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APRESENTACAO

Em consonéncia com a Resolucdo N° 11/2011-PBC do Programa de P6s-Graduacéo
em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Maringd, esta tese de doutorado é
composta por dois artigos cientificos completos, redigidos na forma exigida pelas revistas

cientificas que pretendemos publica-los, assim sendo:

CIRILO, C.P.; NATALI, M.R.M. A dieta de cafeteria associada a suplementacdo com fibras
hidrossoliveis promove alteracbes na morfologia do jejuno de ratos sedentarios e
treinados.Serd submetido a apreciacdo do corpo editorial da revista Journal of
Gastroenterology(ISSN 1435-5922), visando sua publicagao. ...........ccceeevireniiinnnnnnn. Pag. 01

CIRILO, C.P.; NATALI, M.R.M. Efeitos da dieta de cafeteria associada a suplementa¢do com
fibras hidrossoluveis sobre a inervacdo intrinseca do jejuno de ratos Wistar. Serd submetido a
apreciacédo do corpo editorial da revista Neurogastroenterology & Motility(ISSN 1365-2982),

ViSANAO SUA PUBIICAGED ......c.viiiiieieii e e Pag. 33



RESUMO GERAL

INTRODUCAO E OBJETIVOS: A dieta de cafeteria provoca um quadro de obesidade
semelhante a humana, devido a ingestdo de alimentos palataveis. E caracterizada como
hipercaldrica, hiperlipidica e hipoproteica. A inclusdo de fibras hidrossollveis na dieta e
atividade fisica sdo medidas preventivas para o controle da obesidade. Considerando que o
intestino delgado é sensivel a alteragdes do lumen, e que modificacbes no sistema nervoso
entérico podem ocorrer decorrentes da dieta, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o
comportamento morfologico, morfométrico e a inervacao intrinseca do jejuno de ratos obesos
pela ingestdo de dieta de cafeteria associada a suplementagdo de fibras hidrossollveis, em
condicdo de sedentarismo e treinamento fisico. METODOS: Foram utilizados 40 ratos
Wistar com 60 dias de idade, divididos em 8 grupos: Sedentéarios (S), Sedentarios Cafeteria
(SCa), Sedentérios Fibras (SF), Sedentarios Cafeteria Fibras (SCaF), Treinados (T), Treinados
Cafeteria (TCa), Treinados Fibras (TF) e Treinados Cafeteria Fibras (TCaF). A obesidade foi
induzida por dieta de cafeteria (ad libitum) por 14 semanas. Esta dieta foi composta por:
chips, chocolate, marshmallow, geléia de mocoto, salsichas, mortadela, refrigerante, péo
francés e bolachas, além da racéo padrdo e 4gua ofertada aos controles. Durante o tratamento
foi verificado o peso corporal e o consumo diario dos alimentos. Apds 4 semanas de inicio da
dieta, os animais foram suplementados com fibras hidrossoluveis (Fiber Mais- Nestlé) via
gavagem 0,5ml/dia/animal (0,2g de fibras/ml) e treinamento em esteira por 10 semanas. Ao
final das 14 semanas os ratos foram pesados e duas horas antes da eutanasia receberam
aplicacdo via veia peniana de sulfato de vincristina (0,5 mg/Kg), um agente bloqueador do
fuso mitotico para posterior anélise da proliferacdo celular. Apds este periodo, os animais
foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental sédico (Thionembutal®) (40mg/kg) e
mensurado o0 comprimento naso-anal destes para a determinacdo do indice de Lee.
Posteriormente foi realizada laparotomia para a coleta de sangue e remogéo de tecidos. As
amostras de sangue foram destinadas para dosagem da glicose, triglicerideos e proteinas
totais. Os tecidos adiposos retroperitonial, periepididimal e mesentérico foram retirados e
pesados.O intestino delgado foi removido e mensurado, e 0 jejuno coletado e processado
histolégicamente com inclusdo em parafina e coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) para
analise morfométricada parede total, tinica mucosa, tinica muscular e imunohistoquimica
para células enteroenddcrinas serotoninérgicas. As amostras também foram incluidas em

historesina para avaliar a altura dos vilos e profundidade das criptas intestinais, e



determinacdo do indice metafasico (IM), em cortes corados por HE e indice de células
caliciformes, evidenciadas pelo método histoquimico P.A.S., a qual foi avaliada nos oito
grupos experimentais. Neurbnios mioentéricos e células da glia foram quantificados e
mensurados em preparados de membrana do jejuno de ratos dos grupos S, SCa, SF e SCaF.
Foram realizadas técnicas de imunohistoquimica com dupla marcagdo HuC/D — S100 para
avaliar a populacdo neuronal geral e células gliais, e dupla marcacdo nNOS —ChAT para
avaliar as subpopulacfes nitrérgica e colinérgica respectivamente. A atividade metabolica
neuronalfoi avaliada por histoquimica para a enzima NADH-diaforase. A estatistica foi
realizada com o auxilio do programa estatistico GraphPadPrism® 5.0 (GraphPad Software,
Inc.), sendo submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida de pds teste de Tukey com
nivel de significancia de 5%. RESULTADOS E DISCUSSAO: Os animais obesos pela dieta
de cafeteria (SCa,SCaF, TCa e TCaF) ndo desenvolveram hiperfagia, e o excedente energético
foi provocado por maior consumo caldrico (p<0,05), resultando em animais obesos
comprovado pelo aumento dos tecidos adiposos(p<0,05) retroperitonial, periepididimal e
mesentérico (p<0,05),comprovando 0 modelo experimental. Detectamos efeito positivo da
suplementacdo com fibras hidrossolGveis quando associada a dieta padréo para roedores, por
promover menor consumo alimentar e calorico, peso corporal e deposi¢cdo de gordura
mesentérica. Estes resultados corroboram com os descritos na literatura, uma vez que fibras
hidrossoltveis diminuem a energia metabolizavel quando adicionada a dieta de baixa gordura.
O treinamento fisico em esteira por 10 semanas promoveu reducdo no peso corporal nos
grupos T e TF em relacdo ao TCa, devido ao maior gasto energético, mas ndo influenciou os
pardmetros bioquimicos sanguineos. Houve manutencdo nos niveis de triglicerideos e
proteinas totais nos oito grupos analisados, exceto para a glicemia elevada (p<0,05) nos
animais SF, TF, SCaF e TCaF comparada aos grupos S e T, a qual ndo foi caracterizada como
estado diabético, uma vez que a glicemia encontrava-se dentro dos valores de referéncia para
ratos Wistar. A dieta de cafeteria associada a suplementacdo com fibras promoveram no
jejuno aumento (p<0,05) na parede total, espessura da tunica mucosa, altura de vilos e
profundidade das criptas sem interferéncia sobre o indice proliferativo e raz&o vilo/cripta. A
espessura da tanica muscular estava reduzida nos animais SCa e aumentada nos animais
SCaF. Isso demonstra que o intestino delgado se adaptou ao maior aporte calérico da dieta, a
fim de garantir a absorcdo, e o fato de ocorrer manutencdo da razao vilo/cripta entre 0s grupos
é indicativo que a capacidade absortiva foi mantida. Maior frequéncia das células caliciformes
(p<0,05) foi detectada na mucosa jejunal dos animais cafeteria (SCa e TCa) e manutenc¢do nos

demais grupos, inclusive nos animais cafeteria suplementados com fibras (SCaF eTCaF). Esta
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resposta demonstra que a barreira epitelial intestinal foi alterada em funcdo da dieta cafeteria,
0 que pode ser justificado, ja que dietas ricas em gorduras sao associadas com mudangas na
microbiota intestinal, aumentando a translocacdo de produtos bacterianos imunogénicos, que
ativam a imunidade inata e adaptativa no intestino, desencadeando a acdo de varios fatores
inflamatdrios e alterando o muco intestinal, que foi normalizado com inclusdo de fibras na
dieta, indicando efeito protetor das fibras. Estes resultados estdo de acordo com o obtido para
células enteroenddcrinas imunoreativas para serotonina, com maior ndmero nos animais
cafeteria sendo significativo apenas para o grupo TCa em relacdo aos animais T. A
serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), produzida pelas células enteroenddcrinas do intestino
é considerada como fator pro-inflamatério, por estimular receptores 5-HT de células
dendriticas para lancar mecanismos de imunidade inata, além de possuirem receptores que
ativam a resposta imune, 0s quais podem ser ativados por lipideos presentes no Iimen, assim,
é sugestivo que os resultados obtidos para celulas serotoninérgicas estejam relacionados a
possivel mecanismo inflamatorio gerado pela dieta.As alteracdes observadas na mucosa frente
a dieta de cafeteria e a suplementacdo com fibras, ndo influenciaram a inervagdo intrinseca
intestinal, uma vez que foi detectada manutencdo no ndmero médio de neurébnios NADH-
diaforase, HUC/D, nNOS e ChAT e da glia entérica (S100) do plexo mioentérico. Em relacéo
ao perfil celular (area), manutencédo foi observada para as populagdes neuronais analisadas e
glia entérica, exceto para subpopulagdo nitrérgica nNOS, que apresentaram maior area do
corpo celular nos grupos SF e SCaF (p<0,05) em relacdo aos animas S e SCa, tal alteracao
pode estar relacionada ao papel da fibra hidrossolivel em reduzir a velocidade do transito
intestinal, ja que estes neurdnios séo classificados como inibitorios e o maior corpo celular é
indicativo de atividade elevada. CONCLUSOES: A inclusido de fibras hidrossoldveis e
atividade fisica associadas a dieta cafeteria, ndo foram eficientes para reverter o quadro de
obesidade, e ndo influenciaram significativamente a inervagdo intrinseca intestinal, exceto
pela maior atividade dos neurbnios nitrérgicos nos animais SF e SCaF, demonstrada pelo
aumento do corpo celular. Porém, a mucosa foi sensivel as mudangas no limen, se adaptando
as condigdes impostas. Os resultados obtidos para células caliciformes e serotoninérgicas,
podem estar associados a mecanismos inflamatérios ocasionados pela dieta, a qual foi
normalizado pelas fibras, demonstrando efeito protetor, assim, estudos buscando elucidar os
mecanismos inflamatorios ocasionados pela dieta sobre o intestino delgado se fazem
necessarios.

PALAVRAS-CHAVE: glia entérica, neurbnios entéricos, obesidade, parede intestinal, fibras,

dieta cafeteria, exercicio
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GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: The cafeteria diet causes obesity in conditions
similar to humans due to intake of high palatable food, and it is characterized as a high-
calorie, high-fat and hypoproteic diet. The supplementation of water-soluble fibers in the diet
and physical activities are preventive measures in the control of obesity. Because the small
intestine is sensitive to changes in luminal contents and the enteric nervous system can be
affected by the diet, the aim of this study was to evaluate the morphologic and morphometric
histological characteristics of the jejunum, in addition to the intrinsic innervation, in rats with
cafeteria-diet induced obesity and associated with the supplementation of water-soluble fibers,
both in sedentary conditions and under physical training. METHODS: Forty Wistar rats (60
days old) were distributed into 8 groups: sedentary (S), sedentary cafeteria (SCa), sedentary
fibers (SF), sedentary cafeteria and fibers (SCAF), trained (T), trained cafeteria (TCA),
trained fibers (TF) and trained cafeteria and fibers (TCaF).Obesity was induced by cafeteria
diet (ad libitum) for 14 weeks. This diet was composed by corn snack, chocolate,
marshmallow, mocoto jelly, hot dog sausage, mortadella sausage, soda, bread and cookies, in
addition to the standard chow offered to controls. Food intake and body weight were
monitored daily during the experimental period. Four weeks after the beginning of the
experimental period the rats began to receive thedaily supplementation of 0.5ml/day/animal
(0.2g of fibers/ml) of water-soluble fibers (FiberMais®, Nestlé), via gavage, and the treadmill
physical training for 10 weeks. At the end of 14 weeks the rats were weighed and injected
with a dose of vincristine sulphate (0.5 mg/kg) two hours before the euthanasia, via penile
vein, for the cellular proliferation study. After that, the animals were
intraperitoneallyanesthetized with sodium pentobarbital (Thionembutal®) (40 mg/kg) and the
naso-anal length wasmeasured for determining the Lee index. Blood was collected from the
inferior vena cava after laparotomy,for the biochemical analysis of blood glycaemia,
triglycerides and total proteins. The retroperitoneal, periepididymal and mesenteric adipose
deposits were collected and weighed. The small intestine was removed, measured, and the
jejunum was collected for histological processing in paraffin inclusion, with hematoxylin and
eosin (HE) staining for the morphometric analyses of the total wall, mucous and muscle
tunics, and immunohistochemistry for serotonergic enteroendocrine cells. Jejunum samples of
all groups were also processed in historesin inclusion to evaluate the villi height, crypts depth
and metaphasic index (MI) with HE staining, and the goblet cells index with P.A.S. staining.

Myenteric neurons and glial cells were quantified and measured in whole-mount preparations
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of the jejunum in rats of the groups S, SCa, SF and SCAF. Immunofluorescence techniques
were performed with the double staining of HUC/D-S100 to evaluate the overall neuronal
population and glial cells, and double staining of nNOS-ChAT to evaluate nitrergic and
cholinergic neurons, respectively. Neuronal metabolic activity was assessed by histochemistry
technique for the NADH diaphorase enzyme. Statistical analyses were performed with the
software GraphPadPrism® 5.0 (GraphPad Software, Inc.), with one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey post-test with 5 % significance level. RESULTS AND
DISCUSSION: The obese animals induced by cafeteria diet (SCa, SCaF, TCa and TCaF) did
not develop hyperphagia and the energy surplus was caused by higher caloric intake (p<
0.05). The increase in theretroperitoneal, periepididymal and mesenteric abdominal adipose
tissue deposits (p <0.05)confirmed the obesity in thisexperimental model. We observed
positive effects in the supplementation of standard rodent chow with water-soluble fibers, as it
caused lower caloric and food consumption, lower body weight and less deposition of
mesenteric fat. These results support those described in the literature, since water-soluble
fibers decrease the metabolisable energy when added to a low-fat diet. Physical treadmill
training for 10 weeks decreased the body weight in the groups T and TF compared to TCa due
to increased energy expenditure, but did not influence the biochemical blood parameters.
Triglycerides and total protein levels were maintained in the 8 studied groups, and high blood
glucose (p< 0.05) was observed in the groups SF, TF, SCaF and TCaF, compared to S and T.
Nevertheless, the animals were not characterized as diabetics as glycaemia levels were within
the reference values for Wistar rats. The cafeteria diet with fibers supplementation increased
the total wall and mucosa tunic thickness, villi height and crypt depth (p< 0.05), without
interfering in the proliferative index or the villus/crypt ratio. Muscular tunic thickness was
reduced in the groups SCa and SCaF, showing that the small intestine has adapted itself to the
higher caloric intake of the diet. The fact that the villus/crypt ratio did not change between
groups is an indicative that the absorptive ability was maintained. Higher rates of goblet cells
(p< 0.05) were detected in cafeteria animals (SCa and TCa), with maintenance in the other
groups including the cafeteria animals supplemented with fibers (SCaFeTCaF). This response
demonstrates that the intestinal epithelial barrier function has been changed by the cafeteria
diet. High-fat diets are associated with changes in the intestinal microbiota, which increase the
translocation of bacterial products that activate the innate and adaptive immunity of the
intestine, triggering the action of various inflammatory factors and changing intestinal mucus.
This condition may have been normalized by the inclusion of dietary fibers, indicating a

protective effect. These results are in accordance with those obtained for the enteroendocrine
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cells immunoreactive for serotonin, with significantly higher values in the cafeteria animals
only in the group TCa compared to T. Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is produced in
the intestine by enteroendocrine cells and is considered a pro-inflammatory factor by
stimulating 5-HT receptors of dendritic cells in early innate immunity mechanisms. These
receptors can also be activated by lipids present in the lumen, and it is suggestive that the
obtained results for serotonergic cells are related to the inflammatory mechanism that can be
generated by the diet. The changes caused by cafeteria diet and supplementation with fibers
observed in the mucosa did not influence the intestinal intrinsic innervation, since there was
no change on the average number of NADH diaphorase neurons, HUC/D, nNOS and ChAT
neurons and enteric glial cells (S100) in the myenteric plexus. Regarding the cellular profile,
the maintenance of the cell body area was observed in all neuronal populations and enteric
glia analyzed,except for the nitrergic subpopulation, with highercell body area in the groups
SF and SCaF (p<0.05), compared to S and SCa. Such changes may be related to the role of
water-soluble fibers in reducing the speed of intestinal transit, as these neurons are classified
as inhibitory neurons and increased cell body is an indicative of higher cellular activity.
CONCLUSIONS: The inclusion of water-soluble fibers and the physical activity associated
with cafeteria diet were not efficient to reverse the obesity condition, and they did not
influence the intestinal intrinsic innervation, except for higher activity of nitrergic neurons in
SF and SCAF animals, as demonstrated by the increase of the cell body. However, the
mucosa is sensitive to changes in lumen, adapting itself to the nutritional conditions. The
results observed for serotonergic and goblet cells can be associated with the inflammatory
mechanisms caused by the diet, which were normalized by the fibers demonstrating a
protective effect. Thus, further studies would help to elucidate the inflammatory mechanisms

caused by diet on the small intestine.

