimento e ao didmetro dos segmentos intestinais, ndo houve

diferenca significativa (tabela 5 e tabela 6).



Figura 3. Pesos do Ceco (A), Célon Proximal (B) e Célon Distal (C) de Ratos Wistar
alimentados com dieta padréo e dieta rica em fibra durante trés e seis meses.

5 -
P 41 ® Grupo Controle 3 meses
e A Grupo Teste 3 meses
S 34 e Grupo Controle 6 meses
8 A Grupo Teste 6 meses
o 2
o Média + DP
o
1-
0 T T T T
GC3M GT3M GC6M GT6M
Grupos
®p > 0,05 P
I * I
—~ 3-
2 ° A
a— ——
© ala A
£ g § ° e Grupo Controle 3 meses
X2 A A A Grupo Teste 3 meses
o ) ° ° ® Grupo Controle 6 meses
c A Grupo Teste B meses
[=]
© 1 ® ° Al A
S Média + DP
o
"
()
o
0 T T T T
GC3M GT3M GC6M GT6M
Grupos
*p < 0,001
8-
- I'_I ® Grupo Controle 3 meses
o)
~ A Grupo Teste 3 meses
© 6 °
= ® Grupo Controle 6 meses
o A Grupo Teste 6 meses
c 4 |’_|
o
o
© A Média + DP
o 2 A
: -~
o A
0 T T T T

GC3M GT3M GC6M GT6M

ep > 0,05 Grupos




34

Tabela 4 — Peso dos segmentos do intestino grosso de ratos Wistar tratados com dieta
padréo e rica em fibras, durante trés e seis meses.

Tempo de uso da dieta
Peso (9) 3 meses 6 meses
GC GT GC GT
Ceco 32+05 3,1+0,7 2,8 £0,7 3,0+0,6
Colon proximal 16+05 2,1+0,3* 1,3+0,3 1,4+0,5
Cédlon distal 1,7 £0,5 1,2+0,3 1,3+0,3 1,6 £0,5
*P < 0,05

Tabela 5- Comprimento dos segmentos do intestino grosso de ratos Wistar tratados
com dieta padrdo e rica em fibras, durante trés e seis meses.

Comprimento (cm)

Tempo de uso da dieta

3 meses 6 meses

GC

GT GC GT

Ceco
Célon proximal

Colon distal

4,0 £0,7 44+0,8 46 +0,7 4,6 +0,6
8,620 9,0+2,0 6,5+2,0 6,3+1,31

7,4+29 90+11 10,2+25 114+17

p > 0,05

Tabela 6- Diametro dos segmentos do intestino grosso de ratos Wistar tratados com
dieta padrdo e rica em fibras, durante trés e seis meses.

Diametro (cm)

Tempo de uso da dieta

3 meses 6 meses

GC

GT GC GT

Ceco
Célon proximal

Coélon distal

2,3%+0,5 2,5%+0,6 3,1+0,5 3,5%0,7
12 +0,3 1,4+0,3 1,0+ 0,31 1,1+0/4

1,3 +0,40 1,0+£0,2 0,7+0,2 1,0+£0,2

p> 0,05
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4.4. ACHADOS MICROSCOPICOS

4.4.1 DETERMINACAO DA ALTURA DAS GLANDULAS E QUANTIFICACAO
DAS CELULAS CALICIFORMES

1. Altura da glandula — Na avaliacdo de 3 meses do grupo com dieta rica em fibras,
foi observada alteracdo somente na mucosa do ceco, os animais do GT apresentaram
glandulas maiores que o GC, (média de 271,9 + 41,7 x 256,9 * 27,8, respectivamente)
(Fig. 4). Este achado permaneceu até o periodo final da avaliagdo com 6 meses (média
de 254,0 £ 32,5 x 240,5 £ 29,2, respectivamente) (figura 4 e tabela 7). Nos colons dos
animais do GT néo foi observado alteracdo nos 3 primeiros meses. No entanto, com 6
meses as glandulas do GT estavam menores que as do GC (média do colon proximal
204,3 + 45,9 x 274,5 £ 29,2, médias do colon distal, 253,9 + 31,0 x 306,6 + 42,6,

respectivamente) (figura 4 e tabela 7).

