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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de dietas com amidos resistentes na prevencao da ocorréncia e/ou
gravidade da colite pseudomembranosa de animais tratados com e sem 0 antibi6tico tetraciclina. O experimento foi
realizado com 20 ratos wistar fémeas, divididos em quatro grupos que receberam diferentes dietas: amido pré-
gelatinizado com 9,5% de amido resistente; amido pré-gelatinizado com 9,5% de amido resistente e tetraciclina;
amido pré-gelatinizado e amido resistente com 18,1% de amido resistente e amido pré-gelatinizado e amido resistente
com 18,1% de amido resistente e tetraciclina. O peso, consumo de ragdo e agua foram monitorados durante 21 dias e
realizado analise de colesterol total, triglicerideos e glicogénio hepatico, muscular e cardiaco. Foi realizado analise
histolégica de coloragdo pela hematoxilina-eosina e pelo acido periddico de Schiff do intestino grosso dos animais. Os
resultados demonstraram alteragdes na citoarquitetura do colo intestinal dos animais, que variaram de acordo com o
tratamento a que foram submetidos, mostrando desde atrofia da mucosa nos animais que receberam tetraciclina, a
formacdo de edema e congestionamento de vasos na submucosa nos animais alimentados com 18,1% de amido
resistente e a presenca de debris celulares na luz do 6rgéo e perda da bordadura em escova quando este foi associado a
tetraciclina, demonstrando modificagdes na absorcdo e no funcionamento intestinal dos animais, 0 que contribui para
a perda de homeostasia do 6rgéo.

Palavras-chave: Amido resistente; Dietas experimentais; Anélise histol6gica; Triglicerideos; Glicogénio; Colesterol.

1


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i11.34080
mailto:mmariana.pelissari@yahoo.com.br

Research, Society and Development, v. 11, n. 11, e494111134080, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i11.34080

Abstract

This study aimed to evaluate the effect of diets with resistant starches in preventing the occurrence and/or severity of
pseudomembranous colitis in animals treated with and without the antibiotic tetracycline. The experiment was carried
out with 20 female Wistar rats, divided into four groups that received different diets: pregelatinized starch with 9.5%
resistant starch; pregelatinized starch with 9.5% resistant starch and tetracycline; pregelatinized starch and resistant
starch with 18.1% resistant starch and pregelatinized starch and resistant starch with 18.1% resistant starch and
tetracycline. Weight, feed and water consumption were monitored for 21 days and analysis of total cholesterol,
triglycerides and liver, muscle and cardiac glycogen were performed. Histological analysis of staining by
hematoxylin-eosin and periodic acid Schiff of the animals' large intestine was performed. The results showed changes
in the cytoarchitecture of the intestinal colon of the animals, which varied according to the treatment to which they
were submitted, showing from mucosal atrophy in animals that received tetracycline, the formation of edema and
congestion of vessels in the submucosa in animals fed 18 .1% of resistant starch and the presence of cellular debris in
the lumen of the organ and loss of brush border when it was associated with tetracycline, demonstrating changes in
the absorption and intestinal functioning of the animals, which contributes to the loss of organ homeostasis.
Keywords: Resistant starch; Experimental diets; Histological analysis; Triglycerides; Glycogen; Cholesterol.

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de las dietas con almidones resistentes en la prevencion de la
aparicion y/o gravedad de la colitis pseudomembranosa en animales tratados con y sin el antibiotico tetraciclina. El
experimento se realizd con 20 ratas Wistar hembra, divididas en cuatro grupos que recibieron diferentes dietas:
almiddn pregelatinizado con 9,5% de almidoén resistente; almidén pregelatinizado con 9,5% de almidon resistente y
tetraciclina; almidén pregelatinizado y almidén resistente con 18,1% de almiddn resistente y almidon pregelatinizado
y almidén resistente con 18,1% de almiddn resistente y tetraciclina. Se control6 el peso, el consumo de alimento y
agua durante 21 dias y se realizaron analisis de colesterol total, triglicéridos y glucgeno hepéatico, muscular y
cardiaco. Se realizé el andlisis histolégico de la tincion con hematoxilina-eosina y acido peryodico de Schiff del
intestino grueso de los animales. Los resultados mostraron cambios en la citoarquitectura del colon intestinal de los
animales, la cual varié de acuerdo al tratamiento al que fueron sometidos, mostrdndose desde atrofia mucosa en
animales que recibieron tetraciclina, formacién de edema y congestion de vasos en la submucosa en animales
alimentado con 18,1% de almiddn resistente y la presencia de restos celulares en la luz del 6rgano y pérdida del borde
en cepillo cuando se asoci6 con tetraciclina, demostrando cambios en la absorcién y funcionamiento intestinal de los
animales, lo que contribuye a la pérdida de homeostasis de érganos.