KEYWORDS: enteric glia, enteric neurons, obesity, intestinal wall, water-soluble fibers,
cafeteria diet, physical exercise.
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Resumo

Introducé@o A dieta de cafeteria éum modelo experimental que provoca um quadro de
obesidade semelhante a humana, caracterizada como hipercalorica, hiperlipidica e
hipoproteica. Considerando que o intestino delgado é sensivel a alteracfes do limen, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento morfolégico e morfométrico do
jejuno de ratos obesos pela dieta de cafeteria associada a suplementacdo de fibras
hidrossoltveis,em condicdo de sedentarismo e treinamento fisico.

Métodos Ratos Wistar com 60 dias foram distribuidos em 8 grupos: Sedentérios (S),
Sedentarios Cafeteria (SCa), Sedentarios Fibras (SF), Sedentarios Cafeteria fibras
(SCaF), Treinados (T), Treinados Cafeteria (TCa), Treinados Fibras (TF) e Treinados
Cafeteria Fibras (TCaF). A obesidade foi induzida por dieta de cafeteria (ad libitum) por
14 semanas, e a suplementagcdo com fibras e treinamento em esteira por 10 semanas.
Posteriormente os animais foram anestesiados, 0 sangue coletado para analises
bioguimicas e o jejuno retirado e fixado para as seguintes técnicas: processamento
histologico e analise morfométrica (espessura da parede total, tunicas mucosa, altura
dos vilos, profundidade das criptas e indice metafasico); histoquimica para
quantificacdo de células caliciformes e imunohistoquimica para avaliar a frequéncia de
celulas enteroenddcrinas serotoninérgicas.

Resultados Houve manutencdo nos niveis de triglicerideos e proteinas totais nos oito
grupos analisados, exceto para a glicemia elevada (p<0,05) nos animais SF, TF, SCaF e
TCaF comparada aos grupos S e T. A dieta de cafeteria e a suplementacdo com fibras
promoveram aumento (p<0,05) na parede total, espessura da tunica mucosa, altura de
vilos e profundidade das criptas sem interferéncia sobre o indice proliferativo e razéo
vilo/cripta. Maiores indices de células caliciformes (p<0,05) foi detectado nos animais
cafeteria (SCa e TCa) e manutengdo nos demais grupos, acompanhado do maior nimero
de celulas enteroenddcrinas imunoreativas para serotonina nos animais cafeteria sendo
significativo apenas para o grupo TCa em relagdo aos animais T, sem interferéncia do
treinamento para todos os parametros analisados no intestino.

Conclusdes A dieta de cafeteria promoveu alteragdes morfométricas no jejuno, com
aumento no numero de células caliciformes e enteroenddcrinas imunoreativas para
serotonina que podem estar associados a mecanismos inflamatdrios ocasionados pela
dieta, atenuado pela presenca das fibras hidrossoluveis.

Palavras-chave: dieta de cafeteria, exercicio fisico, fibras, morfologia intestinal,

obesidade



Abstract

Introduction: The cafeteria diet is an experimental model that causes obesity in
conditions similar to humans due to intake of high palatable food, and it is characterized
as a high-calorie, high-fat and hypoproteic diet. As the small intestine is sensitive to
changes in the lumen, the aim of this study was to evaluate the morphologic and
morphometric characteristics of the jejunum of rats with cafeteria diet-induced obesity
and associated with the supplementation of water-soluble fibers, both in sedentary
conditions and under physical training. Methods: Wistar rats (60 days old) were
distributed into 8 groups: sedentary (S), sedentary cafeteria (SCa), sedentary fibers (SF),
sedentary cafeteria and fibers (SCaF), trained (T), trained cafeteria (TCa), trained fibers
(TF) and trained cafeteria and fibers (TCaF).Obesity was induced by cafeteria diet (ad
libitum) for 14 weeks, with the fibers supplementation and treadmill training beginning
after 4 weeks and maintained for the last 10 weeksof treatment. At the end of the
experimental periodthe animals were anesthetized, blood was collected for biochemical
analysis and the jejunum was removed and fixed for the following techniques:
histological processing and morphometric analyses (total wall thickness, mucous tunic,
villi height, crypt depth and metaphasic index); histochemistry for goblet cells
quantification and immunohistochemistry to evaluate the frequency of serotonergic
enteroendocrine cells. Results: Triglycerides and total protein levels were maintained in
the 8studied groups, and high blood glucose (p<0.05) was observed in the groups SF,
TF, SCaF and TCaF, compared to S and T. The cafeteria diet with fibers
supplementation increased the total wall thickness of the mucosa, villi height and crypts
depth (p< 0.05),without interfering in the proliferative index or the villus/crypt ratio.
Higher rates of goblet cells (p<0.05) were detected in cafeteria animals (SCa and TCa),
with maintenance in the other groups. The number of enteroendocrine cells
immunoreactive for serotonin was significant higher only in the group TCa compared to
T, and physical training did not interfereon all the others analysed parameters in the
intestine. Conclusions: The cafeteria diet promoted morphometric changes in the
jejunum with increased number of goblet cells and enteroendocrine cells
immunoreactive for serotonin, which may be associated with inflammatory mechanisms

caused by the diet and attenuated by the presence of water-soluble fibers.

Keywords: cafeteria diet, physical exercise, fibers, intestinal morphology, obesity.



INTRODUCAO

A incidéncia da obesidade atinge proporc¢des alarmantes em todo o mundo [1],
em 2014, mais de 1,9 bilhdo de adultos estavam acima do peso, e destes, mais de 600
milhdes considerados obesos [2]. No Brasil, pesquisas indicam que, nos altimos 35
anos, a frequéncia de sobrepeso e obesidade aumentou significativamente em todas as
faixas etarias [3], causando varias consequéncias a saude, como doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus, desordens musculoesqueléticas, alguns tipos de
canceres [2], disturbios metabolicos como resisténcia a insulina, hipertenséo arterial e

disturbios no metabolismo das lipoproteinas [4].

A obesidade pode ser considerada um problema multifatorial, envolvendo
principalmente aspectos ambientais e comportamentais como aumento da porcentagem
de gordura na dieta diaria, consumo exagerado de produtos industrializados e falta de
atividade fisica [2, 5, 6]. Com o0 advento dos produtos industrializados, 0 homem passou
a utilizar cada vez mais alimentos processados, em prejuizo do consumo de alimentos

naturais ricos em fibras, em proteinas, lipidios vegetais, sais minerais e vitaminas [5].

A dieta de cafeteria é caracterizada por ser hipercaldrica, hiperlipidica e
hipoproteica em roedores [7, 8], a qual simula refei¢des fast-food & aceita como um dos
modelos que mais se aproxima da obesidade humana [9]. Este modelo experimental
baseia-se no acréscimo ou associagdo, a racdo padrdo, de substancias altamente
caloricas [10] e de baixo valor nutritivo, com sobrecarga de carboidratos e gorduras
[11].

Modificagbes nos héabitos de vida como a reducdo do consumo caldrico,
associado a atividade fisica sdo eficientes medidas na prevencdo e tratamento do
sobrepeso e da obesidade [11]. O equilibrio entre a ingestdo alimentar e o0 gasto
energético € importante medida para manutencéo do peso corporal. Quando o consumo
caldrico supera o0 gasto energético o peso corporal é elevado, resultando no sobrepeso e
obesidade [12]. Neste sentido, a pratica de atividade fisica pode atuar prevenindo a
obesidade, por causar balanco energético negativo, além de melhorar a defesa

antioxidante [13].

Outro fator que poderia contribuir positivamente é a inclusdo de fibras na dieta

por, intervir no metabolismo dos lipidios e carboidratos e na fisiologia do trato



gastrointestinal, além de assegurar uma absor¢do mais lenta dos nutrientes e promover a
sensacdo de saciedade [14]. O aumento do consumo de fibras pode diminuir a absor¢éo
de energia por meio da diluicdo da disponibilidade de energia da dieta, e reduzir o0 peso
corporal ou atenuar o ganho de peso. As fibras hidrossollveis quando fermentadas no
intestino grosso estimulam a producdo de peptideo semelhante a glucagon (GLP-1) e
peptideo YY (PYY), que sdo hormonios intestinais com papel de indutor da saciedade.
As fibras também podem reduzir o consumo de gordura na dieta e diminuir a energia

metabolizavel (que € a energia bruta menos a energia perdida nas fezes) [15].

O intestino delgado adapta-se estruturalmente as condi¢cbes no lumen,
especialmente a tdnica mucosa, atrofiando quando ha menor aporte de nutrientes e
hipertrofiando quando ha sobrecarga alimentar [16].Esta mucosa € revestida por camada
Unica e distinta de células epiteliais, os enterdcitos envolvidos na fragmentacdo e
absorcdo dos nutrientes, células-tronco para renovacao do epitélio, células caliciformes
secretoras de muco e células enteroenddcrinas produtoras de varios hormonios, dentre

eles a serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) [17].

Para proteger a superficie intestinal da presenca de antigenos e microorganismos
comensais potencialmente prejudiciais como bactérias e virus presentes no lumen[18],
as superficies mucosas sdo cobertas por uma camada de muco, constituido
principalmente por mucinas secretadas pelas células caliciformes, formando a primeira
linha de defesa da mucosa intestinal[19].Assim, alteracdes no nimero destas células ou
na producdo de muco pode afetar a eficiéncia da barreira protetora, podendo
desencadear importantes implicagdes fisiologicas ou patologicas[17, 20].

Na mucosa as células enteroenddcrinas serotoninérgicas também desempenham
importante papel, atuando no controle da proliferagdo e consequiente diferenciacdo
celular [21], como transdutores de sinal no epitelio da mucosa intestinal [22] e como
sensores para a imunidade inata [23]. AlteracOes nestas células e nos mecanismos de
sinalizacdo mediada pela 5-HT podem levar a quadros patolégicos como a

hipersensibilidade visceral, dismotilidade intestinal e disfuncGes secretomotoras[24].

Soares e colaboradores [25] observaram alteracbes morfometricas na parede

intestinal e no ndmero de células caliciformes e enteroenddcrinas em camundongos



obesos por dieta hiperlipidica. Outros parametros da parede intestinal como altura de
vilos, profundidade de criptas, espessura da parede total e tunica mucosa[7, 8, 26],
podem ser alterados em funcéo da obesidade, mas ndo ha estudos que associe os efeitos
da obesidade acompanhada da suplementacdo com fibras e atividade fisica sobre os

elementos da parede intestinal.

O objetivo deste trabalho foi investigar possiveis alteracdes bioquimicas
sanguineas e o comportamento morfométrico do jejuno em ratos wistar induzidos a
obesidade pelo modelo de dieta cafeteria associada a suplementacdo com fibras, em

condicdo de sedentarismo e treinamento fisico.



MATERIAIS E METODOS

Animais e tratamento

Foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar com 60 dias de idade,
mantidos em caixas de polipropileno (quatro animais/caixa) com temperatura de 25°C,
fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro, controlados por timer Brasfort®. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos experimentais (n=5):
Sedentarios (S), Sedentarios cafeteria (SCa), Sedentarios + Fibras (SF), Sedentarios
cafeteria + Fibras (SCaF), Treinados (T), Treinados cafeteria (TCa), Treinados + Fibras
(TF) e Treinados cafeteria + Fibras (TCaF). Todos os procedimentos envolvendo a
experimentacdo animal foram aprovados pelo Comité de Conduta Etica no Uso de
Animais em Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringd (Protocolo
093/2012).

Os grupos S, SF, T e TF receberam racdo padrdo para roedores NuvilabCrl® (229
de proteina/100g de racdo e 7g de fibras/100g de racdo) recomendada pelo National
Research Council (1995) e National Institute of Health — USA, composta por carbonato
de calcio, farelo de milho, de soja e de trigo, fosfato bicalcio, cloreto de sodio,

multivitaminico e aminoacidos, além de 4gua ad libitum.

Nos grupos SCa, SCaF, TCa e TCaF, a obesidade foi induzida por meio da oferta
da dieta de cafeteria[7]por 14 semanas, sendo iniciada aos 60 dias de idade dos
animais. Esta dieta foi composta por: chips, marshmallow, geléia de mocotd, salsichas,
mortadela, refrigerante, pdo francés e bolachas, alem da racdo comercial e agua
oferecida aos demais grupos. A média da ingestdo alimentar, de todos os grupos, foi
obtida diariamente por meio da subtracdo entre a pesagem do alimento oferecido e a
sobra deste na gaiola, sendo também estimado o consumo de liquidos e valor calérico

da dieta (embalagens dos produtos).

Suplementagdo com fibras

Apbs 4 semanas de tratamento os grupos SF, SCaF, TF, TCaF passaram a receber

suplementacdo com fibras hidrossoltveis (17%) composta de 40% de inulina e 60% de



goma guar (Fiber Mais Nestlé),administrada por gavagem 0,5ml/dia/animal (0,2g de

fibras/ml), durante 10 semanas.