2. N° de células caliciformes — Ap6s 3 meses de dieta rica em fibras, o GT apresentou
maior nimero de células caliciformes no ceco e célon distal (media de 19,4 + 5,4 x 17,2
+6,0; 19,9 £ 6,2 x 15,1 £ 4,4, respectivamente) (figura 5 e tabela 7). Este aumento foi
aparentemente temporario, porque com seis meses ndo havia diferenca significante entre

0s grupos (figura 5 e tabela 7).



Figura 4 — Altura das glandulas da mucosa do ceco (A), colon proximal
(B), e colon distal (C) de Ratos Wistar alimentados com dieta rica em
fibras e dieta padrdo durante trés e seis meses.
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Figura 5 — Quantificacdo de células caliciformes na mucosa do Ceco (A), Cdlon
Proximal (B) e Cdlon distal (C) de ratos Wistar alimentados com dieta rica em fibras
(GT) e dieta padrdo (GC), durante trés e seis meses.

s
4
S 40 .
o |_|
[0
© | e Grupo Controle 3 meses
o 30 AA
° %000®® M ® AAl 4 Grupo Tests 3 meses
n [} o (L) A
® %0 _0° ® Grupo Controle  meses
E 20 A Grupo Teste 6 meses
o
= Apals )
= A A Média + DP
© 104 © A AA
o oy A‘A °® Aa
n [ ]
=
El 0 T T T T
8 GC3M GT3M GC6M GT6M
*p=0,041

5
z
©
E
x 40
o
t — —q e Grupo Cortrole 3 meses
o 301 A A Grupo Teste 3 meses
3 A ® A ® Grupo Controle 6 meses
o 4  Grupo Teste 6 meses

20
© 0e_o®
1
()
= Média £+t DP
s 104
°
©
o 0 T
@ GC3M GT3M GC6M GT6M
E Grupos
N9 ep > 0,05
)
5
z
E
2 507
o . A

[ J [ J

o 40 — o0
> A A ® Grupo Controle 3 meses
o AA A A A Grupo Teste 3 meses
g 301 00® & Grupo Controle 6 meses
@ ° ® A Grupo Tests 6 meses
c 20+ )
° Média £+ DP
) 101 A, A
L " A
= A
8}
» 0 T T T T
< GC3M GT3M GC6M GT6M
p=l
© Grupos
O

*p<0,001




38

Tabela 7 — Altura das glandulas e numero de células caliciformes de segmentos do
intestino grosso de ratos Wistar alimentados com dieta padrédo (GC) e rica em fibras (GT),

durante trés e seis meses.

Tempo de uso da dieta
Paréametro 3 meses 6 meses
GC | GT GC | GT
Altura da glandula (p)
Ceco 256,9+279 271,9+417* 240,5+29,2 254,0+32,5*
Colon proximal 240,7+454 231,4+41.2 2745+ 29,2 204,3 +45,8*
Colon distal 235,6 +33,1 237,7+ 36,2 306,6 +42,6 253,9 +31,0*
NCcels caliciformes
Ceco 17,2+6,0 19,6 £ 5,4* 17,0+£3,7 17,3+5,2
Colon proximal 95+45 105+5,3 16,4 +4,7 16,6 +5,3
Colon distal 151+4,4 19,9 + 16,2* 24,4 +89 23,9+5,6

GT= Grupo teste, GC= Grupo Controle, N= nimero de animais que tiverem alteragdo do parametro, %=porcentagem

*p < 0,05



Figura 6 — AlteracGes dos colondcitos da mucosa de intestino de ratos Wistar
alimentados com dieta rica em fibras. A- Mucosa com colondcitos normais; B —
Colondcitos com alteracdes degenerativa; C — Descamacdo de colondcitos e
exposicdo da membrana basal da glandula.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo principal testar experimentalmente a
hipotese de que dietas ricas em fibras solGveis e insolUveis podem alterar de alguma
forma o intestino grosso de ratos. Para tal, foram analisados aspectos macroscopicos e
microscopicos dos segmentos intestinais de ratos alimentados com dieta rica em fibras
por seis meses.