Palabras clave: Almidén resistente; Dietas experimentales; Analisis histologico; Triglicéridos; Glucogeno;
Colesterol.

1. Introducéo

O amido desempenha um papel importante na nutricdo humana fornecendo energia metabdlica que permite ao corpo
desempenhar suas diferentes fungbes (Liu et al., 2005). Nutricionalmente, 0 amido pode ser agrupado com base em sua taxa e
extensdo da digestdo em amido de digestdo rapida (ADR), amido de digestdo lenta (ADL) e amido resistente (AR) (Englyst et
al., 1992). Recentemente, o consumo de AR tem ganhado cada vez mais atencdo devido aos seus beneficios promotores da
salide e as suas propriedades funcionais, pois ele resiste a acdo das enzimas digestivas humanas e pode ser fermentado no
intestino grosso pela microbiota (Gonzalez-Soto et al., 2004; Fuentes-Zaragoza et al., 2011).

A incorporagdo de AR na dieta € uma das formas de diminuir o indice glicémico dos alimentos (Agama-Acevedo et
al., 2012; Odenigbo et al., 2013). Como uma porcdo do AR pode ser lentamente decomposto em todo o intestino delgado, pode
haver liberacao lenta de glicose, levando a reducéo da resposta pds-prandial, promogdo da regulagdo da glicose no diabetes e
controle do peso corporal dos obesos, reduzindo as respostas glicémicas e insulinémicas aos alimentos (Jideani et al., 2011).
Apesar de ser considerado fibra alimentar, ainda ndo estd bem estabelecido se ele pode ser usado nas mesmas concentragcdes
que a fibra, incluindo o fato de que ele pode estar em cinco diferentes formas (AR tipo 1, AR tipo 2, AR tipo 3, AR tipo 4 e
AR tipo5) (Englyst et al., 1992; Liu, 2005).

A capacidade do AR de prevenir doencas como diabetes, obesidade, cancer e inflamagdo no célon vem sendo
investigadas. Sun et al. (2018) relataram que uma dieta com AR2 (amido cru fisicamente inacessivel) produziu efeitos
antidiabéticos ao melhorar a disfuncdo pancreatica em ratos diabéticos tipo 2. Haenen et al. (2013) descobriram que uma dieta

rica em AR pode modular a composicdo da microbiota e as concentraces de acidos graxos de cadeia curta. J& Alves et al.
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(2021) demonstraram que a dieta com 20% de AR3 induziu modifica¢des tanto no metabolismo de lipidios quanto no de
carboidratos, sendo que a dieta com maior quantidade de AR3 demonstrou manter os niveis de glicogénio hepatico, diminuir o
glicogénio muscular e os lipideos circulantes e aumentar a oxidagdo muscular dos &cidos graxos levando a diminui¢do na
sintese e aumento do catabolismo destes substratos pelo organismo.