Treinamento fisico

Apdbs 4 semanas de tratamento foi iniciado o treinamento aerdbio dos grupos T,
TCa,TF e TCaF, 5 vezes/semana, durante 10 semanas. Os animais foram submetidos a
exercicio fisico em esteira ergomeétrica programavel (Imbramed, mod.KT3000),
adaptada para treinar 8 ratos simultaneamente. Inicialmente os ratos foram selecionados
e submetidos a uma semana de adaptacdo (10 minutos/dia em esteira a velocidade de
0,3 Km/h a 0,6 Km/h em estagios de 2 minutos cada), logo apos, a velocidade e o tempo
foram gradativamente aumentados até se atingirem a freqiiéncia de 5 vezes/semana,
uma hora/dia, em intensidade moderada, de acordo com protocolo estabelecido por
Duflothet al. [27] e adaptado por Negrdo et al. [28] no Laboratério de Fisiologia do
Esforco (Labfise) da UEM.

Coleta de sangue e tecidos

Ao final das 14 semanas os ratos foram pesados e duas horas antes da eutanasia
receberam aplicagdo via veia peniana de sulfato de vincristina (0,5 mg/Kg), um agente
bloqueador do fuso mitético para posterior analise da proliferacdo celular. Apos este
periodo, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental sodico
(Thionembutal®) (40mg/kg) e mensurados o comprimento naso-anal para a
1/3

determinagdo do indice de Lee [peso corporal
(cm)X1000].

(g)/comprimento naso-anal

Posteriormente foi realizada laparotomia para a coleta de sangue (4 mL) da veia
cava inferior e remogédo de tecidos. As amostras de sangue foram destinadas para
dosagem da glicose, colesterol total, triglicerideos e proteinas totais utilizando Kits da
Gold Analisa kits da Analisa (Gold Analisa Diagnostica Ltda, Minas Gerais — Brasil).

Também foram coletadas e pesadas as gorduras periepididimal, retroperitonial e
mesentérica. O intestino delgado foi retirado e mensurado seu comprimento a partir do

piloro até a juncdo ileocecal. Em seguida o jejuno foi isolado, mensurado sua largura e



amostras foram destinadas para analise histoldgica da parede intestinal, histoquimica e

imunohistoquimica de células caliciformes e serotoninérgicas, respectivamente.

Anélise morfoldgica da parede jejunal
Inclusédo em parafina

Amostras do jejuno foram abertas na borda mesentérica e fixadas em formol
tamponado, posteriormente desidratadas em séries de concentragdes crescentes de
alcool (80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em parafina para obtencéo
de cortes histoldgicos semi-seriados com 6 um de espessura, em microtomo Leica RM
2145, os quais foram corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE), com objetivo
de avaliar a espessura da parede total intestinal e das tinica mucosa. Foram mensurados
100 pontos aleatorios da parede intestinal (apice da vilosidade até tunica serosa) e
espessura da tdnica mucosa (apice da vilosidade até a muscular da mucosa)em 10 cortes

histologicos/animal (um).

Inclusdo em Historesina

Para esta técnica amostras do jejuno foram abertas na borda mesentérica,
fixadas em formol tamponado e transferidas para alcool 70%. Posteriormente foram
desidratadas em alcool 95%, 100%, &lcool 100% com solucéo de infiltracdo (resina
com ativador) na proporcdo de 1:1 e estocados overnight a 4°C em solucdo de
infiltracdo. Apds este periodo as amostras foram mantidas em formas especificas com
solugéo para incluséo (solugéo de infiltracdo com endurecedor) e os blocos obtidos
permaneceram em estufa a 37°C por aproximadamente 10 dias para secagem. Os
blocos foram entdo, submetidos a microtomia para obtencdo de cortes semi-
seriadoscom3um de espessura e posteriormente colocados sobre laminas de vidro para
microscopia. Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para mensuragéo
da altura dos vilos, profundidade da criptas intestinais e determinacdo do indice
metaféasico. Cortes também foram submetidos a técnica histoquimica com Acido

Periodico de Schiff (P.A.S.) para evidenciacdo e quantificacdo das células caliciformes.
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Analise morfométrica de vilosidades e criptas intestinais

A partir da coloracdo com HE, foram mensuradas (Software Image-Pr6o Plus
versdo 4.5- Media Cibernetics) a altura de 90 vilos e 90 criptas orientadas
longitudinalmente por animal a partir de imagens capturadas em objetiva de 10X em
microscopio optico Olympus BX41 acoplado com cadmara de alta resolucdo Q Color 3

Olympus American INC, sendo os resultados expressos em pm.

Proliferacao celular

O indice metafasico (IM) expresso como a porcentagem de nlcleos metafasicos
divididos pelo nimero total de nucleos contados, foi obtido em criptas longitudinais
bem orientadas, que apresentavam limen evidente. Foram contadas 2.500 celulas [29]
por animal em microscopio optico, binocular Olympus BX41, com objetiva de 40X. O
IM foi multiplicado pela constante de Tannok (Kt = 0,57) para a corregéo da geometria
tecidual evitando uma superestimacdo do numero de metafases [30], assim:IM= N° de

células em metéfase X 100 X Kt/ N° total de células nas criptas.

Histoquimica para células caliciformes

Para avaliar o nuimero de células caliciformes evidenciadas pelo método
histoquimico P.A.S, foram quantificadas aproximadamente 2500 células em vilosidades
integras e orientadas longitudinalmente, com o auxilio do microscopio 6ptico Olympus
BX41, utilizando objetiva de 40X. A razdo entre o nimero de células caliciformes e o
namero de enterocitos na vilosidade foi definida como o indice de células caliciformes
(IC) [29], sendo: IC = (N° de células caliciformes / N° total de células na vilosidade) X
100.

Imunohistoquimica para células enteroendécrinas serotoninérgicas

A partir de amostras do jejuno fixadas em formol tamponado, foram realizados
cortes histologicos semi-seriados com 6 um de espessura. Apés desparafinizagdo e
hidratacdo, os cortes foram tratados com H,0, a 3% em metanol por 10 minutos, para
eliminar a acdo das peroxidases endogenas. Apds duas lavagens com PBS 0,1M (pH

7,4) por 5 minutos, os cortes foram bloqueados com solu¢do contendo soro de cabra a
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10% (10 minutos). Posteriormente os tecidos foram incubados com solugdo contendo
anticorpo primario anti-serotonina produzido em coelho (Sigma-Aldrich®), diluido
1:100 em PBS por 1 h. Apds duas lavagens com PBS 0,1M (pH 7,4) por 5 minutos, 0s
cortes foram incubados com anticorpo secundario biotinilado (anti-coelho) por 10
minutos, lavados novamente e, em seguida, tratados com o conjugado estreptavidina-
peroxidase (10 minutos). Depois de novas lavagens com PBS para retirar o excesso do
conjugado enzimatico, a reacdo imunohistoquimica foi revelada por diaminobenzidina
(DAB) em PBS e H,0, por 15 minutos. Ap6s lavagem em agua destilada, os cortes
foram contracorados com hematoxilina, desidratados em etanol, diafanizados com xilol
e montados sob laminula com resina sintética Permount®. Todos os procedimentos
foram conduzidos a temperatura ambiente. Para a realizacdo desta técnica o Kit

Histostain® Plus (Invitrogen®) foi utilizado.

A quantificagdo das células enteroendodcrinas serotoninérgicas imunoreativas
na mucosa(vilo e criptas) do jejuno, foi realizada com auxilio do software Image-Pro
Plus® 4.5, em 50 imagens microscopicas capturadas em microscopio de luz Olympus
BX41 acoplado com cadmera Q Color 3 Olympus American Inc., com objetiva de 40X,

com total de 4,8mm?/animal.

Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do programa
estatistico GraphPadPrism® 5.0 (GraphPad Software, Inc.). Os dados numéricos foram
inicialmente submetidos ao teste Kolmogorov-Smirnov (K-S) para a verificagdo da
normalidade. Todos os dados foram paramétricos e submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e como pos teste para comparacdo das médias foi utilizado o teste de Tukey.
O nivel de significancia adotado foi de 5% e os resultados expressos como média + erro

padréo.
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RESULTADOS

Comportamento alimentar e parametros corporais

O consumo alimentar e pardmetros corporais de ratos alimentados com dieta de
cafeteria com e sem suplementagdo de fibras hidrossoliveis, e com ou sem treinamento

aerobico por 10 semanas sdo apresentados nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

O comportamento alimentar diante da dieta de cafeteria indica que nos grupos
SCa, TCa, SCaF e TCaF), comparados ao grupo controle (S) ndo aumentou a ingestao
alimentar total, porém reduziu o consumo de racdo e agua (p<0,05) em preferéncia a
dieta de cafeteria. O consumo calorico nestes grupos tambeém apresentou-se aumentado
com relacdo aos respectivos controles (p<0,05) (Tab.1). Este comportamento refletiu na
producdo de animais obesos comprovado pelo aumento significativo (p<0,05) de coxins
adiposos e peso relativo (expresso em g de coxins adiposos/100g do peso corporal)
comparado aos animais do grupo S sem interferir no peso corporal e indice de Lee
(Tab.2).

A adicéo de fibras na dieta promoveu redugéo no consumo de ragéo (p<0,05) nos
ratos SF e TF em relacdo ao controle S, com menor consumo calorico (Tab. 1), levando a
reducdo do peso corporal e indice de Lee (p<0,05), com manutencdo dos coxins adiposos
e peso relativo(Tab.2), sem efeito em animais obesos. Para animais que apenas receberam
treinamento (T), houve manutencdo do consumo calérico, de racéo e liquidos, bem como
do peso relativo dos coxins adiposos, no entanto, o peso corporal foi reduzido (p<0,05)

quando comparado aos animais controle (S) (Tab.1 e 2).

Analise bioquimica sanguinea

A dieta de cafeteria, a adicdo de fibras na dieta e o treinamento fisico nédo
promoveram alteracOes significativas nos niveis de triglicerideos e proteina total.
Aumento nos niveis glicémicos nos animais suplementados com fibras hidrossoluveis
(SF, TF, SCaF e TCaF) foi detectado em relagdo ao controle (S) e ao animais treinados
(T), sem diferencas significativas em relacdo aos animais cafeteria (SCa e TCa) Valores

apresentados na Tabela 3.
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Analise morfométricada parede jejunal
A anélise morfométrica do jejuno € apresentada na tabela 4.

Comparado ao grupo controle (S) o aumento na disponibilidade de alimentos
caloricos (dieta de cafeteria) e suplementacdo com fibras, exibiram resposta uniforme
com aumento (p<0,05) na espessura da tunica mucosa e parede total do jejuno, sem efeito
do treinamento fisico. O consumo isolado da dieta de cafeteria (SCa) e de fibras (SF)
resultou em vilos e criptas maiores (p<0,05) quando comparado aos grupos S, T, TF. A
razdo vilo/cripta foi mantida para todos os grupos, bem como a analise da proliferacéo

celular, por meio do indice metafasico obtido entre os grupos.

O indice de células caliciformes aumentou significativamente (p<0,05) nos
animais cafeteria (SCa e TCa) em relagdo aos demais grupos, demonstrando maior
producdo de muco nesses animais. Manutencdo do indice de células caliciformes nos
demais grupos (T, SF, TF, SCaF e TF) em relagdo ao controle S foi observado. O
treinamento fisico ndo promoveu alteracdes neste parametro ja que os animais T nao

apresentaram diferenca (p<0,05) em relacdo aos demais grupos (Tab.4)

As células enteroenddcrinas imunoreativas para serotonina foram identificadas
nas criptas e ao longo de todo o vilo, inclusive no seu &pice. Manutencdo no nimero de
celulas serotoninérgicas foi observado nos grupos T, SCa, TCa, SF, SCaF, TF e TCaF
em relacdo ao controle S, ressalte-se que constante aumento (p>0,05) no ndmero de
células imunomarcadas foi detectado nos grupos cafeteria. No grupo TCa o aumento no
namero das células serotoninérgicas foi significativo (p<0,05) em relacdo aos animais
treinados T (Fig.1).
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DISCUSSAO

Comportamento alimentar e parametros corporais

A obesidade induzida por dieta de cafeteria € 0 modelo experimental que mais se
assemelha a obesidade humana [10].E uma dieta composta por um alto valor caldrico e
baixo valor nutritivo, com sobrecarga de carboidratos e gorduras [11], que € modelo para
0 estudo de mecanismos e danos ao organismo pelo maior aporte caldrico, caracterizada

por ser hipercaldrica, hiperlipidica e hipoprotéica [7,9]

Nossos resultados demonstram que os animais cafeteria reduziram o consumo de
ragdo com preferéncia da dieta de cafeteria, mas ndo apresentaram diferenga no consumo
total em gramas quando comparado ao controle. Menor consumo de agua também foi
observado em relacdo ao consumo de refrigerantes. Este comportamento alimentar
refletiu em maior consumo calérico nos animais cafeteria, independente do treinamento e

suplementacdo com fibras.

A alta palatabilidade da dieta faz com que os animais a prefiram, comparado a
racdo padrdo[10], o que explica 0 menor consumo de agua e ragdo. O maior consumo
caldérico, com 0 mesmo consumo alimentar em gramas é observado na literatura [31]
caracterizando a obesidade em ratos sem o desenvolvimento de hiperfagia[32], o que

corrobora com nossos resultados.

Os animais da dieta cafeteria apresentaram aumento significativo dos coxins
adiposos e peso relativo comprovando o desenvolvimento da obesidade pelo aumento da

adiposidade visceral [8, 31].

A suplementacdo com fibras hidrossolUveis administrada por gavagem durante 10
semanas, foi capaz de reduzir o consumo alimentar nos animais sedentarios e treinados
com consequente reducdo do consumo caldrico, peso corporal e indice de Lee, sem efeito
sobre os animais com dieta cafeteria. 1sso indica que a suplementacdo com fibras nestas
condicdes experimentais ndo foi capaz de reverter a absor¢do do aporte caldrico gerado

na dieta cafeteria, com efeito positivo apenas em animais que ingeriam ragéo padrao.

Estes resultados justificam-se uma vez que fibras hidrossollveis tem a capacidade
de se ligar a 4gua formando géis, que no trato gastrointestinal retardam o esvaziamento

gastrico e o transito intestinal [33, 34] promovendo sensacéo de saciedade e assegurando
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absorcdo mais lenta dos nutrientes [14]. Alimentos ricos em fibras normalmente possuem
menor conteddo energético, contribuindo para diminui¢do na densidade de energia da
dieta, sendo que no intestino essas fibras podem dificultar a acdo das enzimas digestivas
sobre seus substratos, retardando a absorcdo de nutrientes [35]. Porém, os efeitos
benéficos das fibras hidrossolUveis estdo relacionados ao tipo de dieta utilizada, ja que
esta pode diminuir a energia metabolizavel quando adicionada a dieta de baixa gordura, e
aumentar a energia metabolizavel quando associada a alimentos ricos em gordura [18].
Isto justifica nossos resultados, uma vez que os animais cafeteria receberam uma dieta
cujo conteddo era hipercalérico e hiperlipidico[7, 9]. Tanto fibras hidrossoltveis quanto
insoltveis podem levar a perda de peso, no entanto existe uma rela¢do no tipo de dieta
(alto ou baixo teor de gordura) e o tipo de fibras. As fibras insollveis podem
desempenhar papel mais relevante para perda de peso durante o consumo de dietas ricas
em gordura, por acelerar o transito intestinal, diminuindo a digestdo e absorcdo de

nutrientes e de energia [18].