Para esse objetivo, escolheu-se animal de experimentacdo com acelerado ritmo
de crescimento e com caracteristicas anatomo fisiologicas semelhantes ao homem. O
rato atende a estas especificacfes, pois ao nascimento pesa em torno de 5 g e com 28
dias seu peso atinge aproximadamente 200 g, dessa forma com alguns meses ja se tem
um animal adulto, sendo vidvel para a pesquisa. Além disso, o animal é de facil
aquisicdo e manuseio. Outros autores também utilizaram esse animal por essas
caracteristicas (HOENSCH et al., 1984; GOODLAD et al., 1987; LEVRA et al., 1991;
MESLIN et al.,1993; FRANKEL et a.l, 1994; STARK et al., 1995; , MCCULLOUGH
et al., 1998; LU et al., 2000;COPPINI et al, 2001;DE SCHRYVER et al, 2005;
PIRMAN et al., 2007; WANDERS et al., 2011;KNAPP et al., 2013).

As fibras dietéticas apresentam multiplas propriedades benéficas ao organismo e
tém sido amplamente utilizadas ndo s6 como componentes da alimenta¢do normal, mas
como tratamento ou medida adjuvante em determinadas condi¢des patoldgicas
(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).

A goma guar € extraida do endosperma da semente de Cyamopsis
tetragonolobus, uma planta anual que pertence a familia das leguminosas. Ndo forma
gel, é compativel com outras gomas, amidos, hidrocoldides e agentes gelificantes
(naturais e sintéticos) (DZIEZAK,1991; SANDERSON, 1996).

Escolheu-se a Goma-guar hidrolisada por ser fibra solivel e farelo de trigo
como fibra insoltvel. E reconhecido que as fibras sollveis interferem mais do que as
insollveis na absorcdo intestinal de determinados nutrientes, como compostos lipidicos
e colesterol (COPPINI et al., 2001).
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As dietas administradas aos dois grupos do presente experimento foram
modificadas apenas quanto ao teor em fibras. Assim, as diferencas encontradas com
relacdo aos parametros analisados devem ser atribuidas a esta alteracéo.

Ambos os grupos estudados evoluiram ao longo dos trés e seis meses de
avaliacdo com ganho de peso proporcional ao crescimento, porém sem diferenca entre
ambos nas duas datas. Esse fato mostra que a dieta rica em fibra utilizada ndo interferiu
na saciedade dos animais, 0 que poderia leva-los a uma perda de peso com relacdo ao
grupo controle.

Knapp et al., (2013) avaliaram os resultados da suplementacdo dietética com
carboidratos de baixa fermentacdo no ceco e célon de ratos. Estes foram alimentados
com pectina e tiveram uma ingestdo diaria meédia mais elevada, mas ndo foram
observadas diferencas no peso corporal final ou taxas de ganho de peso entre os
tratamentos.

Outros parametros avaliados foram o comprimento e largura dos segmentos
colicos. Ndo houve diferenca significante entre os grupos com relacdo as medidas
estudadas, porém o comprimento do célon distal teve crescimento expressivo em ambos
0s grupos quando comparadas as medidas do sexto e terceiro més. Esse fato poderia
sugerir que o cdlon distal onde o contetdo fecal é formado e onde h& necessidade de
contracdo mais intensa para progressao do bolo fecal levariam a um maior crescimento
entre os demais segmentos colicos.

O trabalho como de Stark e colaboradorres (1995) estudou também o efeito da
fibra alimentar sobre o comprimento colico. Utilizaram 30 ratos machos Sprague-
Dawley alimentados com uma dieta rica em fibra, 15% de celulose ou 15% de pectina
durante 8 semanas. O comprimento do intestino foi medido. No colon distal, foi
também determinado o tamanho da célula muscular. Apesar de ganho de peso inferior
nos ratos alimentados com pectina, tanto o intestino delgado como o célon foram
significativamente aumentados em relacdo ao comprimento. A celulose teve um efeito
menor sobre o comprimento do intestino. Concluiram que a suplementacdo de fibra
levou a alteracbes morfologicas no intestino de rato, incluindo mudangas no
comprimento e tunica muscular (STARK et al, 1995).