Os efeitos das fibras tanto solGveis quanto insollveis no sistema digestorio ja estdo bem estabelecidos (Bernaud &
Rodrigues, 2013), que vao desde aumento da saciedade, com digestdo mais lenta de nutrientes, aumento da motilidade
intestinal, necessidade de aumento de consumo de agua e em alguns casos, ocorre a interferéncia da fibra na absorcdo de
medicamentos. O uso de antibi6ticos é a causa mais comum de mudangas na microbiota intestinal normal, podendo ocasionar
doencas como a colite pseudomembranosa (CPM). A colite pseudomembranosa se caracteriza pela presenca, na mucosa do
célon com severa inflamacéo, de placas amarelas/esbranquicadas ou pseudomembranas formadas por exsudado inflamatério,
constituido por fibrina, muco, neutréfilos e células epiteliais necrosadas (Rodriguez-Pardo et al, 2013). Antes da era dos
antibidticos, a colite pseudomembranosa era considerada basicamente uma complicagdo da cirurgia intestinal. Apds a
introducéo de antibioticos, no inicio da década de 1950, reconheceu-se que a administracdo dessas drogas, principalmente de
tetraciclina e cloranfenicol, predispde a colite pseudomembranosa (Rubin & Farber, 2002). Os antibidticos tém desempenhado
um papel fundamental no controle de doengas infecciosas em humanos, no entanto o uso indiscriminado tem aumentado ao
longo do tempo, sendo que h& muitos riscos quanto aos efeitos adversos, que devem ser monitorados durante todo o
tratamento.

Considerando esses fatores e a importancia que o amido resistente tem demonstrado em intervencdes dietéticas, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de dietas com amidos resistentes na prevengdo da ocorréncia e/ou

gravidade da colite pseudomebranosa de animais tratados com e sem antibidtico tetraciclina.

2. Metodologia
2.1 Matéria-prima e animais

O amido de milho natural foi doado pela CornProducts®. O amido de milho resistente (HI-MAIZE® 260, amido
R2) foi doado pela National Starch Food Innovation®. A mistura de vitaminas e de sais minerais foi doada pela Agroceres® e
todos os outros ingredientes utilizados foram de pureza analitica.

Foram usados 20 ratos Wistar fémeas, recém desmamadas, com 21 dias, adquiridos do Biotério Central da
Unicamp/CEMIB. Durante todo o experimento os animais foram mantidos em gaiolas individuais em ambiente controlado
(temperatura 21+1 °C e ciclo claro/escuro de 12 horas com acesso ad libitum a dieta e 4gua durante 15 dias). Os animais foram
divididos em quatro grupos e submetidos a diferentes dietas. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais
da Uniararas, Brasil, sob o protocolo n® 109/2006, e os animais manuseados de acordo com os Principios Eticos para Pesquisa

Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal.

2.2 Composi¢do quimica e producao das dietas

A composi¢do dos amidos utilizados nesse estudo foi realizada anteriormente pelos mesmos pesquisadores (Alves et
al., 2021). O amido pré-gelatinizado para uso nas dietas foi cozido em autoclave a uma temperatura de 121°C, por 30 minutos
na proporcao 1:8 (amido:agua). Ap6s o preparo, a mistura foi seca em estufa de circulacdo de ar a 60°C, por 24 horas, ap6s
secagem, 0 amido pré-gelatinizado foi moido e determinado o teor de amido resistente (Gofii et al., 1996).

Foram elaboradas 4 dietas (Figura 1) segundo normas do AIN-93 (Reeves et al., 1993). Nas dietas APG e APG+T foi
usado o amido pré-gelatinizado, contendo 9,5% de amido resistente que junto com a celulose, corresponde a um teor de fibras

totais de 17,5%. Nas dietas AR e AR+T foi usado amido pré-gelatinizado e amido resistente, para atingir 18,1% de AR, com

3


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i11.34080

Research, Society and Development, v. 11, n. 11, e494111134080, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i11.34080

um total de 26,1% de fibras totais. Todas as dietas estdo dentro das recomendacfes da American Diabetes Association (ADA,
1993), que varia de 15 a 30% de fibras.

As dietas foram preparadas pela mistura dos ingredientes em batedeira ndo industrial com adi¢do de agua até formar
uma liga, da qual se prepararam pequenos bolos que foram secos a 50°C por 36 horas. Apds a preparacéo, a ragdo foi mantida
refrigerada até ao momento de ser oferecida aos animais.

Figura 1. Grupo dos animais e composicdo de macronutrientes das respectivas dietas.