O treinamento moderado em esteira, 5 vezes por semana durante 10 semanas nao
surtiu efeito sobre o consumo de alimentos e calorias dos ratos T, TCa, TF e TCaF em
relacdo os demais grupos, mas resultou em menor ganho de peso corporal nos animais T
e TF quando ao comprado a animais sedentarios e manutencdo do peso nos animais
cafeteria sem (TCa) e com adicdo de fibras na dieta (TCaF), respectivamente.
Contrariamente aos nossos resultados, menor consumo calérico foi observado em ratos
que foram submetidos a treinamento em esteira por 12 semanas[7] e que praticaram
natacdo por 8 semanas[36]. Este fator é atribuido ao exercicio fisico como forma de
agente estressor promovendo aumento da secrecdo hipotalamica do hormonio liberador
de corticotropina (CRH), em dependéncia da intensidade do estresse [37], 0 que leva ao

efeito anorexigeno do exercicio fisico [38, 39].

Acreditamos que o treinamento realizado em nosso experimento ndo atuou como
agente estressor, pois ndo interferiu no consumo de alimentos, e que a redugdo do peso
corporal nos T e TF se deve a alimentacdo balanceada, na qual consumiam apenas racao,

associada ao maior gasto energético pela atividade fisica [37].
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Perfil sanguineo

N&o houve efeito da dieta, da suplementacdo com fibras ou do treinamento
(p>0,05) nos niveis de triglicerideos nos oito grupos analisados, 0s quais se mantiveram
dentro de valores de referencia para ratos Wistar adultos [40]. No entanto, foi constatado
reducdo (p>0,05) nos niveis de trigliceridos de 40,5% no grupo SF, 38%nos TF, 16% nos
T e 12% nos TCaem relacdo aos demais grupos. Isso demonstra efeito positivo da
suplementacdo com fibras e em menor grau da atividade fisica sobre o0s niveis
plasméticos de triglicerideos. As fibras, como ja citado, atuam dificultando a acéo
enzimatica sobre o substrato, diminuindo a digestdo e absorcdo de nutrientes [35]. Nos
grupos cafeteria (SCaF e TCaF) a quantidade de fibras utilizadas na suplementacdo néo
foi capaz de reduzir a absorcdo de nutrientes, refletindo na manutencdo dos niveis de

triglicerideos.

Apesar dos resultados dos grupos T e TCa, ndo serem estatisticamente
significativos, a reducdo de 16% e 12% nos niveis de triglicerideos demonstra efeito
positivo do treinamento sobre este parametro.Este efeito também foi observado por
Aquino et al. [41] com reducdo nos niveis de triglicerideos em ratos submetidos a
exercicio moderado de natacdo, atribuindo melhora no perfil lipidico e adiposidade em

ratos quando tal exercicio é associado a dieta balanceada.

A glicemia obtida nos animais suplementados com fibras hidrossoltveis (SF, TF,
SCaF e TCaF), independente da dieta e treinamento apresentaram maiores niveis em
relacdo aos animais controle (S) e (T), e manutencdo em relagédo aos grupos cafeteria
(SCae TCa).

Esta resposta encontra divergéncia na literatura. Segundo Chery e colaboradores
[42], o consumo de fibras hidrossolUveis como inulina e goma guar, como utilizada em
nossa suplementacdo, possuem natureza viscosa e podem provocar respostas fisiologicas
benéficas como atenuacdo da glicose pos-prandial no sangue. Fibras hidrossoluveis, néo
séo absorvidas no estdmago ou no intestino delgado, mas séo degradadas por bactérias no
intestino grosso [43], servindo como prebi6tico com importante papel na microbiota e

prevenindo doencas como obesidade e diabetes [44].

Ressaltamos que apesar da variacdo nos valores plasmaticos de glicose obtidos
entre 0s grupos, principalmente dos grupos cafeteria em relagdo ao controle, néo

caracterizam um estado pré ou diabético, e encontram-se dentro dos valores de referéncia
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[40]. Estudo com ratos obesos com diabetes induzidos por dieta hiperlipidica e baixa dose
de estreptozootocina a glicemia média foi de 344,2 mg/dL [45], reforcando que o0s

animais neste experimento ndo se encontravam diabéticos.

Independente da dieta, suplementacdo com fibras ou treinamento, houve
manutenc¢do nos niveis de proteinas totais, e estdo contidos nos valores de referencia para
ratos Wistar adultos[40].

Analise morfoquantitativa da parede intestinal

O treinamento em esteira por 10 semanas, imposto aos animais independente da
dieta ou suplementacdo com fibras, ndo interferiu na espessura da parede total, tinica
mucosa, altura dos vilos e profundidade das criptas. Scoaris et al [7] verificaram
aumento na altura dos vilos e profundida das criptas no jejuno de ratos obesos treinados
em esteira por 12 semanas. Estes resultados também foram observados por Almeida et
al [8] para o jejuno porém, encontraram manutencdo destes parametros no duodeno. Na
literatura, poucos dados sdo encontrados sobre a influéncia da atividade fisica na

morfologia intestinal.

A dieta de cafeteria e a suplementacdo com fibras hidrossollveis promoveu
aumento na espessura da parede total, tunica mucosa, altura dos vilos e profundidade
das criptas, em relacdo ao controle S, destacando que a suplementacdo com fibras
associada a dieta cafeteria (SCaF e TCaF) potencializou este aumento.Esta resposta é
esperada, pois o intestino delgado é estruturalmente adaptado para a execucao de suas
funcbes e dependendo das condi¢bes do limen o aumento de sua superficie garante a
homeostase energética [46]. Este comportamento é atribuido principalmente como uma
resposta tecidual da mucosa, por ser esta tlnica bastante susceptivel a influéncia do
ambiente no Iimen intestinal [47], hipertrofiando quando ha& sobrecarga alimentar e

atrofiando quando hé escassez [16].

Em ratos adultos submetidos a restricdo alimentar de 50% foi detectado no ileo
reducdo da espessura da parede total, tinica mucosa, altura dos vilos e profundidade de
criptas [48]. Consideramos que o tipo de obesidade pode provocar diferentes respostas
deste 6rgdo. Na obesidade induzida pela administracdo de glutamato monossodico
(MSG), que leva morte de neurdnios no sistema nervoso central, com danos no nucleo

arqueado do hipotadlamo, observou-se manutencdo desses parametros morfométricos
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intestinais no jejuno de camundongos [49] e no ileo de ratos [50]. Porém, na obesidade
induzida pela dieta de cafeteria devido maior aporte caldrico resultou em aumento na
parede total, altura de vilos e profundidade das criptas do jejuno e duodeno, em resposta
ao maior consumo de energia[7,8]. Desta forma, nossos resultados tem convergéncia
com os descritos na literatura. A resposta obtida na analise morfométrica dos elementos
da parede intestinal, para os animais cafeteria, mesmo ndo desenvolvendo hiperfagia,
demonstra que o intestino se adaptou para 0 maior aporte caldrico oferecido, a fim de
garantir a absorcéo, e o fato de ocorrer manutengéo da razéo vilo/cripta entre os grupos
é indicativo gque a capacidade absortiva foi mantida. Outro fator a ser considerado € que
as fibras hidrossolUveis tem natureza viscosa e a sua inclusdo na dieta promove lentiddo
no transito intestinal[33,34], e este fator em associacdo com a dieta potencializou em

11% o aumento da mucosa ja elevada pela dieta de cafeteria.

Manutengdo no indice metafasico foi observado, nos oito grupos analisados. A
renovacdo das celulas do epitélio intestinal € um processo dinamico decorrente da
renovacdo celular nas criptas e extrusdo de células no apice dos vilos. Quando o
intestino responde a uma determinada condigdo com aumento na taxa de extrusdo,
havendo manutengdo ou diminuicdo da taxa de proliferacdo, a resposta é a reducdo na
altura dos vilos e conseqiiente comprometimento funcional [21]. Consideramos que a
dieta de cafeteria e inclusdo de fibras na dieta promoveu menor taxa de extrusao,
acompanhada da manutencdo do indice metafasico. Estes dois fatores em associacao,
foram responsaveis pelo aumento dos elementos da parede intestinal, em resposta ao

maior aporte caldrico, com a finalidade de garantir a absorcéo.

A dieta de cafeteria também provocou aumento significativo no indice de células
caliciformes (SCa e TCa) em relagdo aos animais controle, e manutencdo desse
parametro foi observado nos demais grupos, inclusive nos animais cafeteria

suplementados com fibras (SCaF e TCaF).

As células caliciformes sintetizam e secretam a maioria das proteinas que
compreendem o0 muco intestinal. Fazem a biossintese, montam e secretam
principalmente mucina MUC2, que forma o esqueleto do muco intestinal [19]. No
intestino delgado, ha uma Unica camada de muco, na qual ndo se encontra ancorada ao
epitélio [18], com o papel de lubrificagéo e protegdo contra a agresséo ocasionada por

antigenos, toxinas e enzimas digestivas existentes no interior da luz intestinal [51].



19

Além disso, estas células atuam como sensores interagindo com as células dendriticas

da lamina propria [19].

O tipo de dieta pode modificar a quantidade de mucinas [52], o que implicaria
em variagdes no numero das células caliciformes. Schoffen e colaboradores [53],
identificaram que o menor aporte de nutrientes em ratos promoveu reducdo do nimero
de células caliciformes no colo proximal. Divergindo de nossos resultados, Scoariset al
[7] obtiveram reducdo no nimero destas células no jejuno de ratos obesos por dieta de
cafeteria, enquanto que manutengdo deste numero foi obtido por Soares et al[25] no
duodeno e jejuno e reducdo no ileo de camundongos tornados obesos por dieta

hiperlipidica.

Vaérios fatores sdo associados aos mecanismo de regulagdo na producdo de
muco. Estudos recentes, tem demonstrado que interleucinas produzidas por células T da
l&mina propria podem afetar diretamente a producdo de muco pelas células caliciformes
e a propriedade do muco, e que o sistema de muco pode ser modulado por células do

sistema imune [19].

Outro fator a ser considerado € que dietas ricas em gorduras sao associadas com
mudancas na microbiota intestinal [54], refletindo na dindmica de funcionamento das
celulas do epitélio intestinal. Os constituintes alimentares, a presenca da microbiota e
produtos de fermentacdo podem determinar a forma e secrecdo do muco no epitélio

intestinal por regular a funcdo secretora das celulas caliciformes [52].

A microbiota tem emergido como um dos fatores chaves que regulam os
primeiros eventos que desencadeiam a inflamagdo associada com a obesidade e
disfuncbes metabdlicas. Este efeito parece estar relacionado com alteracbes na
composi¢cdo da microbiota influenciada pela dieta, aumentando a translocacédo de
produtos bacterianos imunogénicos, que ativam a imunidade inata e adaptativa no
intestino. Lipideos da dieta e componentes microbianos especificos podem ativar
receptores Toll-like (TLRs), desencadeando vias de transducédo de vérias sinalizacgoes,
levando a producéo de citocinas inflamatdrias e quimiocinas (TNF-a, IL-1, MCP1) e o

recrutamento de células inflamatorias [55].

Atribuimos assim, o aumento do numero de células caliciformes como
mecanismo de defesa, aumentando a producdo de muco para proteger a mucosa em

funcéo de possiveis alteracbes na microbiota, devido a natureza hiperlipidica da dieta de
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cafeteria, e que a fibra quando adicionada a dieta foi capaz de modular a composigédo da
microbiota, como um possivel mecanismo de normalizagdo da dinamica da células do

epitélio intestinal.

Esta hipoOtese estaria também associada a resposta obtida para as células
serotoninérgicas em nosso experimento,que apresentaram crescente aumento do seu
nimero nos animais cafeteria, significativo apenas no grupo TCa. Constatamos na
literatura, manutencdo no numero destas células no jejuno e aumento no ileo de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica [25], aumento no colo de ratos
submetidos a restricdo alimentar [53] e aumento no nimero e nos niveis de5-HT em
modelos experimentais de colite [56] e pacientes com doencas inflamatorias intestinais
[57].

A obesidade é considerada um processo inflamatorio e esta associada a liberagdo
de varios fatores pro-inflamatérios pelo tecido adiposo , entre eles, TNF-a, a
interleucina-6 (IL-6) e a leptina [58]. A5-HT, produzida pelas células enteroendocrinas
do intestino,também ¢é considerada como fator pro-inflamatorio, por estimular
receptores 5-HT de células dendriticas para langar mecanismos de imunidade inata
[22].Estudos tem demonstrado, que os receptores TRLs também sdo encontrados nas
celulas enteroendocrinas, atribuindo a estas celulas o papel de sensores da imunidade
inata [23], e que 5-HT participa da infiltragdo de células do sistema imune na mucosa
intestinal, aumentando a producéo de mediadores inflamatérios [59]. Como jé citado, 0s
receptores TRLs podem ser ativados por lipidios presentes no lumen [55] assim, €
sugestivo que os resultados obtidos para células serotoninérgicas esteja relacionado a

possivel mecanismo inflamatdrio gerado pela dieta.

Com base nos resultados obtidos, concluimos que a inclusdo de fibras
hidrossollveis e atividade fisica associadas a dieta cafeteria, ndo foram eficientes para
reverter o quadro de obesidade. Porém as fibras protegeram a mucosa de possivel
processo inflamatdrio ocasionado por lipideos da dieta, ja que nos animais obesos o
aumento no indice de células caliciformes é indicativo de modificagdes da fungédo
protetora da barreira intestinal, a qual foi normalizada pela adi¢do de fibras. Além disso,
os resultados para as células serotoninérgicas podem estar associados a maior liberacéo
de fatores pro-inflamatorios, assim, estudos buscando elucidar os mecanismos

inflamatdrios ocasionados pela dieta sobre o intestino delgado se fazem necessarios.



21

Agradecimentos Os autores agradecem o suporte financeiro da Fundagdo Araucéria -
Secretaria da Ciéncia, Tecnologia e Ensino Superior do Estado do Parana e do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ) e o apoio técnico dos

laboratdrios de Histotécnica Animal e Fisiologia da Universidade Estadual de Maringa.



22

REFERENCIAS

1. Finucane MM, Stevens GA, Cowan MJ, et al.National, regional, and global trends
in body-mass index since 1980: systematic analysis of health examination surveys and
epidemiological studies with 960 country-years and 9-1 million participants. Lancet.
2011; 377:557-67.

2. WHO - World Health Organization. Obesity and overweigt. Disponivel em:
<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/index.html>. Acesso em: 20
junho 2015

3. IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Pesquisa de orgcamentos
familiares 2008-2009: antropometria e estado nutricional de criangas, adolescentes e
adultosno Brasil. Disponivel em:
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/condicaodevida/pof/2008 2009 enc
aa/default.shtm>. Acesso em: 20 junho 2015.

4. Krauss RM, Winston M, Fletcher BJ, et al. Obesity: impact on cardiovascular
disease. Circulation. 1998; 98:1472-76.

5. Kingma JJ, Silva JN, Santos HFT. Constipacdo, Fibra Alimentar e Fecaloma. In
Dani R, Castro LP.Gastroenterologia Clinica, 2 ? edicdo Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 1994.