Com relacdo ao peso dos segmentos colicos, ndo houve diferenca entre 0s pesos
do ceco e colon distal em ambos os grupos no decorrer do experimento, porém o0 mesmo
ndo ocorreu com relacdo aos segmentos proximal. O peso do segmento proximal foi

maior no grupo GT, no més 3, porém no més 6, ndo houve diferenca. Sabe-se que o



42

contetdo fecal do célon proximal é mais liquido e visto que a FA ¢ hidrofila é de se
perguntar se essas propriedades ndo seriam responsaveis pelo maior peso desse
segmento no més 3 do experimento?

Goodlad e colaboradores (1993), apresentaram seus resultados descrevendo
previamente o0s pesos do estbmago e demais regides do intestino com pesos
significativamente maior nos grupos de fibras complementadas. Nao houve diferenca
significante entre pesos de outros 6rgdos (figado , coracdo, pulmdes, rins,e baco ).
Nenhum efeito proliferativo da microflora em relacdo a fibra foi observado
(GOODLAD et al., 1993; MCCULLOUGH et al, 1998).

Na pesquisa atual, verificou-se aumento da altura das glandulas no ceco dos
animais do grupo GT nos tres primeiros meses, porém na avaliacdo de seis meses, a
altura das criptas foi maior no grupo GC. Verificou-se também que o nimero de células
caliciformes no ceco, célon proximal e distal do grupo GT foi significantemente maior
na avaliacdo do terceiro mes no grupo GT, achado esse que ndo persistiu no sexto mes,
quando ndo houve diferenca entre os grupos estudados.

Levrat, Campbell, Lu e Kim et al, (2002) demonstraram que a ingestéo de
fibras resultou em aumento do peso do ceco de ratos e sugeriram que o aumento foi
provavelmente devido a uma proliferacdo celular epitelial aumentada pelos efeitos
troficos de AGCC, achado esse também encontrado por varios outros autores
(FRANKEL et al., 1994, LEVRAT, REMESY e DEMIGNE, 1991; CAMPBELL,
FAHEY e WOLF, 1997; LU et al., 2000 e KIM, 2002). O aumento de células
caliciformes por cripta também tem sido demonstrado em outros estudos em que ratos
foram alimentados com fibras fermentaveis incluindo frutanos e galacto (KLEESSEN
et al., 2003; SATCHITHANANDAM et al., 1990; MESLIN et al., 1993; FONTAINE et
al., 1996; SCHMIDT-WITTIG, et al., 1996). Esses autores verificaram que esse achado
pode ter um impacto positivo sobre a saude do intestino através do aumento da
espessura da camada mucosa do intestino grosso.

No presente estudo, foram avaliados ainda outros aspectos microscépicos como
a descamacdo de colondcitos da borda das glandula, a exposicdo da membrana basal e
acumulos linféides. Foram avaliados como moderado ou intenso na dependéncia da
intensidade de cada alteragdo. Com seis meses, 0s animais com dieta rica em fibras
(GT) mostraram tendéncia a apresentar maior descamacdo de colondcitos da borda das

criptas do que os animais controles, tanto no célon distal como no ceco, favorecendo de
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certo modo a exposicdo da membrana basal na dependéncia da intensidade da
descamacdo. Outro achado foi que os animais com dieta rica em fibras apresentaram
tendéncia a ter menos acumulos linféides, sugerindo menor resposta inflamatéria
naqueles animais (Tabela 9 e Fig. 5). Com relacdo a descamacdo e exposi¢do da
membrana basal, poderia se pensar numa maior renovagédo celular nesses animais ou
mesmo, levando-se em consideracdo a aceleracdo do peristaltismo, até mesmo tratar-se
de maior contato da mucosa ao bolo fecal, causando algum trauma sem maiores

repercursdes, ja que o bolo fecal nesses animais teoricamente teriam maior viscosidade.

Existem varios outros estudos que comprovaram a acao benéfica do uso de
fibra alimentar benéfica ao intestino em determinadas afec¢fes. Hoensch et al., 1984;
Cummings e Branch, (1982) verificaram que a fibra dietética tem varios efeitos sobre o
tubo digestorio. A fibra pode ter acdo desde o estbmago, retardando o esvaziamento
gastrico e influenciando a absorcdo, até o intestino, alterando o tempo de transito
(HOENSCH et al, 1984; CUMMINGS e BRANCH, 1982).