DIETAAPG
Amado prégelatmzado

DIETAAPGHT
Amado progelatmizado

DIETAARP
Amado resistente ¢
amedo prégelatmezado

DIETAARP+T
Amndo reswstsnie ¢
ammdo prégelatinzado

Tetraoxclma
l Tetracchna

Nutrientes (g/1000g) 1 '
Amudo p:':ixu mizado 600 00 600 200
Amxdo resistente 0 200 0 200
Celulose =0 80 =0 80
Cascina 200 200 200 200
Sars muneras 35 35 i 335
Vitamunass i5 IS 1S 15
Oko de Milbo 70 70 0 70

sdc AR 9.5 11 95 18.1
Aantibsitico Tetraoxcima®™ nio o 20 maKe 20 meKe

Fonte: Autores.

Todas as dietas continham as mesmas concentragdes de sais minerais e vitaminas, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Composigéo de micronutrientes das dietas.

Micronutriente Quantidade/kg de racéo Micronutriente Quantidade/kg de racéo

Vitamina A 12.000 UI Acido Félico 1 mg
Vitamina D 3.180 Ul Biotina 0,05 mg
Vitamina E 30 mg Ferro 50 mg
Vitamina K 3mg Zinco 60 mg
Vitamina B1 5mg Cobre 10 mg
Vitamina B2 6 mg lodo 2mg
Vitamina B6 7mg Manganés 60 mg
Vitamina B12 20 ug Selénio 0,05 mg
Niacina 60 mg Cobalto 1,5mg
Acido Pantoténico 20 mg

* Conforme descrito por Reeves et al. (1993). Fonte: Autores.

2.3 Protocolo experimental

Os quatro grupos de animais foram submetidos a uma fase de adaptagdo de quatro dias, onde foi oferecido aos
animais as dietas descritas (Figura 1), com excecdo do antibidtico tetraciclina. Ap6s esse periodo, foi iniciada a fase de
experimentacdo, com duracédo de 10 dias.

Os animais foram pesados diariamente e também houve monitoramento do consumo de ragao e agua. Os animais dos
grupos APG+T e ARP+T receberam pelo método de gavagem, uma vez ao dia durante 9 dias, uma aliquota (0,1 mL/10g p.c)

(Ribeiro et al., 2003) de agua potavel, contendo a tetraciclina na concentragdo desejada para uso veterinario em animais de
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pequeno porte de 20 mg/Kg (Vieira & Pinheiro, 2004). Os animais dos grupos APG e ARP receberam apenas agua, para que
os animais fossem expostos as mesmas condicdes de estresse. No final do experimento, os animais foram anestesiados com
tiopental (1 mL de uma solugdo 2%) e o sangue extraido por pungdo cardiaca. Em seguida foram extraidos o musculo
gastrocnémico, o figado, o coracdo, e parte do intestino grosso. Com o sangue foi preparado soro por coagulagdo a 37° C por
30 minutos.

2.4 Bioquimica

O colesterol total e os triglicerideos foram determinados por espectrofotometria através de kits comerciais da
Laborlab®. Os resultados foram expressos em mg.dL de plasma. A concentragdo de glicogénio muscular, hepatico e cardiaco
foi determinada utilizando o método proposto por Lo et al. (1970). Utilizou-se 200 mg de tecido tratado com 1 mL de KOH
30% saturado com Na,SO4, por alguns minutos em banho-maria fervente até a dissolu¢do total do tecido. Apds extra¢do com 2
mL de etanol, esperou-se 10 minutos para precipitar o carboidrato, ficando apenas o glicogénio. Posteriormente, o
sobrenadante foi retirado por centrifugacdo a 3000rpm por 15 minutos, ficando apenas o glicogénio no fundo do tubo. Apds
adicdo de 4 mL de agua a amostra foi agitada e 100mL transferido para um tubo de ensaio e acrescentado 500 pL de fenol a

0,1% e 2 mL de H2SOa4. A concentracdo de glicose foi determinada no espectrofotdmetro em comprimento de onda de 420 nm.