6. Jequier E. Pathways to obesity. Int J Obesity. 2002;26:12-7.

7. Scoaris CR, Rizo GV, Roldi LP, et al. Effects of cafeteria diet on the jejunum in
sedentary and physically trained rats. Nutrition. 2010; 26:312-20.

8. Almeida FN, Andrade ML, Moraes SMF, et al. Obese adult phenotype: Adaptations
of small intestine to cafeteria diet and aerobic physical training after weaning. Science
& Sport. 2014; 29:20-26

9. Mendes, FCV, Moreira BMT, Marsiglio GN, et al. Dieta de cafeteria remodela a
estrutura da aorta de ratos obesos. SaBios: Rev. Saude e Biol. 2013; 8:85-91.

10. Cesaretti MLR, Kohlmann Jr. O. Modelos experimentais de resisténcia a insulina e
obesidade: ligdes aprendidas. Arq Bras Endocrinol Metab. 2006; 50:190-7.

11. Kretschmer BD, Schelling P, Beier N, et al. Modulatory role of food, feeding
regime and physical exercise on body weight and insulin resistance. Life Sciences.
2005;76:1553-71.



23

12. Knopfli BH, Radtke T, Lehmann M, et al. Effects of a multidisciplinary inpatient
intervention on body composition, aerobic fitness, and quality of life in severely obese
girls and boys. JAdolesc Health. 2008; 42:119-27

13. Radak Z, Chung YH, Goto S. Systemic adaptation to oxidative challenge induced
by regular exercise. Free Radical Bio Med. 2008; 44:153-59

14. Castilho AC, Magnoni D, Cukier C, et al. Prebioticos, Fibras e Prebidticos na
Nutricdo do Intestino Grosso. In Cukier, C. et al.; Nutricdo Baseada na fisiologia dos
orgdos e sistemas — Sdo Paulo: SARVIER, 2005.

15. Lattimer JM, Haub, MD. Effects of dietary fiber and its components on metabolic
health. Nutrients. 2010; 2:1266-89

16. Pluske JR, Hampsom DJ, Williams IH: Factors influencing the structure and
function of the small intestine in the weaned pig: a review. Livest Prod Scil997,;
51:215-36.

17. Schoffen JPF, Rampazzo APS, Cirilo CP, et al. Food restriction enhances oxidative
status in aging rats with neuroprotective effects on myenteric neuron populations in the
proximal colon. Experimental Gerontology. 2014; 51:54-64.

18. Ermund A, Gustafsson JK, Hansson GC, Keita AV. Mucus properties and goblet
cell quantification in mouse, rat and human ileal peyer’spatches. Plos One. 2013, 8:1-7
19. Pelaseyed T, Bergstrom JH, Gustafsson JK, et al. The mucus and mucins of the
goblet cells and enterocytes provide the first defense line of the gastrointestinal tract and
interact with the immune system. Immunol Rev. 2014; 260: 8-20.

20. Corfield AP, Myerscough N, Longman R, et al. Mucins and mucosal protection in
the gastrointestinal tract: new prospects for mucins in the pathology of gastrointestinal
disease. Gut 2000; 47: 589-94

21. Macari M, Furlan RL, Gonzales, E. Fisiologia aviaria aplicada a frangos de corte.
Séo Paulo, EditoraFunep. 2002; 75-95.

22. Gershon MD. 5-Hydroxytryptamine (serotonin) in the gastrointestinal tract. Curr
Opin Endocrinol Diabetes Obes 2013; 20: 14-21

23. Moran GW, Leslie FC, Levison SE, et al. Enteroendocrine cells: Neglected players
in gastrointestinal disorders?. Therapeutic Advances in Gastroenterology. 2008;1:51-60
24. Crowell MD. Role of serotonin in the pathophysiology of the irritable bowel
syndrome. Brit J Pharmacol 2004; 141: 1285-1293

25. Soares A, Beraldi EJ, Ferreira PEB, et al. Intestinal and neuronal myenteric

adaptations in the small intestine induced by a high-fat diet in mice. BMC



24

Gastroenteroly. 2015; 15:1-9.

26. Mozes S, Sefcikova Z, Lenhardt L. Functional changes of the small intestine in over-
and undernourished suckling rats support the development of obesity risk on a high-
energy diet in later life. Physiol Res. 2007; 56:183-92.

27. Duflonth DL, Morris M, Michelini LC. Modulation of exercise tachycardia by
vasopressesin in the nucleus tractussolitari. American Journal
Physiology.1997;273:1271-82.

28. Negrdo CE, Moreira ED, Santos MC, et al. Vagal function impairment after
exercise training. Journal Apply Physiology. 1992; 72:1749-53.

29. Wright N, Alison M. The biology of epithelial cell populations.v.2 New York:
Claredon Press Oxford; 1984.

30. Tannock IF. A comparison of the relative efficiencies of various metaphase arrest
agents. ExpCell Res 1967; 47:345-56.

31. Eguchi R, Cheik N, Oyama L, et al. Effects of the chronic exercise on the
circulating concentration of leptin and ghrelin in rats with diet-induced obesity. Rev
Bras Med Esporte. 2008; 14:182-7.

32. Oscai LB, Miller WC, Arnall DA. Effects of dietary sugar and of dietary fat on
food intake and bosy fat content in rats. Growth. 1987;51: 64-73.

33. Pasman WJ, Saris WH, Wauters MA, et al. Effect of one week of fibre
supplementation on hunger and satiety ratings and energy intake. Appetite. 1997; 29:77-
87.

34. Coppini LZ, Waitzberg DL, Campos FG, et al.Fibras Alimentares e Acidos Graxos
de Cadeia Curta. In: Waitzberg DL. Nutricdo Oral, Enteral e Parenteral na Préatica
Clinica. 32 ed. Atheneu; 2004.

35. Slavin, JL. Dietary fiber and body weight. Nutrition. 2005; 21:411-8.

36. Branddo MCS, De Angelis RC, De Souza RR, Froes LB, Liberti EA: Effects of
pre- and postnatal protein energy deprivation on the myenteric plexus of the small
intestine: a morphometric study in weanling rats. Nutr Res. 2003; 23:215-23.

37. Lana AC, Paulino CA, Gongalves ID. Influéncia dos exercicios fisicos de baixa e alta
intensidade sobre o limiar de hipernocicep¢do e outros parametros em ratos. Rev
BrasMed Esporte. 2006;12:248-54

38. Rivest S, Richard D. Hypothalamic paraventricular nucleus lesions do not prevent

anorectic effect of exercise in male rats. Am J Physiol 1990;259:579-84.



25

39. Kibenge MT, Chan CB. The effects of high-fat diet on exercise-induced changes in
metabolic parameters in Zucker fa/fa rats. Metabolism . 2002; 51:708 -15.

40. Lima CM, Lima AK, Melo MGD, et al. Valores de referénciahematologicos e
bioquimicos de ratos (RattusnovergicuslinhagemWistar) provenientes do biotério da
Universidade Tiradentes. Scientia Plena. 2014;10:1-9

41. Aquino Junior AE, Dourado GKZS, Duarte FO, et al. Effect of conjugated linoleic
acid supplementation and swimming training on the body composition and biochemical
parameters of Wistar pups. Rev. Nutr. 2009; 22:493-502.

42. Dikeman CL, Murphy MR, Fahey Jr.GC.Dietary Fibers affect viscosity of solutions
and simulated human gastric and small intestinal digesta. J Nutr. 2006; 913-109.

43. Lopez-Molina D, Chazarra S, How CW, et al. Cinnamate of inulin as a vehicle for
delivery of colonic drugs. Int J Pharm. 2015;479:96-102

44. Holscher HD, Bauer LL, Gourineni V, et al. Agave inulin supplementation affects
the fecal microbiota of healthy adults participating in a randomized, double-blind,
placebo-controlled, crossover trial. J Nutr. 2015; 1-8

45. Correia-Santos AM, Suzuki A, Anjos JS, et al. Inducéo de diabetes tipo 2 por dieta
hiperlipidica e baixa dose de estreptozotocina em ratas wistar. Medicina. 2012;45:436-44.
46. Konturek SJ, Konturek JW, Pawlik T, Brzozowki T. Brain—gut axis and its role in
the control of food intake. J PhysiolPharmacol 2004; 55:137-54.

47. Firmansyah AF, Suwandito L, Penn D, Lebenthal E: Biochemical and
morphological changes in the digestive tract of rats after prenatal and postnatal
malnutrition. Am J ClinNutr Aug. 1989;50:261-68.

48. Cirilo CP, Schoffen JPF, Santi-Rampazzo AP, et al. Dietary restriction interferes
with oxidative status and intrinsic intestinal innervation in aging rats. Nutrition.
2013;29:673-80.

49. Hamaoka K, Kusunoki T. Morphological and cell proliferative study on the growth
of visceral organs in monosodium L-glutamate-treated obese mice.JNutrSciVitaminol.
1986;32:395-411.

50. SoaresA, Schoffen JPF, Gouveia EM, et al. Effects of the neonatal treatment with
monosodium glutamate on myenteric neurons and the intestine wall in the ileum of rats.
J Gastroenterol. 2006;41:674—-680.

51. Gaudier E, Hoebler C. Physiological role mucins in the colonic barrier integrity.
GastroenterolClin Biol. 2006; 30: 965-974

52. Sharma R, Schumacher U. Morphometric analysis of intestinal mucins under



26

different dietary conditions and gut flora in rats. Dig Dis Sci. 1995;40:2532-9

53. Schoffen JPF, Vicentini FA, Marcelino CG, et al. Food restriction beginning at
lactation interferes with the cellular dynamics of the mucosa and colonic myenteric
innervation in adult rats. An Acad Bras Cienc. 2014,86:1833-47.

54. Hildebrandt MA, Hoffman C, Sherrill-Mix SA, et al. High fat diet determines the
composition of the murine gut microbiome independently of obesity. Gastroenterology.
2009;137:1716-24.

55. Sanz Y, Moya-Pérez A. Microbiota, inflammation and obesity. In: Lyte M, Cryan JF,
editors. Microbial endocrinology: the microbiota-gut-brain axis in health and disease.
Texas: Springer; 2014. pp 291-317.

56. Oshima S, Fujimura M, Fujimiya M. Changes in number of serotonin-containing
cells and serotonin levels in the intestinal mucosa of rats with colitis induced by dextran
sodium sulfate. Histochem Cell Biol1999; 112: 257-263.

57. Belai A, Boulos PB, Robson T, Burnstock G. Neurochemical coding in the small
intestine of patients with Crohn’s disease. Gut. 1997; 40: 767-774.

58. Bastos DHM, Rogero MM, Aréas JAG. Mecanismos de a¢cdo de compostos bioativos
dos alimentos no contexto de processos inflamatorios relacionados a obesidade.
ArgBrasEndocrinolMetab. 2009;53:646-56.

59. Li Z, Chalazonitis A, Huang Y, et al. Essential roles of enteric neuronal serotonin in
gastrointestinal motility and the development/survival of enteric dopaminergic neurons. J
Neurosci. 2011; 31:8998-9009



27

TABELA 1. Consumo de racdo (g), consumo total da dieta de cafeteria (g) incluindo a racdo, liquidos (ml) e caldrico (Kcal) de ratos dos grupos
sedentarios (S), sedentarios cafeteria (SCa), treinados (T), treinados cafeteria (TCa), sedentarios fibras (SF), sedentarios cafeteria fibras (SCaF),

treinados fibras (TF) e treinados cafeteria fibras (TCaF). Os valores sdo expressos como média + erro padrdo (n=5).

GRUPOS CONSUMO DE SOLIDOS CONSUMO DE LIQUIDOS CALORIAS
CONSUMO DE CONSUMO TOTAL DE AGUA  REFRIGERANTE TOTAL DE
RACAO SOLIDOS LIQUIDOS
S 112,0+1,6a 112,0+1,6a 209,2+42,7a 209,2+42,7a 306,7+9,0a
SCa 15,09+1,07b 107,7+3,0a 82,3+17,3b 166,0+13,62 248,3+31,2b 417,0£12,7b
T 111,9+1,72a 111,9+1,72a 215,8+18,3a 215,8+18,3a 310,2+14,3a
TCa 13,2+0,75b 109,3+3,2a 98,1+27,4b 178,4+4,3? 276,5+32,9b 421,0+8,4b
SF 95,86+1,2¢ 95,86+1,2b 183,1+28,7a 183,1+28,7a 265,6+9,9¢
SCaF 14,24+1,1b 103,9+3,0a 74,7+14,80b 168,1+6,42 242,8+21,2b 411,7¢12,1b
TF 92,2+0,83c 92,2+0,83b 210,3+31,7a 210,3+31,7a 285,3+14,9¢
TCaF 13,48+0,71b 106,8+3,7a 95,8+19,3b 165,3+8,42 261,7+24,3b 410,7+7,8b

(1) Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05). Analise de variancia One-Way ANOVA, pos teste de Tukey.



TABELA 2. Peso corporal inicial e final(g), indice de Lee (peso corporal*?/comprimento naso-anal x
1000), somatoria dos coxins adiposos (g) e peso relativo dos tecidos adiposos (g dos coxins
adiposos/100g do peso corporal) de ratos dos grupos sedentarios (S), sedentarios cafeteria (SCa),
treinados (T), treinados cafeteria (TCa), sedentarios fibras (SF), sedentarios cafeteria fibras (SCaF),

treinados fibras (TF) e treinados cafeteria fibras (TCaF). Os valores sdo expressos como média * erro

padréo (n=5).
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PESO INICIAL PESO FINAL INDICE DE COXINS 9/100g
LEE ADIPOSOS
S 249,8+5,0a 500,0+21,29a 311,7+4,15a 24,243,228 0,04+0,006a
SCa 244,3+1,52 510,7+18,32a 320,5+4,87a,b 50,2+3,6b 0,10+0,009b
T 263,7+2,22 397,5+12,89b 297,6 + 4,10a,c 17,7+2,0a 0,04+0,004a
TCa 273,8+£3,52 498,8+7,67a 323,5+2,90b 38,5+2,4b 0,08+0,006b
SF 259,8+6,3? 413,0+18,36b 283,2 +2,06¢ 16,2+1,22 0,04+0,004a
SCaF 260,4+4,28 510,3+17,83a 314,3 +5,22a 40,5+3,9b 0,08+0,003b
TF 252,9+6,28 372,4+17,83b 282,9 +5,29c 13,2+1,62 0,03+0,003a
TCaF 267,2+4,92 491,2+15,46a 305,0 + 3,89 43,6x4,3b 0,08+0,005b

(1) Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05). Analise de

variancia One-Way ANOVA, pos teste de Tukey.
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TABELA 3. Perfil lipidico (mg/dl), glicémico(mg/dl) e proteinas totais(g/dl) de ratos dos grupos
sedentarios (S), sedentarios cafeteria (SCa), treinados (T), treinados cafeteria (TCa), sedentarios fibras
(SF), sedentarios cafeteria fibras (SCaF), treinados fibras (TF) e treinados cafeteria fibras (TCaF). Os

valores sdo expressos como média * erro padrao (n=5).