Entre outras agdes das fibras, a fermentacdo intestinal desempenha um papel
importante na energia e equilibrio da maioria dos mamiferos incluindo o homem. Os
acidos graxos de cadeia curta ( AGCC ) ou éacidos graxos volateis(AGV 's) tém varios
efeitos nos cdlons, tais como a diminui¢do do pH luminar, aumento do fluxo sanguineo
da mucosa, alteracdo das concentracfes de amonia e aumento da absor¢do de agua
(CUMMINGS, (1984); KVIETYS E GRANGER, (1981); CUMMINGS, (1981). Esses
autores verificaram que a dieta com fibras pode estimular a proliferacdo de células
epiteliais no intestino delgado proximal e distal de ratos, a proliferacdo de células no
cblon distal, porém envolve outros fatores (GOODLAD et al, 1987).

Em pesquisa de Pell, Johnson e Goodlad, (1995), a fibra utilizada foi a goma
guar, que tem um efeito trofico no intestino delgado, provavelmente relacionada com a
viscosidade, além das suas acdes relacionadas com a fermentacdo no célon. A interagdo
positiva com lipideos pode ser associada com diminuicdo da absorcdo. Os lipideos
também tém suas proprias agdes diretas na proliferacdo intestinal, que sdo atenuadas
pela presenca de bactérias. A goma guar € um polissacarideo fermentavel e provoca um
aumento na producéo das células da cripta em todo o intestino delgado e grosso do rato
(PELI, 1992; PELL, JOHNSON, GOODLAD, 1995). Neste contexto, ha coeréncia

entre os achados desses autores com os dados da atual pesquisa, visto que uma das
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fibras utilizadas foi goma guar, levando a um aumento significante da celularidade e da
altura das glandulas principalmente no ceco dos animais alimentados com fibra (GT).

Lynn et al., Stevens , Argenzio e Clemens (1980) observaram que ratos que
receberam a mesma quantidade de goma guar e celulose, a proliferacdo das células das
criptas foi maior na extremidade proximal e distal do c6lon do que no intestino delgado.
Logo verificaramos que a fibra tem um efeito trofico relacionado com viscosidade no
intestino e a fermentacdo no colon.

Lee, Chapkine Lupton, (1993) estudaram o efeito principal da fibra dietética
na proliferacdo celular e foi observado estimulo da proliferacdo celular no cdélon
proximal, em comparacdo com as dietas de celulose e sem fibras.

Edwards et al, (1992) verificaram que em dietas a longo prazo a ingestdo de
fibra em ratos estd associada a um aumento modesto na proliferagdo celular no colon
proximal, mas ndo no colon distal, resultados que corroboram com os achados do
presente estudo.

Em outro estudo semelhante ao atual, Jacobs, (1985) observou a relacao entre
a fibra dietética e o tamanho da célula do musculo intestinal em ratos com dietas
suplementadas, incluindo quatro diferentes fontes de fibra. Farelo de trigo 20% que
resultou no aumento do tamanho das células do musculo e aumento de 22,5% na
extremidade proximal e 77,9% de aumento no célon distal quando comparado com
grupo de ratos alimentados com dieta sem fibras. As outras dietas dos grupos
experimentais de tamanhos semelhantes foram alimentados com farelo de aveia 20%,
10% de pectina, ou 10% de guar. O tamanho da célula do musculo foi reduzida em
20,6% no jejuno proximal dos grupos alimentados com pectina e de 43% no célon
proximal do grupo de farelo de aveia, quando comparados com 0s controles. Estes
resultados mostraram que os efeitos de dietas ricas em fibras sobre o tamanho da célula

do mausculo intestinal dependem do tipo de fibra consumida.