2.5 Histologia

Ao término do tratamento, todos os animais foram anestesiados via intraperitoneal com xilasina (1mg/kg) e ketamina
(8mag/kg) e foi realizada laparotomia medial, rebatendo-se a arcada dorsal e amostras de por¢des do intestino foram coletadas.
Apos a dissecacdo, os fragmentos foram banhados na solugéo fixadora de formol a 10% em tamp&o Millonig pH 7,4 durante
24h a temperatura ambiente. Em seguida, os fragmentos foram desidratados, diafanizados e embebidos em Paraplast(] (Merck).
Cortes transversais com 6 [m de espessura foram tratados pelas técnicas de Hematoxilina/Eosina (HE) para histologia de rotina
e Periodico Acido-Schiff (PAS) para evidenciagdo dos glicoconjugados (Becak & Paullete, 1976; Behmer et al., 2003). Os

preparados foram observados e documentados em Fotomicroscopio Leica DM2000.

2.6 Estatistica
Os resultados apresentados do consumo da racéo e dgua foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) e teste

de Tukey (p<0,05). Os resultados das demais andlises foram apresentadas em graficos do tipo “Box-Plot”.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Peso dos animais, consumo de ragao e consumo de dgua

Em relagdo ao peso dos animais (Figura 2), foi observado que os animais que receberam a dieta APG (9,5% AR),
apresentaram menor ganho de peso, tendo um ligeiro aumento quando se administrou tetraciclina (dieta APG+T), ja nas dietas

com 18,1% de AR (grupos ARP e ARP+T) a tetraciclina levou a uma diminui¢do no ganho de peso.
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Figura 2. Variacdo no peso dos animais tratados com as dietas APG (A), ARP (B), APG+T (C), ARP+T (D) no periodo de
adaptacéo (4 dias) e experimentacéo (10 dias).
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Fonte: Autores.

A Tabela 2 apresenta o consumo de racdo e agua dos animais em um periodo de 14 dias. Na fase de experimentacao,
0s animais com dieta APG (menor teor de AR), tiveram menor consumo de racdo em relagdo ao grupo ARP (maior
concentracdo AR), porém o uso da tetraciclina na dieta APG+T, levou ao aumento do consumo de ragdo, sendo que este
consumo é semelhante aos animais das dietas ARP e ARP+T. Isto pode ser relacionado as tetraciclinas, visto que sdo usadas
como ativadores do crescimento de gado, ou seja, estimulam o aumento do consumo de ragdo (Pereira-Maia et al., 2010).
Quanto ao consumo de agua ndo houve diferenca significativa entre nenhum dos grupos. A oscilacdo do comportamento dos
dados deve estar relacionada a maior ou menor atividade dos animais, o que ndo foi controlado. Além disso, 0 consumo real
depende de varios fatores, como variacdo da temperatura didria, umidade relativa, horéario do dia e estado de salde (Prado-
Silva et al., 2014).

Tabela 2. Consumo de racao e dgua dos animais durante o experimento.

Consumo Dietas
APG ARP APG+T ARP+T
Racéo (g/dia) 28,63 + 9,25° 42,13 + 15,092 31,43 + 7,93 37,87 + 12,52%
Agua (mL/dia) 72,69 + 25,63 82,69 + 28,18™ 81,54 + 26,41" 82,69 + 25,63

Meédias seguidas de letras diferentes nas linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), ns = ndo significativo. Fonte: Autores.
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3.2 Analises bioquimicas

Na Figura 3, foi apresentado as dosagens de glicogénio hepatico, cardiaco e muscular. O glicogénio hepético das
dietas APG+T e ARP+T em que os animais fizeram uso de tetraciclina foram maiores que 0s seus respectivos controles (APG
e ARP), indicando que a tetraciclina influéncia no aumento de glicogénio hepatico. Para o glicogénio cardiaco (Figura 3B), os
dados mostraram que a dieta ARP levou a diminui¢do na sua concentracdo. Ja na presenca de tetraciclina (APG+T), houve um
ligeiro aumento em relacdo a APG, indicando efeito da tetraciclina no aumento do glicogénio cardiaco. Os resultados
referentes ao glicogénio muscular (Figura 3C) demonstram que os grupos tratados com tetraciclina apresentaram maior
variacdo nos dados, com uma tendéncia a aumento no glicogénio muscular, confirmando os resultados em relagéo ao efeito da
tetraciclina no aumento do glicogénio hepatico e cardiaco. Os efeitos da tetraciclina sobre o metabolismo do glicogénio podem
estar relacionados com alteragBes no metabolismo hepatico (Hardamam & Limbird, 2001), o que pode ocasionar perda e/ou
diminuicdo da atividade da enzima glicogénio fosforilase.