TRIGLICERIDEOS GLICOSE PROTEINAS TOTAIS
S 79,9+16,5a 85,9+7,6a 6,8+0,9a
SCa 94,8+13,1a 112,1+18,9a,b 6,9+0,5a
T 71,4%11,5a 83,6+6,59a 7,6%1,6a
TCa 76,6+10,2a 137,3+12,0a,b 6,4+0,3a
SF 47,545 ,4a 153,9+10,9b 5,4+0,4a
SCaF 79,614 4a 165,4+15,5b 7,940,4a
TF 49,5+6,1a 148,5+6,49b 6,3%0,2a
TCaF 89,3+13,0a 146,6%8,9b 7,2+0,6a

(1)Medias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05). Anélise de

variancia One-Way ANOVA, p0s teste de Tukey.
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TABELA 4.Anélise da parede intestinal:espessura da parede total (um), tunica mucosa e muscular (um), altura de vilos (um), profundidade de
criptas (um), razéo vilo/cripta, indice metafasico (%) e indice de células caliciformes (%) de ratos dos grupos sedentarios (S), sedentarios
cafeteria (SCa), treinados (T), treinados cafeteria (TCa), sedentarios fibras (SF), sedentarios cafeteria fibras (SCaF), treinados fibras (TF) e

treinados cafeteria fibras (TCaF). Os valores sdo expressos como média * erro padréo (n=5).

PAREDE TUNICA TUNICA ALTURADE PROFUNDIDADE RAZAO INDICE INDICE DE
TOTAL MUCOSA  MUSCULAR VILO DECRIPTA  VILO/CRIPTA METAFASICO CELULAS
CALICIFORMES

S 635,6+2,7a  502,8+1,8a 70,050,842  305,3+24,0a 170,4+4,1a 1,83+0,10a 51+1,1a 15,4+0,7a
SCa  6558+3,36b 562,8#2,7b  64,91+0,89b  368,5+13,6bc  210,9+16,01b 1,72+0,06a 6,2+1,0a 22,242,1b
T 639,0+2,71a  4975+2,7a  68,86+0,65a,b  313,4+13,6a 163,7+7,1a 1,91+0,10a 6,4+1,0a 12,1%0,1a
TCa 653,843,480 564,8+2,7b  58,86+1,07c  363,5+10,7b 156,0+2,0a 1,83+0,07a 4,9+0,9a 19,2+1,4b
SF 732,6+22,27c  548,6+3,8c  65,81+0,95a,b  364,5t13,7b 240,8+4,8b 1,70£0,04a 5,48+1,1a 13,6+0,4a
SCaF 771,44524d  632,9#55d  75,61+0,90d  449,2+20,0c 241,7£7,2b 2,0120,08a 5,43+0,8a 14,8+0,9a
TF 696,8+4,18c 542,4+2,87c  82,94+1,53d 337,9t4,1a 172,1+8,9a 1,79£0,03a 6,1t1,1a 13,52+0,5a
TCaF 763,0£3,91d 630,3t5,57d  75,72+0,60d 419,7+20,75b,c 182,4+9,95a 2,10+0,013a 5,810,7a 13,58+0,2a

(1) Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05). Analise de variancia One-Way ANOVA, p0s teste de Tukey.



Células Enteroendécrinas Serotoninérgicas

200+

¥

150+

100+

n°® de células positivas

Fig.2Imunohistoquimica evidenciando células enteroenddcrinas serotoninérgicas
positivas ao longo do vilo (A e B) e cripta (C). O grafico apresentaonimero médio de
células positivas dos grupos sedentarios (S), sedentarios cafeteria (SCa), treinados (T),
treinados cafeteria (TCa), sedentarios fibras (SF), sedentarios cafeteria fibras (SCaF),
treinados fibras (TF) e treinados cafeteria fibras (TCaF). (*)p<0,05 em relagdo ao grupo

T. Analise de variancia One-Way ANOVA, pos teste de Tukey.
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RESUMO

Introducéo: A obesidade é fator de risco para o desenvolvimento de véarias patologias,
incluindo as gastrointestinais, podendo comprometer a inervacgdo intrinseca intestinal
realizada pelo sistema nervoso entérico. A inclusdo de fibras hidrossoltveis na dieta
pode prevenir alteragdes decorrentes da obesidade, mas ndo ha estudos que investigue
possiveis efeitos desta inclusdo sobre a inervagdo intrinseca intestinal, sendo este o
objeto deste estudo. Métodos: Foram utilizados 20 ratos com 60 dias de idade,
distribuidos em 4 grupos: Sedentérios (S), Sedentarios Cafeteria (SCa), Sedentarios
Fibras (SF) e Sedentarios Cafeteria Fibras (SCaF). A obesidade foi induzida por dieta
de cafeteria por 14 semanas, e a suplementacdo diaria com fibras hidrossoltveis via
gavagem 0,5ml/dia/animal(0,2g de fibras por ml) por 10 semanas. Apds 14 semanas 0S
animais foram anestesiados, e coletado o0s tecidos adiposos retroperitonial,
periepididimal e mesentérico. Fragmentos do jejuno foram destinados para analise da
espessura da tunica muscular, e para histoquimica dos neurénios NADH diaforase
positivos e imunohistoquimica da populacdo neuronal geral mioentérica HuC/D,
subpopulacdes nitrérgica (NNOS) e colinérgica (ChAT) e glia entérica (S100). Os dados
foram submetidos a analise estatistica com nivel de significancia de
5%.Resultados:Constatou-se efeito positivo da inclusdo de fibras na dieta (SF)com
reducdo do consumo alimentar, peso corporal e gordura mesentérica, apenas quando
associada a dieta padrdo. Os animais obesos (SCa e SCaF) apresentaram maiores
(p<0,05) depositos de tecidos adiposos retroperitonial, periepididimal e mesentérico,
independente da suplementacdo com fibras. A tunica muscular estava reduzida nos
animais SCa e aumentada nos animais SF comparado ao grupo S. Manutencdo da
inervacdo intrinseca intestinal foi detectado pela analise morfoquantitativa nos quatro
grupos analisados, porém com aumento (p<0,05) no perfil celular da subpopulacéo
nitrérgica NNOS e manutencdo deste parametro para os neurdnios HuC/D, ChAT,
NADH diaforase e glia entérica.Conclusdes e principais inferéncias:A inervacao
intrinseca intestinal foi mantida nos animais obesos por dieta de cafeteria e/ou
suplementados com fibras hidrossollveis, porém o perfil celular da subpopulacéo
nitrérgica aumentado nos animais suplementados com fibras hidrossoltveis (SF e SCaF)
pode indicar maior atividade destes neurbnios que possuem papel inibitorio, este
resultado pode estar associado ao papel da fibra hidrossolivel em reduzir o transito
intestinal.

Palavras-chave: dieta de cafeteria, fibras hidrossollveis, obesidade, plexo mioentérico
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ABSTRACT

Background: Obesity is a risk factor for the development of many health
complications, including gastrointestinal diseases, and it may compromise the intestinal
intrinsic innervation carried out by the enteric nervous system. The inclusion of soluble
fibers in the diet can prevent changes resulting from obesity, but there are no studies
that investigated the possible effects of this supplementation on the intestinal intrinsic
innervation, which was the aim of this study. Methods: Twenty rats (60 days old) were
distributed into 4 groups: sedentary (S), sedentary cafeteria (SCa), sedentary fibers (SF)
and sedentary cafeteria and fibers (SCAF). Obesity was induced by cafeteria diet (ad
libitum) for 14 weeks, with the fibers supplementation via gavage beginning after 4
weeks and maintained for the last 10 weeks of treatment. Food intake and body weight
were monitored during the experimental period. After 14 weeks, the animals were
anesthetized and the retroperitoneal, periepididymal and mesenteric adipose deposits
were collected. Segments of the jejunum were used for the immunohistochemical
analysis of NADHdiaphorase-positive neurons, immunofluorescence for the myenteric
general neuronal population (HuC/D), nitrergic (nNOS) and cholinergic (ChAT)
subpopulations, and the enteric glia (S100). Morphoquantitative analyses were
performed using the Image-Pro Plus® 4.5 software (Media Cybernetics, Inc.), and data
were subjected to statistical analyses with 5% significance level. Key Results: The
supplementation of fibers in the diet had a positive effect on food intake, body weight
and mesenteric fat deposits only when associated with the standard chow. Obese
animals had higher (p<0.05) deposits of retroperitoneal, periepididymal and mesenteric
adipose tissue, regardless of fiber supplementation. The morphoquantitative analyses
showed that the intestinal intrinsic innervation was maintained in the four studied
groups, with increased (p<0.05) cellular profile in the nitrergic subpopulation only and
the maintenance of this parameter in other cell types. Conclusions & Inferences:
Intestinal intrinsic innervation was maintained in the animals obese by cafeteria diet
and/or supplemented with soluble fibers. The increased cellular profile of the nitrergic
subpopulation in animals supplemented with soluble fibers (SF and SCaF) may indicate
increased activity of these neurons that have inhibitory function, and this result may be
linked to the role of soluble fibers in reducing intestinal transit.

Keywords: cafeteria diet, obesity, water-soluble fibers, myenteric plexus.
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INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca cronica, de dificil tratamento e fator de risco para o
desenvolvimento de varias patologias como diabetes melittus, hipertenséo e alguns tipos
de céancer, além de gerar dificuldades respiratdrias, problemas cardiovasculares e no
aparelho locomotor. E definida como o acimulo excessivo de gordura
corporal,'desencadeada na maioria dos casos por balango energético positivo®.

Diferentes dietas séo utilizadas para induzir a obesidade em animais
experimentais como a oferta de dieta de cafeteria e dietas hiperlipidicas, com taxas
aumentadas de carboidratos e/ou lipidios®. Na dieta de cafeteria, acrescenta-se num
rodizio varios alimentos hipercaldricos, hiperlipidicos, hipoprotéicos e de alta
palatabilidade, a qual os animais a preferem em relacéo a racdo padrdo, levando a um
balanco energético positivo e inducdo da obesidade, semelhante a obesidade em
humanos*®.

A obesidade aumenta o risco de problemas e/ou disfun¢des organicas gerais,
incluindo as gastrointestinais, como refluxo gastroesofagico, maior capacidade de
distensdo e volume géstrico no jejum e modificacbes na motilidade.® Além de mudangas
em aspectos funcionais, alteragGes estruturais na parede dos intestinos delgado e grosso
também sdo constatados em quadros de obesidade.* Danos que interferem no
funcionamento do intestino podem resultar de alteragdes nos componentes que o
inervam.” Para garantir um funcionamento normal de todo o TGI, é essencial que a
integridade neural deste sistema seja mantida.®

A ingestdo excessiva de alimentos leva as células a um estado de estresse
oxidativo, que ocorre quando a producdo de radicais livres excede a sua capacidade
antioxidante,® podendo ocasionar danos em componentes importantes do trato
gastrointestinal (TGI) comprometendo a inervacdo intrinseca intestinal realizada pelo
sistema nervoso entérico (SNE)™ ja& que os neurdnios que compdem este sistema sdo
mais vulneraveis aos danos causados pelo acimulo de radicais livres devido ao seu
grande tamanho,intensa atividade metabélica e reduzida defesa antioxidante.™

O SNE é formado por circuitos reflexos completos, incluindo neurdnios
sensitivos, interneurbnios e varias classes de neurbnios motores, responsaveis pelo
controle da motilidade, secrecdo e fluxo sanguineo do trato digestorio.** Estes
neuronios apresentam distribuicdo distinta quanto a densidade, morfologia, funcédo de
substancias neurotransmissoras ou neuromoduladoras.®® Dentre as subpopulagdes

neuronais, destacam-se as subpopula¢es neuronais nitrérgica e colinérgica, que juntas
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quantificam quase toda a populaco total do plexo mioentérico de ratos.**

Na literatura encontramos manutencdo da densidade neuronal no ileo de
ratos obesos por administracdo de glutamato monossédico (MSG),*% no jejuno de
ratos obesos por dieta de cafeteria.® Em estudo com camundongos obesos por dieta
hiperlipidica foi detectado redugdo do numero de neurdnios no ileo, e manutencdo no
duodeno e jejuno.’*Apesar da manutencdo da densidade neuronal nos diferentes
modelos de obesidade alteracdes no perfil celular sdo observados, com maior perfil
celular nos neurdnios do jejuno de ratos obesos por dieta de cafeteria® e reducéo nos
neurdnios do duodeno, jejuno e fleo de camundongos obesos por dieta hiperlipidica,*
demonstrando a plasticidade desses neurdnios frente as dietas.

Além de neurbnios, celulas gliais entéricas residem na mucosa
gastrointestinal e nos plexos submucoso e mioentérico do sistema nervoso entérico,
bem como nas camadas musculares do TGI, com papel de proteger 0s neur6nios,
regular a oferta de substrato auxiliando na neurotransmissdo do TGI, atuar na
renovacdo neuronal, defesa do hospedeiro gastrointestinal, motilidade, secrecdo e
absorgélo.16 Assim, alteracBes na populacdo de células gliais podem influenciar a
atividade neuronal entérica resultando em mudancas da fungéo gastrointestinal.

A populacdo mundial demonstra crescente preocupacdo com a alimentacdo e
seus constituintes, incentivando, deste modo, o investimento da industria em produtos
saudaveis, os chamados alimentos e suplementos funcionais.” Dentre os suplementos
alimentares que beneficiam a saude e a funcdo gastrointestinal, destaca-se as fibras
alimentares, por estarem relacionadas ao metabolismo microbiano gastrointestinal, na
reducdo da absorcdo de energia, na prevencdo de doencas como obesidade, diabetes,
dislipidemia®®, além de influenciar na motilidade do TGI.*®

Constatamos na literatura escassez de estudos que avaliam a influéncia da
obesidade associada a suplementacdo com fibras hidrossoltveis sobre as subpopulagdes
neuronais e células gliais do TGI. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi investigar os
efeitos da dieta de cafeteria acompanhada da suplementacdo com fibras hidrossollveis

sobre a inervacdo intrinseca do jejuno de ratos Wistar.
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MATERIAIS E METODOS

Animais e tratamento

Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar com 60 dias de idade,
mantidos em caixas de polipropileno (quatro animais/caixa) com temperatura de 25°C,
fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro, controlados por timer Brasfort®. Os
animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n=5):
Sedentarios (S), Sedentarios Cafeteria (SCa), Sedentarios Fibras (SF) e Sedentarios
Cafeteria Fibras (SCaF). Todos os procedimentos envolvendo a experimentacdo animal
foram aprovados pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentag&o
da Universidade Estadual de Maringa (Protocolo 093/2012).

Os grupos S e SF receberam racdo padrdo para roedores NuvilabCrl®(22g de
proteina/100g de racéo e 7g de fibras/100g de racdo)e agua ad libitum.

Nos grupos SCa eSCaF a obesidade foi induzida por meio da oferta da dieta de
cafeteria por um periodo de 14semanas, sendo iniciada aos 60 dias de idade dos
animais. Esta dieta consistiu dos seguintes alimentos: chips, marshmallow, geléia de
mocoto, salsichas, mortadela, refrigerante, pdo francés e bolachas, além da ragédo
comercial e dgua ad libitum. Os alimentos da dieta foram organizados em um cardéapio,
disponibilizados e monitorados diariamente (Tabela 1).