Goodlad et al, (1987) verificaram pouco efeito sobre Proliferacdo Epitelial de
Células Intestinais (PECI). A adicdo de uma fibra dietética fracamente fermentavel
(celulose de madeira purificada) teve pouco efeito sobre a proliferacdo de células
epiteliais intestinais, exceto no colon distal, onde aumentou significativamente a PECI.
Uma fibra mais facilmente fermentavel (farelo de trigo purificado) causou uma grande

resposta proliferativa na regido proximal, médio e distal do célon e no intestino delgado
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distal, resultados coerentes com os achados microscopicos nos colons dos animais do
presente estudo.

Em pesquisa mais recente, Knapp et al, (2013) avaliaram os resultados da
suplementacdo dietética de carboidratos de baixa fermentacdo no ceco e célon de ratos
alimentados com pectina. Nao foram observadas diferencas no total de acido graxos de
cadeia curta (AGCC) ou concentragbes de acidos graxos de cadeia ramificada
(CAGCR) no ceco e colon de ratos. O consumo de dextrina fibra soltvel (DFS) e fibra
de milho solavel (FMS) aumentou o peso cecal total e sem residuo fecal, mas ndo o
peso de todo o colon. O aumento da altura das criptas e do nimero de células
caliciformes foi observado no ceco e cdlon de ratos suplementados com DFS, FMS, e
pectina. Esses achados sugerem que essses novos hidratos de carboidratos de baixa
fermentacdo podem beneficiar a modulacdo de indices de morfologia do intestino
quando suplementados na dieta do rato. Esses dados, de certa forma, sdo concordantes
com a presente pesquisa, ja que uma das fibras utilizadas era soltvel, e dados como
aumento do peso do ceco e aumento na celularidade foram também observados.

Em sintese, no presente estudo, constatou-se que a dieta rica em fibra (mix de
fibra de soltvel + insollvel) interfere de modo significante, porém efémero em
determinados aspectos macroscopicos e microscopicos dos colons dos animais
estudados. No ceco porém, a altura das criptas aumenta de modo constante e persiste
até o sexto més do experimento, dado esse que pode sugerir efeito benéfico da dieta
utilizada a longo prazo, ja que manter as criptas significa no minimo preservar a

integridade mucosa célica.

Por fim, as pesquisas previamente citadas mostram que as fibras alimentares e
mais recentemente, os hidratos de carboidratos de baixa fermentacdo parecem ser
realmente benéficas na modulacdo de diversos parametros do intestino, quando
suplementados na dieta de ratos. No presente trabalho, os achados sdo coerentes com
esses resultados, visto que se utilizou 0 mesmo animal alimentado com fibras soluveis e
insoltveis em proporcdo adequada. E claro que muitas outras repercussdes das fibras
alimentares sobre os célons e no intestino de modo geral ainda ndo estdo bem
esclarecidas. Entre elas, o proprio aumento da celularidade e da dimensdo dos
segmentos colicos, em animais em uso prolongado de fibras. Ha necessidade, portanto
de pesquisas outras envolvendo tipos diversos de fibras e em tempo maior de

observacao, para melhores conclusdes.
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6. CONCLUSAO

1. A dieta rica em fibra (mix de fibra de soluvel + insolGvel) aumenta de modo

significante, porém efémero, o peso do colon proximal dos ratos estudados.

2. A dieta rica em fibra (mix de fibra de sollvel + insollvel) apresenta efeitos
significantes e benéficos sobre o ceco, manifestados pelo aumento da altura das criptas,

aumento da celularidade.

3. A dieta rica em fibra (mix de fibra de solivel + insollvel) interfere de modo
significante, porém efémero em determinados aspectos macroscopicos e microscopicos
dos célons dos animais estudados, porém no ceco, aumenta a altura das criptas de modo

constate.
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RESULTADOS BRUTOS (PESO ANIMAIS)
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327,53
332,24
282,84
356,51
325,37
315,28
340,58

58
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APENDECE B
RESULTADOS BRUTOS (MACROSCOPIA)

GCCD3COM GCCD3LAR GCCD3PSEG GCCE3COM GCCE3LAR GCCE3PSEG GCCECO3COM GCCECO3LAR GCCECO3PSEG

9 1 2,67 0,8 0,8 1,27 5 2,5 2,82
6,5 1 0,94 10 1 0,99 4,5 1,5 2,72
10 1 1,3 6 1 0,73 4 3 3,79
12 1 1,75 6 1 1,66 4 3 2,69
10 1,4 1,53 7,5 2 0,73 4,5 2,5 3