Os resultados do colesterol total mostrados na Figura 2D indicam que a dieta ARP ocasionou diminui¢&o nos niveis
plasmaticos de colesterol em relagdo a dieta APG, porém foi verificado que os dois grupos de animais tratados com tetraciclina
apresentam tendéncia a aumento no colesterol total. Alves et al. (2021) avaliaram o efeito do amido resistente no metabolismo
de lipideos e de carboidratos em ratos machos Wistar e demonstraram que a dieta com maior quantidade de AR levou a
diminuicdo dos lipideos circulantes. A concentracdo de triglicérides no plasma diminui com o aumento da concentracdo de AR
na dieta e o uso da tetraciclina também levou a diminuig8o dos niveis de triglicerideos no plasma em ambas as dietas (APG+T
e ARP+T).

A diminuicdo do colesterol total e triglicerideos plasmaticos na dieta ARP (18,1% de AR), possivelmente esta
relacionada a absorcdo mais lenta da dieta pelo organismo, a presenca de AR, que nado é digerido pelo intestino, causa reducao
da glicemia e da concentracéo de &cidos graxos livres e dos niveis de colesterol plasmético (Ribeiro et al., 2019). Além disso,
mantem baixa a razdo insulina/glucagon e como consequéncia diminui a atividade das enzimas chaves do metabolismo de

sintese do colesterol (HMG-CoA redutase) e dos acidos graxos (Acetil-CoA carboxilase) (Prabhakar et al., 2015).
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Figura 3. Concentracédo de glicogénio hepatico (3A), cardiaco (3B) e muscular (3C), colesterol total (3D) e triglicerideos (3E)

dos animais tratados com as dietas APG, ARP, APG+T e ARP+T ao final de 10 dias de experimento.
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Fonte: Autores.

3.3 Andlises histoldgicas

Apos coloragdo com hematoxilina-eosina (Figura 4), as secc¢Oes histologicas de intestino grosso dos animais tratados
com racdo rica em amido pré-gelatinizado (APG) mostraram mucosa com aspecto normal, apresentando criptas de Liberkihn,
compostas de células colunares absortivas e abundantes células caliciformes, bastante longas. A lamina propria se apresentou
rica em células e a camada submucosa formada por tecido conjuntivo frouxo, seguido da camada muscular e da serosa (Figura
4A e B). Nos animais que receberam a mesma racdo, porém, submetidos a tratamento com tetraciclina (APG+T) (Figura 4C),
pode ser observado que a ldmina prdpria se mostrou reduzida e a camada submucosa mostrou regides com fibroplasia, com
tendéncia a tecido conjuntivo denso (seta). No grupo em que os animais foram tratados com ragcdo com amido resistente (ARP)
pode ser observada tendéncia a atrofia da mucosa e na camada submucosa a presenca de vasos congestos, denotando processo
inflamatorio agudo (Figura 4D). Quando os animais foram tratados com amido resistente e tetraciclina (ARP+T) (Figura 4E e
F) foi verificada nitida atrofia da mucosa, presenca de edema e vasos congestos na submucosa, além da presenca de debris

celulares na luz do 6rgéo (seta).
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Figura 4. Seccoes histologicas de intestino grosso coradas com hematoxilina/eosina de animais tratados com a dieta APG (A e
B — seta nas células caliciformes), com APG+T (C), com ARP (D - seta nos vasos congestos) e ARP+T (E — seta nas células
caliciformes e F — seta nos restos de material celular). As medidas refletem a altura das criptas, do espaco entre elas e da

espessura da camada submucosa para comparagéo.

Fonte: Autores.