A média da ingestdo alimentar de todos os grupos, foi obtida diariamente por meio
da subtracdo entre a pesagem do alimento oferecido e a sobra deste na gaiola, sendo
também estimado o consumo de liquidos, valor calorico da dieta e o peso corporal. As
informagdes nutricionais dos alimentos presentes na dieta de cafeteria foram retiradas
dos rétulos dos préprios alimentos.

Apdbs 4 semanas de inicio da dieta os grupos SF e SCaF passaram a receber
suplementacdo com fibras hidrossoltveis (17%) composta de 40% de inulina e 60% de
goma-guar (Fiber Mais Nestle), a qual foi preparada e administrada por gavagem

0,5ml/dia/animal (0,29 de fibras/ml), durante 10semanas.

Coleta de tecidos
Ao final das 14 semanas os ratos foram pesados e anestesiados
intraperitonealmente com tiopental sédico (Thionembutal®) (40mg/kg). Posteriormente
foi realizada laparotomia para a coleta das gorduras periepididimal, retroperitonial e

mesentérica e o intestino delgado foi retirado a partir do piloro até a juncéo ileocecal, e



39

mensurado o seu comprimento e circunferéncia para calculo da area. Amostras do
jejuno foram destinadas para analise morfométrica da tinica muscular, histoquimica de
neurdnios mioentericos NADH-diaforase positivos para avaliar o atividade bioquimica
neuronal e imunohistoquimica para dupla marcagdo HuC/D-S100, marcador da
populacdo geral de neur6nios e glia entérica e dupla marcacdo nNOS/ChAT marcador

de subpopulacéo neuronal nitrérgica e colinérgica respectivamente.

Analise histologica da tanica muscular externa

Amostras do jejuno foram abertas na borda mesentérica e fixadas em formol
tamponado, posteriormente desidratadas em séries de concentragdes crescentes de
alcool (80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em parafina para obtencéo
de cortes histoldgicos semi-seriados com 6 um de espessura, em microtomo Leica RM
2145, os quais foram corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE), com objetivo
de avaliar a espessura da tlnica muscular. Foram mensurados 100 pontos aleatérios da

tinica muscular externa em 10 cortes histoldgicos/animal (um).

Analise da inervacéo intrinseca mioentérica

Histoquimica dos neurdnios NADH diaforase positivos

Amostras do jejuno foram lavadas e preenchidas com solucdo tampéo de
Krebs, e imersas em mesma solugdo por 20 minutos a temperatura ambiente, em
seguida foram colocadas em solugdo tampédo Krebs com Triton X-100 a 0,3% por 5
minutos; lavadas em solucdo de Krebs por 10 minutos4 vezes; incubadas por 45
minutos em 200 ml de solucdo contendo nitro blue tetrazolium(NBT) (Sigma) 0,5
mg/ml em &gua destilada (50mL), tampé&o fosfato de sédio 0,1M, pH 7.3 (50mL), agua
destilada (100ml) e B-NADH diaforase 0,5 mg/ml,posteriormente a reagdo foi
interrompida com formol tamponado 10%, e fixadas em mesma solucgdo. Preparados
totais da tunica muscular foram obtidos atraveés da remocdo da tunica mucosa e
submucosa de fragmentos do jejuno, por meio de dissec¢do sob estereomicroscopio com
trans-iluminacdo. Os preparados foram lavados em &gua destilada, desidratados em serie
de concentragdes crescentes de alcodis, diafanizados em xilol e montados entre 1amina e

laminula, com resina sintética Permount.?
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Imunohistoquimica dos Neurdnios Mioentéricos e Glia Entérica

Amostras do jejuno foram lavadas com PBS 0,1M (pH 7.4), amarradas em sua
extremidades, preenchidas, distendidas com o fixador paraformaldeido 4% pH 7.4 por
2 horas. Posteriormente foram abertas e lavadas com PBS 0,1 M pH 7.4 por 24 horas a
4°C e armazenadas em PBS 0,1 M pH 7.4 com azida sodica 0,08% a 4°C. Preparados
totais da tunica muscular foram obtidos por meio de dissecgdo sob estereomicroscopio

com trans-iluminacao.

Dupla marcagdo HuC/D-S100 e nNOS-ChAT

Os preparados totais da tanica muscular do jejuno foram submetidos as técnicas
imunohistoquimicas para deteccdo da proteina HUC/D,?* proteina $100,%? da enzima
6xido nitrico sintase neuronal-nNOS? e da enzima colina acetiltransferase (ChAT).?
Para isto, as membranas foram lavadas duas vezes em PBS 0,1M (pH 7,4) com Triton
X-100 a 0,05% por 10 minutos, e bloqueados por 1h em solugdo contendo PBS 0,1M
(pH 7,4), Triton X-100 0,05%, BSA 2% e soro de cabra 10%, a fim de se evitar ligagdes
inespecificas. Posteriormente os tecidos foram incubados por 48 horas em solucdo
contendo PBS 0,1M (pH 7,4) com Triton X-100 a 0,05%, BSA 2%, soro de cabra 2% e
anticorpos primarios (Tabela 2). Apos a incubacdo, as membranas foram lavadas trés
vezes em PBS 0,1M (pH 7,4) com Triton X-100 a 0,05% por 5 minutos e incubadas
com 0s anticorpos secundarios (Tabela 2) por duas horas a temperatura ambiente.
Posteriormente os preparados foram lavados com PBS e montados entre lamina e
laminula com meio de montagem para laminas fluorescentes Antifade (Invitrogen,
USA).

Analise morfoquantitativa

A quantificagdo da populagcdo neuronal mioentérica NADH diaforase
positiva, populacdo neuronal geral HUC/D, subpopulacéo nitrérgica nNOS-positivos e
ChAT-positivos e glia entérica (S-100), foi realizada em 64 imagens microscopicas
capturadas por animal nas regides intermediaria (32 imagens) e antimesentérica (32
imagens) da circunferéncia intestinal, utilizado microscépio éptico motorizado com
camera acoplada Olympus FSX100, utilizando objetiva de 20X. Para todas as reacdes a
4rea total analisada por animal foi de 9,5 mm? Foi mensurada a area de 100 corpos
celulares/animal por técnica através do programa Image-Pro Plus versdo 4.5-
MediaCibernetics).
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Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do programa
estatistico GraphPadPrism® 5.0 (GraphPad Software, Inc.). Os dados numéricos foram
inicialmente submetidos ao teste Kolmogorov-Smirnov (K-S) para a verificagdo da
normalidade. Todos os dados foram paramétricos e submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e como pos teste para comparacdo das meédias foi utilizado o teste de Tukey.
O nivel de significancia adotado foi de 5% e os resultados expressos como média + erro

padréo.



42

RESULTADOS

Ingesté@o alimentar e parametros corporais

Os resultados para ingestdo alimentar e parametros corporais estdo apresentados
da tabela 3.

Nos animais obesos pela dieta de cafeteria (SCa e SCaF) verificamos que nao
ocorreu hiperfagia e que o excedente energético foi provocado por maior consumo
calérico (p<0,05), resultando em animais obesos comprovado pelo aumento da
somatoria do peso absoluto dos tecidos adiposos (p<0,05) e peso relativo dos tecidos
adiposos retroperitonial, periepididimal e mesentérico (p<0,05), apesar da manutencéo
do ganho de massa corporal e peso corporal.

A suplementacdo com fibras hidrossolUveis, por 10 semanas, teve efeito positivo
apenas quando associada dieta padréo para roedores, pois 0s animais SF, comparado aos
demais grupos (S, SCa e SCaF) apresentaram reducdo do consumo alimentar (p<0,05),
consumo caldrico (p>0,05) e ganho de massa corporal, com menor peso corporal final e
peso relativo do tecido adiposo mesentérico, sem influéncia sobre o peso absoluto dos

tecidos adiposos e peso relativo das gorduras retroperitonial e periepididimal.

Area do intestino delgado e t(inica muscular externa

A area do intestino e espessura da tinica muscular compreendida pelas camadas
musculares longitudinal interna e circular externa sdo apresentados na Tabela 4. A dieta
de cafeteria por 14 semanas e a suplementacdo com fibras hidrossoliveis por 10
semanas ndo alterou significativamente a area do intestino delgado. Detectamos redugéo
(p<0,05) da espessura da tunica muscular nos animais que receberam dieta de cafeteria
(SCa) e aumento da espessura (p<0,05) quando associada a suplementacdo com fibras
hidrossoltveis (SCaF), comparando aos controle S, com manutencdo deste parametro

nos animais SF.

Inervacdo intrinsecamioentérica intestinal
Os resultados quantitativos para os neur6nios mioentéricos e células da glia sédo
apresentados na Tabela 4. A morfologia ganglionar foi preservada, independente dos
grupos ou técnica utilizada para evidenciagdo dos neurdnios mioentéricos (Fig.1 A-F).
Com a dupla marcacdo HuC/D-S100, evidenciou-se que os corpos celulares

gliais eram menores do que 0s corpos neuronais, porém com predominio numérico
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sobre eles, numa proporcdo aproximada de 1 neurdnio para 1,41; 1,47; 1,37 e 1,43
células da glia nos grupos S, SCa, SF e SCaF respectivamente (Fig.1A,B e C).A dupla
marcagdo nNOS-ChAT revelou que 0s neurdnios nitrérgicos localizavam-se na periferia
do génglio, enquanto que os neurdnios colinérgicos encontravam-se preferencialmente
no interior do mesmo (Fig.1D,E eF).

A dieta de cafeteria e a suplementacdo com fibras ndo alterou quantitativamente
a populagcdo HuUC/D, as subpopulacdes nNOS positiva e ChAt positiva, e a glia entérica
comparando os quatro grupos analisados (S, SCa, SF e SCaF), demonstrando
preservacao da inervacdo intrinseca. Resposta semelhante foi observada para a analise
quantitativa pela técnica histoquimica NADH diaforase nos quatro grupos analisados (S,
SCa, SF e SCaF), apesar de observar reducdo (p>0,05) de 9,62% e 9,47% do numero
médio de neurbnios marcados nos grupos SF e SCaF respectivamente, em relacdo ao
controle S.

Com relagéo a analise morfométrica, ndo foi observada diferengas na area média
do perfil celular (PC) da populacdo neuronal NADH diaforase, HUC/D, subpopulagéo
nNOS positiva e ChAT positiva e células gliais entre os grupos S e SCa, indicando
auséncia do efeito da dieta sobre a inervacdo intrinseca intestinal. Nos animais
submetidos a suplementacdo com fibras hidrossoluveis (SF e SCaF), observou-se
aumento na area do PC da subpopulacdo nitrérgica (p<0,05), sem efeito sobre a
subpopulacdo colinérgica, populacdo neuronal NADH diaforase, populagdo neuronal
HuC/D e glia entérica (Tabela 5).
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DISCUSSAO

Ingesté@o alimentar e parametros corporais

A dieta de cafeteria administrada aos ratos dos grupos SCa e SCaF durante 10
semanas desenvolveu a obesidade, apesar do comportamento normofagico destes
animais, uma vez que ingeriram a mesma quantidade em gramas, porém com maior
aporte caldrico. Constatamos aumento significativo, nos depoésitos de tecidos adiposos
retroperitonial, periepididimal e mesentérico nos animais SCa e SCaF. Resultados
semelhantes quanto ao consumo calérico,*” devido ao alto teor de lipideos da dieta,
levando ao acimulo de tecidos adiposos mesmo com a manutencdo do peso corporal e
ganho de massa corporal® sdo descritos na literatura, 0 que comprova a eficiéncia do
modelo experimental.

A suplementacdo com fibras hidrossolUveis, por 10 semanas, teve efeito positivo
apenas quando associada a dieta padrdo para roedores (SF), por reduzir o consumo
alimentar e caldrico, resultando em menor ganho de massa corporal, peso corporal final
e acumulo de tecido adiposo, sem efeito em atenuar a obesidade quando associada a
dieta cafeteria.

O suplemento de fibras utilizado neste experimento € composto por 40% de

1627 & aumentam a

inulina e 60% de goma-guar, ambos de natureza hidrossolave
viscosidade do contetido luminal, diminuindo a velocidade do transito intestinal.®* A
inulina e goma-guar ndo sdo absorvidas no intestino delgado, mas sdo fermentadas por
bactérias no intestino grosso, modulando a microbiota intestinal.**%°

Nossos resultados para o grupo SF corroboram com o0s descritos na literatura.
Isken e colaboradores®® observaram que camundongos que ingeriram dieta rica em
gordura associada a suplementacdo com fibras hidrossollveis apresentaram maior
ganho de massa corporal. Segundo Lattimer and Haub,*® este tipo de fibra apresenta
reducdo da absorcdo de energia apenas quando associada a dieta com baixo teor de
gordura, assim pode ter o papel em reduzir ou aumentar o peso corporal influenciada

pelo baixo ou alto teor de gordura da dieta.

Area do intestino delgado e espessura da tinica muscular externa
Manutencdo da area do intestino delgado foi observada nos quatro grupos
analisados. O intestino delgado pode sofrer aumento no seu comprimento ao longo do

desenvolvimento® ou influenciada pela dieta,'® o que levaria a variacdo na area do
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intestino, provocando diluicdo da densidade neuronal, ou maior concentragcdo de
neurdnios por area. Para contornar este problema é descrito na literatura a utilizacdo de
um fator de correcdo, para evitar erros nas analises morfoquantitativas.*®* Como em
nosso experimento a area do intestino ndo sofreu alteragGes significativas, ndo foi
utilizado fator de correcdo para anélise quantitativa neuronal.

Resposta diferenciada com relacéo a espessura da tunica muscular foi constatada
frente a dieta e a suplementacdo com fibras. A dieta de cafeteria (SCa) isolada
promoveu reducdo da tlnica muscular, porém quando associada a suplementagdo com
fibras hidrossoluveis (SCaF) ocorreu aumento na tanica muscular, e manutengdo foi
observada nos animais que se alimentavam de dieta padrdo e foram suplementados com
fibras (SF).

Contrariamente, dados da literatura demonstram hipertrofia da tunica muscular
no jejuno de ratos obesos por dieta de cafeteria por 16 semanas*®. Ja Soares et al.”
detectaram aumento da espessura da tunica muscular do duodeno, manutengéo no jejuno
e reducédo no ileo de camundongos obesos por dieta hiperlipidica. Reducéo da tdnica
muscular externa, como observado em nosso estudo para o grupo SCa, também ¢é

resultado freqiiente em modelos que utilizam dieta hipoproteica®'2

e restricdo
alimentar.®*** Esta resposta ¢ atribuida a menor disponibilidade de aminoécidos na
dieta, como a dieta de cafeteria é caracterizada como hipoprotéica,“o menor aporte de
aminoacidos poderia afetar a sintese de proteinas na musculatura intestinal ou levar a
degradacdo protéica da musculatura para promover aminodcidos enddgenos e
compensar o consumo de aminoécidos,* justificando os resultados para os ratos do
grupos SCa.