7 1 1,21 9,5 0,8 6 4,5 2 3,75
5 1 1,1 10 1,4 1,52 3,5 1,5 3,23
9 2 2,27 10 1,4 1,04 3 2,5 2,97
9 1,5 1,41 7 1,3 1,15 3 2,5 4,1

GTCD3COM GTCD3LAR GTCD3PSEG GTCE3COM GTCE3LAR GTCE3PSEG GTCECO3COM GTCECO3LAR GTCECO3PSEG

7 1,5 1,77 9 1,4 1,53 3,9 3,5 4,5
10 1,5 2,57 7 0,8 0,93 3 1,5 2,55
8 1 1,71 9,5 1 1,89 4,5 2 3,18
12 2 2,25 8 0,8 1,09 4 3,3 4
7 1 1,67 11 1 1 5 2,5 2,52

11,5 1 2,78 8,5 1 0,93 5 2,5 2,34

6 1,5 2,28 8,5 1 1,06 4 1,5 2,72

10,5 2 2,34 9,5 1 0,88 5 3 3,03
9 1,3 1,79 10 1 1,25 5,5 3 3,27
GCCD6COM GCCD6LAR GCCD6PSEG GCCE6COM GCCE6LAR GCCE6PSEG GCCECO6COM GCCECO6LAR GCCECO6PSEG

6 0,8 1,45 9,5 0,8 1,22 4 2 2,42
5 0,7 1,53 11 0,5 1,81 3 3 2,22
6,5 0,7 1,142 13 1 1,57 5,5 3 2,55
9 1 1,5 8 0,5 0,86 5 3 2,56
6 1,5 1,35 10,5 0,8 1,37 5 3,5 2,34

10,5 0,9 11 4,8 1 0,96 4,5 4 2,5

6 1,6 2,13 10,5 0,6 0,98 5,5 3,5 2,07
4 0,8 1,08 11 0,5 1,19 4,5 3 4,31
5,5 0,8 1,14 13,5 0,7 1,89 4,5 3,5 3,6
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GCCD3TG GCCD3CC GTCD3TG GTCD3CC GCCED3TG GCCE3CC GTCE3TG GTCE3CC GCCECOD3TG GCCECO3CC GTCECO3TG

GTCD6COM GTCD6LAR GTCD6PSEG GTCE6COM GTCE6LAR GTCE6PSEG GTCECO6COM GTCECO6LAR GTCECO6PSEG

4,5 1 1 9,5 1 1,26 4,5 3 3,61
5 1 1,43 14 1 2,16 5 4,5 2,32
6,5 1 1 11,5 0,7 0,7 5 2,5 2,5
6,5 0,7 0,81 9 1 1,43 5 3 4,17
4,5 0,8 0,9 11 1,5 1,36 4 3 3,3
7 1,8 1,78 14 0,8 2,56 4 4,3 3,59
7,5 1,6 2 12,5 0,7 1,97 5,6 3 2,57
7 1,5 2,13 10 0,7 1,69 4,2 4,4 2,36

8,5 0,5 2,39 11,5 0,8 1,75 4 2,5 2,71
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APENDECE C
RESULTADOS BRUTOS (MICROSCOPIA)