Apos a técnica de P.A.S. (Figura 5), observou-se, nas seccdes dos animais que receberam apenas a ragdo com amido
pré-gelatinizado (APG), a presenga evidente células caliciformes, mostrando citiarquitetura normal (Figura 5A). Quando
submetidos a tratamento com tetraciclina (APG+T), o colo dos animais apresentou a mucosa com algumas areas lesadas (seta)
e a perda de material celular no ltmen do érgéao (Figura 5B). Apos a administragdo da racdo com amido resistente (ARP), pode
ser notada atrofia da lamina proépria (Figura 5C) e, aumento na submucosa devido a formacdo de edema (Figura 5D) (setas —

células caliciformes). Com a administracdo da tetraciclina (ARP+T) (Figura 5E) foi possivel verificar que o quadro anterior se
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mantém e que apareceu na luz do tubo intestinal restos de material celular proveniente da perda de integridade do epitélio,

assim como da bordadura em escova e fibroplasia da submucosa (Figura 5F— ponta de seta).

Figura 5. Secgdes histoldgicas de intestino grosso submetidas a técnica de P.A.S. de animais tratados com a dieta APG (A),
com APG+T (B - seta onde houve perda do epitélio e C) com ARP (D ) e com ARP+T (E e F - seta nas células caliciformes no

lumen).

Fonte: Autores.

A alimentacdo e o modo de vida dos individuos, correlaciona-se com as patologias que podem desenvolver, e muitas
580 as pesquisas que minimizam esses efeitos e melhoram a qualidade de vida. A utilizacdo de amido resistente na dieta visa
minimizar os efeitos deletérios da ingestdo de alimentos ricos em proteinas e outros tipos de carboidratos e um dos maiores

alvos é combater a carcinogénese (Prado-Silva et al., 2014). Os mecanismos que contribuem para 0 aumento de risco de
10
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desenvolvimento de cancer colorretal sdo incertos, mas devem estar relacionados a atuacdo de agentes genotoxicos no colon
(Toden et al., 2006). Tramonte et al. (2004), avaliaram as altera¢cGes da mucosa intestinal, por métodos histomorfométricos,
apos inducdo de sepse abdominal aguda em ratas e relataram, que a mucosa do intestino grosso é menos responsiva a
alterac@es tanto experimentais quanto clinicas, quando comparada a mucosa do intestino delgado.

Pacientes com colite ulcerativa parecem ter um risco aumentado para cancer colorretal e hepatico, assim como de
leucemia (Hemminki et al., 2008). Drogas anti-inflamatorias sdo efetivas na prevencdo de cancer colorretal, todavia, devido
aos efeitos colaterais, o uso prolongado dessas drogas ndo é recomendado. Promover o0 aumento no contelido de acidos graxos
polinsaturados, tipo dmega-3, no célon, induz reducdo na inflamacdo em animais e humanos, prevenindo o cancer colorretal,
pois é capaz de diminuir a atividade do fator nuclear Kappa B (NF-KAppaB), aumentar a expressdo de fator de crescimento
beta no colon e diminuir a expressdo de éxido-nitrico-sintetase em tumores dos animais (Nowak et al. 2007). Foi demonstrado
que a sinvastatina inibe o fator NF-kappaB em células epiteliais intestinais humanas, minimizando quadro de colite, induzindo
a apoptose e suprimindo a angiogénese, de forma que inibe o desenvolvimento de cancer de célon (Cho et al., 2008).

Mudangas no ambiente luminal em resposta a presenca de amido e/ou proteina no cdlon sdo bastante complexas e
podem estar relacionadas ao risco de cancer (Le Leu et al. 2007). O AR influencia favoravelmente o ambiente luminal coldnico
promovendo o aumento na producdo de butirato e redugdo de enzimas bacterianas prejudiciais e produtos de fermentacéo
protéica, reduzindo, assim, o risco de cancer de c6lon. J& um contetido protéico aumentado no cdlon, aumenta o acimulo de
produtos potencialmente prejudiciais como aminoacidos aromaéticos, o que estd associado ao aumento de risco para a
carcinogénese. Todavia, a associacdo de amido resistente reduz esses acimulos e protege contra a tumorigénese, aumentando a
concentracdo de acidos graxos de cadeias curtas (AGCC), incluindo butirato, e diminuindo a producdo de produtos de
fermentagdo protéica, potencialmente toxicos (Le Leu at al., 2007).