Porém, nos animais cafeteria que receberam a suplementacéo com fibras (SCaF)
hidrossollveis detectamos resposta contraria sobre a espessura da tnica muscular, que
pode estar relacionada ao papel das fibras hidrossollveis sobre a motilidade intestinal,
em alterar a viscosidade do conteudo luminal, atrasando o tempo do transito e
permitindo a mais completa absorcéo nutriente,'® isso levaria a maior aproveitamento
dos aminoéacidos da dieta. Outro fator a ser considerado é que o aumento da atividade
inibitoria dos neurdnios nitrérgicos acompanhada da reducgéo da atividade dos neurénios
colinérgicos podem levar a hipertrofia da tdnica muscular como mecanismo
compensatorio.*

A tanica muscular pode se modelar, influenciada pelo ambiente luminal, e a

absorcdo de nutrientes no intestino delgado pode ser afetado pela motilidade
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intestinal.*®Fu e colaboradores,*’mensuraram a tensdo muscular em segmentos isolados
do duodeno e ileo de ratos alimentados por dieta hiperlipidica, e verificaram a
motilidade reduzida no duodeno e aumentada no ileo.

As variagdes observadas na espessura da tdnica muscular demonstram a
capacidade desta de adaptar-se a mudangas do lumen, pelo maior aporte calorico
oferecido, e quando associada a suplementacdo com fibras. Além disso, Schoffen e
colaboradores® relatam que a influéncia da inervacio intrinseca sobre este tecido deve
ser considerada, pois, alteracbes no volume da musculatura lisa poderia promover
aumento ou reducdo no numero e tamanho do corpo celular de neurdnios do plexo
mioentérico, ja que a inervacéo e plasticidade neuronal estdo intimamente relacionadas

entre si.*®

Analise da inervacdo intrinseca intestinal

A morfologia ganglionar foi preservada, independente do grupo ou técnica
utilizada para evidenciacao dos neurénios do plexo mioentérico. Com a dupla marcacéo
HuC/D-S100 constatou-se predominio de células gliais em torno de 1,4 células da glia
para 1 neurdnios, corroborando com os descritos da literatura.®* Com relacéo a técnica
nNOS-ChAT observamos que a subpopulacdo nitrérgica encontrava-se na periferia do
ganglio enquanto os neurdnios colinérgicos localizavam-se preferencialmente no
interior do mesmo, como observado por Schoffen e colaboradores.*

O TGI pode se adaptar rapidamente e eficientemente aos desafios dietéticos, e 0
sistema nervoso entérico é sensivel ao estado nutricional, podendo alterar seus
processos e se reprogramar, modificando o transito intestinal em funcdo da dieta.*
Neurdnios mioentéricos estdo envolvidos no controle da motilidade. O circuito entérico
responsavel pela peristalse, é caracterizado por uma inervagdo envolvendo neurdnios
ascendentes excitatorios como neurdnios colinérgicos e neurdnios descendentes
inibitdrios como neurdnios nitrérgicos.*°

Podemos considerar que o0 circuito entérico em termos quantitativos foi
preservado, pois ndo verificamos alteracbes no numero médio de neurénios HuC/D,
nNOS, ChAT e NADH diaforase considerando a dieta e/ou a suplementagéo por 10
semanas com fibras hidrossoluveis.

A acetilcolina é o principal neurotransmissor dos neuronios motores do TGl
neste tecido e outros neurotransmissores, como a substdncia P aparentemente

desempenham papéis unicamente adicionais.** Os neurdnios nitrérgicos, responsaveis
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pela sintese de Oxido nitrico por meio da Oxido nitrico sintase, e 0s neurbnios
colinérgicos, que secretam acetilcolina sintetizada pela colina acetiltransferase,
representam duas distintas subpopula¢bes que juntas quantificam quase toda a
populacdo neuronal mioentérica de ratos.**Danos que interferem no funcionamento do
intestino podem resultar em alteragBes nos componentes que o inervam.’Para garantir
um funcionamento normal de todo o TGI, é essencial que a integridade neural deste
sistema seja mantida.®

Na literatura constatamos predominio na manutengdo da densidade neuronal
mioentérica com diferentes técnicas. A analise morfoquantitativa da populagdo neuronal
mioentérica em modelo experimental de obesidade induzida por dieta de cafeteria por
120 dias, detectou-se manutencdo no numero e na area dos corpos celulares dos
neurdnios mioentéricos corados pela técnica de Giemsa no jejuno de ratos Wistar
adultos.” Soares et al.'> também verificaram manutencdo da populacdo geral de
neurdnios miosina-V imunorreativosde camundongos obesos por dieta hiperlipidica,
porém aumento da densidade da subpopulacdo nitrérgica, marcada por
imunohistoquimica foi detectada. Tal resposta é sugestivo de alteracdo na motilidade
intestinal, uma vez que 90% dos neurdnios nitrérgicos NnNOS que inervam o intestino
delgado de roedores sdo neurdnios motores inibitrios e 10% interneurdnios* a qual
estdo relacionados a motilidade local reflexa.

Em nosso estudo verificamos que a integridade das populagdes neuronais foi
mantida, nos quadro grupos analisados (S, SCa, SF e SCaF) pelas técnicas
imunohistoquimicas e com manutencdo também do nimero meédio de neurdnios pela
técnica histoquimica NADH diaforase, a qual permite evidenciar cerca de 80% do
nimero total de neurdnios,*®identificando os neurdnios metabolicamente ativos.Apesar
da manutencdo observada, verificamos que nesta técnica (NADH diaforase), em
porcentagem, os animais suplementados com fibras SF e SCaF apresentaram reducéo da
marcagdo em 9,62% e 9,47%respectivamente, em relacdo ao controle S.

Esta técnica esta relacionada com a atividade da enzima NADH-diaforase, que
funciona como desidrogenase na producdo de energia pelos neurdnios, nos dando
informagdes sobre os processos bioquimicos celulares, incluindo a cadeia respiratoria.’°
Como as fibras hidrossoluveis, influenciam na motilidade intestinal, reduzindo a

velocidade do transito intestinal,*°

a reducdo em torno de 9,5% da marcagéo nos animais
SF e SCaF, é sugestivo que a atividade metabdlica desses neurbnios possam estar

reduzida.
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Em associagdo com esta resposta, verificamos que nos animais suplementados
com fibras hidrossoliveis (SF e SCaF) o perfil celular na subpopulacéo neuronal nNOS,
estava aumentado, com manutencao deste parametro para a subpopulacdo colinérgica,
populagdo geral HUC/D e NADH diaforase positiva. Esta resposta pode estar
relacionada ao aumento na atividade neuronal nitrérgica, o que implicaria em transito
intestinal mais lento e aumento na retencdo e absor¢do de nutrientes, assim como
descrito por Soares e colaboradores.™

Como mencionado, as fibras hidrossoltveis interferem na motilidade intestinal,

atrasando o tempo do transito intestinal,*°

enguanto que as fibras insolUveis aceleraram a
passagem.?® Mitsui e colaboradores* em estudo com ratos de 60 dias alimentados com
dieta contendo 5% de fibras hidrossoluvel (goma-guar) ou insoltvel (celulose) por 27
dias, verificaram reducdo da atividade funcional colinérgica por meio de estimulacdo
por campo elétrico e indugdo por carbacol e substancia P nos animais que receberam
dieta contendo fibras hidrossoliveis em comparacdo aos suplementados com fibras
insoluveis, demonstrando o efeito dessas fibras sobre a motilidade intestinal.

Em associacdo as respostas neuronais, detectamos manutencdo da glia entérica
quanto a densidade e perfil celular. Estas células se encontram dentro dos plexos
ganglionados em associagdo com 0s neurdnios entericos, interconectando as fibras
nervosas, com papel de suporte estrutural aos neurbnios, producdo de fatores
neurotroficos, participagdo da resposta imune, fornecimento de substrato para a sintese
de neurotransmissores e regulacdo da barreira epitelial intestinal.****Destaca-se o fato
de que as celulas gliais secretam proteinas soluveis de ligacdo de acetilcolina (AChBP)
induzida pela liberacio de acetilcolina, modulando a transmiss&o sinaptica colinérgica.*®

A perda de células gliais precede a perde de neurdnios entéricos.*’ Cirilo et al.*®
verificaram manutencdo da populacdo de células gliais com o envelhecimento e perda
dessas células, bem como aumento do perfil celular no ileo de ratos submetidos a
restricdo alimentarde 50%. Resposta semelhante foi observada por Schoffen et al.** no
colo proximal de ratos envelhecidos e submetidos a restricdo alimentar. Em ambos os
casos, a perda de células gliais foi acompanhada da perda neuronal, demonstrando a
plasticidade dessas células e sua relagdo com a atividade neuronal.

A glia entérica possui papel central na homeostase do intestino.**Como em
nosso experimento, constatamos a manutencdo no namero e perfil celular das células
gliais acompanhada da integridade neuronal, podemos inferir que a inervacao intrinseca

intestinal foi mantida nos animais obesos por dieta de cafeteria e/ou suplementados com
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fibras hidrossoltveis. O maior perfil celular da subpopulagdo nNOS nos animais SF e
SCaF, confirma o papel das fibras hidrossolUveis sobre a motilidade intestinal.

Com base nos resultados obtidos, concluimos que a dieta de cafeteria
acompanhada da suplementagdo com fibras hidrossoltveis pode induzir a modulagéo da
tinica muscular externa, e que apesar desta resposta a inervagao intrinseca intestinal foi
preservada. O aumento do perfil celular da subpopulacéo de neurénios nitrergicos, que
possuem papel inibitorio, apenas nos animais suplementados com fibras pode estar

associado ao papel da fibra hidrossolivel em reduzir a velocidade do transito intestinal.
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Tabelal.Distribuigéo diaria dos alimentos oferecidos aos grupos sedentarios cafeteria (SCa) e

sedentarios cafeteria fibras (SCaF)

Dia da semana

Alimentos

Segunda-feira

Mortadela, marshmallow, chips bacon, bolacha waffer e racdo

Terca-feira

Bolacha recheada, chips queijo, racdo, salsicha e racdo

Quarta-feira

Pdo francés, racdo, mortadela, chips queijo e racéo

Quinta-feira Mortadela, bolacha waffer, pagoca, chips bacon e ragédo
Sexta-feira Bolacha recheada, salsicha, chips queijo, ragdo, geléia de mocoto e racéo
Sébado Bolacha recheada, salsicha, chips queijo, racdo, geléia de mocoto e racéo

Domingo

Bolacha recheada, salsicha, chips queijo, racdo, geléia de mocoto e racéo
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Tabela 2. Caracteristicas dos anticorpos primarios e secundarios utilizados para analises

imunohistoquimicas.

Anticorpo 1° Fornecedor Diluicéo Anticorpo 2°*
Anti-HuC/HuD Invitrogen, USA 1:500 Alexa fluor 546
(camundongo) (anti-camundongo)
Anti-S-100 Sigma, USA 1:500 Alexa fluor 488
(coelho) (anti-coelho)
Anti-nNOS Santa Cruz 1:500 Alexa fluor 488
(coelho) Biotechnology, USA (anti-coelho)
Anti-ChAT Millipore, USA 1:30 Alexa fluor 546
(cabra) (anti-cabra)

*Os anticorpos secundarios foram utilizados com dilui¢do de 1:500 e fornecidos pela Invitrogen, USA.
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Tabela 3. Consumo alimentar (g), consumo caldrico (kcal), peso corporal final (g), ganho de massa
corporal (g), somatdria do peso absoluto dos tecidos adiposos (X T.A.) retroperitonial, periepididimal
e mesenteérico (g) e peso relativo dos tecidos adiposos retroperitonial, periepididimal e mesentérico
(gramas/100g de massa corporal) de ratos dos grupos sedentarios (S), sedentarios cafeteria (SCa),
sedentarios fibras (SF), e sedentarios cafeteria fibras (SCaF). Os valores sdo expressos como media +

erro padréo (n=5).

S SCa SF SCaF
Consumo alimentar 26,26+0,50a 26,98+0,54a 23,44+0,51b 26,94+0,36a
Consumo calérico 77,70+1,5a 100,5+3,30b 72,4412 71a 97,39+2,35b
Peso Corporal 488,4+21,87a,b  519,0+19,97a  402,2+18,19b  522,2+16,35a
Ganho de massa corporal 229,6+21,11a 276,8+£16,75a  140,7£19,27b  268,0£15,14a
X T. A 18,96+2,45a 44,44+3,65b 14,41+0,70a 33,44+1,58b
T.A. retroperitonial 1,92+0,20a 4,19+0,43b 1,47+0,15a 3,37+0,21b
T. A. periepididimal 2,11+0,27a 3,83+0,35b 1,36+0,09a 2,85+0,22b
T. A. mesentérico 1,38+0,17a 2,80+0,12b 0,77+0,07c 2,06+0,15d

*Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)
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Tabela 4. Area do intestino delgado (ID) (cm?), espessura da tinica muscular (T.M.) (um) e n(imero
médios de neurdnios do plexomioentérico do jejuno de ratos marcados em 9,25 mm? por técnica de
histoquimica: NADH-diaforase positivos; e imunohistoquimica:HuC/D (populacdo geral), nNOS
(subpopulagédo nitrérgicas) e ChAT (subpopulagdo colinérgica); e ceélulas da glia entérica
imunomarcadas (S100) de ratos dos grupos sedentarios (S), sedentarios cafeteria (SCa), sedentarios

fibras (SF) e sedentéarios cafeteria fibras (SCaF). Os valores sdo expressos como média + erro padréo

(n=5).
S SCa SF SCaF
Areado ID 105,0+2,50a 105,3+3,80a 105,9+9,11a 89,9+4,93a
T. M. 68,63+0,50a 58,63+0,61b 67,73+0,58a 71,87+0,73c
NADH 1013+29,06a 999,0+30,77a 915,8+44,05a 917,0+37,82a
HuC/D 1123+45,13a 1257+50,67a 1244+89,42a 1249+95,81a
nNOS 287,616,572 281,8+6,43a 278,0£17,73a 281,6+7,25a
ChAT 785,0+9,43a 816,2+9,35a 818,4+6,56a 813,8+12,99%a
S100 1587+87,75a 1859+86,06a 1716+123,40a 17941141 4a

*Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)
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Tabela 5.Perfil celular (area) de neurdnios HUC/D, nNOS, ChAT, NADH e glia entérica (um?)de
ratos dos grupos sedentarios (S), sedentarios cafeteria (SCa), sedentarios fibras (SF) e sedentarios

cafeteria fibras (SCaF). Os valores sdo expressos como média + erro padrdo (n=5).

S SCa SF SCaF
HuC/D 264,0+3,75a 263,3+2,94a 265,7+3,93a 268,8+3,05a
ChaT 264,4+3,90a 265,4+3,41a 253,5+3,69a 252,5+1,87a
nNOS 251,8+2,63a 249,7+1,66a 271,1+1,09b 267,7+3,79b
NADH 207,5+3,44a 210,9+1,80a 207,3+4,28a 209,2+4,29a
S100 82,36+0,99a 83,04+0,79a 82,52+1,51a 83,28+1,48a

*Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)



Fig. 1. Neurbnios do plexo mioentérico do jejuno de ratos. (A) Populacdo neuronal geral HUC/D; (B) Glia entérica (S100); (C) Sobreposicéo das

imagens A e B; (D) Subpopulagéo colinérgica (ChAT); (E) Subpopulagéo nitrérgica nNOS; (F) Sobreposicéo das imagens E e F.
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