GCCD3TG GCCD3CC GTCD3TG GTCD3CC GCCED3TG GCCE3CC GTCE3TG GTCE3CC GCCECOD3TG GCCECO3CC GTCECO3TG

190,6 11 142,66 5 285,93 20 211,63 12 288,2 11 266,81
196,09 8 210,01 4 267,83 13 230,03 19 287,08 17 229,9
274,62 14 190,01 6 201,96 13 241,57 22 241,37 20 231,67
231,08 12 257,2 6 186,3 15 217,32 16 225,47 18 268,84
184,74 6 175,52 15 231,93 15 240,53 14 218,5 13 294,37
247,38 11 159,08 8 191,53 11 216,87 25 288,89 18 288,46
228,03 8 263,46 8 284,86 11 234,42 12 275,74 12 309,05
261,87 12 241,49 9 261,94 16 239,11 26 244,53 15 310,92
210,36 6 210,42 12 278,03 9 189,57 18 265,37 17 351,33
187,58 6 240,12 7 294,22 18 206,01 18 277,46 14 288,63
289,84 7 233,85 8 233,12 12 278,25 20 287,97 16 284,71
312,35 4  208,1 11 238,78 10 258,34 17 300,89 13 296,22
240,42 9 208,64 10 260,09 6 220,94 13 242,86 12 275,58
190,13 11 194,21 10 237,28 10 274,84 20 275,53 14 216,16
196,76 9 206,34 7 204,53 6 272,83 20 242,87 17 226,83
296,89 16 170,95 3 226,86 13 238,25 19 304,54 21 217,79

259,3 13 231,58 10 213,9 12 229,59 18 280,29 16 231,6
241,96 13 154,78 6 214,34 16 177,04 20 264,99 17 291,67

GCCD6TG GCCD6CC GTCD6TG GTCD6CC GCCED6TG GCCE6CC GTCE6TG GTCE6CC GCCECOD6TG GCCECO6CC GTCECO6TG

293,15 17 286 18 297,29 25 242,44 25 296,42 14 253,98

295,1 14 232,66 23 297,58 25 245,02 17 290,01 17 259,3
294,63 21 238,49 27 253,44 17 217,59 18 249,79 15 255,18
277,71 14 130,2 10 225,09 7 233,04 29 235,5 15 241,95
293,26 13 192,15 13 203,81 19 257,7 24 243,38 19 255,37
287,23 20 207,07 13 259,64 17 255,65 29 252,35 16 271,97
299,02 15 221,63 21 255,99 24 245,85 21 243,38 13 263,18
293,94 14 147,23 11 254,52 28 238,78 19 237,18 13 270,77
288,38 14 239,05 19 256,63 24 258,27 22 251,92 17 273,75

285,1 17 229,81 21 273,43 20 231,41 22 238,13 13 239,97
293,63 26 240,33 20 302,98 20 255,57 23 232,17 14 258,92
273,64 9 215,84 17 287,39 21 259,56 25 184,31 14 255,24

293,1 24 139,44 10 284,22 22 228,42 25 198,9 16 242,92
260,06 10 140,16 10 369,15 27 215,92 26 219,65 7 256,54

222,21 14 375,98 10 218,14 21 250,58 15 251,7
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ANEXO A

DECLARACAO DE APROVACAODO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ANIMAL

&

Universidade Federal do Ceard
Comissfo de Etica em Pesquisa Animal - CEPA
Aua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodotfo Tedflo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentaco n*
31/2013, sobre 0 projeto intitulado: “EFEITOS DA DIETA RICA EM FIBRA ALIMENTAR
SOBRE PROPRIEDADES MACROSCOPICAS E MICROSCOPICAS DOS COLONS", de
responsabliidade de Danielle de Maria Paiva Alves Femandes e esta de acordo com o8
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagio Animal (COBEA).
Declaramos ainda que o referido projeto fol aprovado pela Comisséo de Etica
em Pesquisa Animal — CEPA - em reunido realizada em 24 de julho de 2013,

Fortaleza, 03 de setembro de 2013

Profa. Dra. Ny Nunes de Alencar
Coordenadora da Comisséo gf Etica em Pesquisa Animal - CEPA
Frofa. Dia. Ntang &% urss os Asnca
Comdenansa da CEPADRT A 28E0UFC

JAPE 2108563
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ANEXO B- COMPOSICAO DO FIBER MAIS® (Goma Guar e Inulina Hidrolisada)

Nutrientes Informacdo | Porcéo 20g
Nutricional
Carboidrato Og
Proteinas Og
Gorduras Totais Og
Gorduras Saturadas Og
Gordura Trans Og
Fibra Alimentar 4,39
Saodio Omg




ANEXO C- COMPOSICAO DO FARELO DE TRIGO

Nutrientes Informacdo | Porcéo 10g
Nutricional

Carboidrato 2,29

Proteinas 1,69
Gorduras Totais Og
Gorduras Saturadas Og
Gordura Trans Og

Colesterol Omg

Fibra Alimentar 4,39

Sédio

Omg