Essas observacdes sdo corroboradas por Toden et al. (2007) que demonstraram a reverséo, promovida por alimentagdo
rica em AR, dos danos no DNA de colondcitos de ratos causados por dieta rica em caseina e soja. Bauer-Marinovic et al.
(2006) concluiram que o tratamento com amido resistente R3 preveniu a carcinogénese de célon por induzir aumento na
apoptose de células danificadas e mudangas no pardmetro de desdiferenciacdo da mucosa coldnica. Esses eventos se devem,
principalmente, a formacdo de acidos graxos de cadeias curtas (AGCC), especialmente o butirato, considerado como um
protetor contra o cancer de célon por induzir apoptose e controlar a expressdo de proteinas envolvidas na desdiferenciacdo de
células tumorais em cultura.

Ha descricdes de que ratos que sofreram inducéo de colite por acido sulfonico trinitrobenzénico (TNBS) e que foram
alimentados com amido resistente mostraram maior produ¢do de AGCC, aumento no contedo de mucina fecal e cecal e no
conteido de acido nucléico e proteina na mucosa do célon, reduzindo a permeabilidade da mesma (Morita et al., 2004). A
perda da integridade da mucosa, com consequente liberacdo de células na luz do rgédo, pode refletir a resposta do érgéo pelo
aumento de apoptose das células danificadas e, se o tratamento tivesse sido um pouco mais prolongado, talvez fosse possivel
observar areas de regeneracdo tecidual nos animais tratados com amido resistente. Além disso, é provavel que modificacdes
morfo-fisiol6gicas ndo tenham sido percebidas pelos métodos empregados, sendo assim, estudos posteriores, que avaliem
outros parametros como a produgdo de AGCC ou a expressao de fatores como o NF-kappaB sejam necessarios para evidenciar
alteracOes celulares que precedem as teciduais.

Quando tratados com tetraciclina, mesmo com a dieta APG composta de 9,5% de AR, pode ser observada que as
criptas pareceram mais curtas e que a lamina prépria se mostrou reduzida como que se essa mucosa estivesse respondendo a
uma agressdo, na tentativa de se reconstituir. Apds serem submetidos a uma dieta com alto teor de AR (18,1%), houve
formacdo de um quadro de edema e o congestionamento de vasos na submucosa, caracterizando processo inflamatério agudo,

que favorece o recrutamento de células de defesa imunoldgica para a regido afetada. Quando receberam a dieta ARP+T, foi
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observado presenca de debris celulares na luz do 6rgdo, talvez relacionadas com a perda da integridade tecidual da mucosa
intestinal que, em algumas regides, apresentou perda da bordadura em escova, de células caliciformes e absortivas, 0 que
provavelmente comprometeu a absorgdo e o funcionamento do 6rgdo. Esses achados podem ser indicativos de colite
pseudomenranosa, no entanto, a duracéo do experimento foi relativamente curta de forma que pode ndo ter havido tempo para
que outras respostas teciduais pudessem ser observadas.

4. Concluséo

Através dos métodos histologicos empregados neste estudo foi possivel identificar uma série de alteragdes na
citoarquitetura do colo intestinal dos animais, de acordo com o tratamento a que foram submetidos. essas alteragBes variaram
desde atrofia da mucosa, nos animais que receberam tetraciclina, formacdo de edema e congestionamento de vasos na
submucosa nos animais alimentados com 18,1% de AR até a presenca de debris celulares na luz do 6rgéo e perda da bordadura
em escova quando associado a tetraciclina. O amido resistente teve efeito protetor na mucosa do célon quando administrado na
concentracdo de 9,5%. Esses achados sdo indicativos de modificacdo na absor¢do e no funcionamento intestinal o que contribui
para a perda de homeostasia do 6érgdo. Torna-se necessario estabelecer as concentracBes de consumo para melhor
aproveitamento dos efeitos benéficos do amido resistente na dieta.
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