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RESUMO

A desnutricdo € ainda um dos problemas mais devastadores em todo mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento. Diversos 6rgaos sdo afetados por esta doenca,
dentre eles o intestino, o que agrava ainda mais o estado de deplecdo do organismo. Estudos
experimentais sobre desnutri¢do protéica t€ém demonstrado redugdo da espessura dos estratos
da parede intestinal. Por outro lado, vérios estudos zootécnicos demonstram que o uso de
probidticos tem demonstrado eficidcia para ganho de massa corporal. Em funcdo disso,
objetivou-se analisar morfometricamente a parede do jejuno de ratos desnutridos
proteicamente e suplementados com probidticos. Para tanto, utilizaram-se 16 ratos (Rattus
norvegicus) Wistar, recém-desmamados foram distribuidos em quatro grupos: animais que
receberam a racdo comercial (G1, n = 4); animais que receberam a mesma racao do grupo G1
e foram suplementados com probidticos (G2, n = 4); animais que receberam uma racdo de
com 4% de proteinas (G3, n = 4); animais que receberam a mesma racao do grupo G3 e foram
suplementados com probidticos (G4, n = 4). A cultura probidtica utilizada foi a ABT-4
CHR.HANSEN contendo Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus; Streptococcus salivarius
ssp. Thermophilus; Bifidumbacterium bifidus e Lactobacillus acidhophillus. Apo6s 12
semanas, os animais foram anestesiados para remog¢do do jejuno, o qual foi mensurado quanto
ao seu comprimento e largura, visando calcular sua drea. Anéis intestinais foram submetidos a
rotina de processamento histolégico. Cortes transversais de 3 um foram corados com HE e
técnicas histoquimicas para evidenciacao de glicoconjugados: Periodic Acid Schifff (PAS) +
solucdo de didstase e Alcian Blue (AB) pH 2,5 e pH 1,0. Observou-se que a desnutricao
provocou um menor crescimento do jejuno dos animais desnutridos nao suplementados com
probidticos. Os achados quanto a anélise morfométrica da parede do jejuno demonstraram que
a altura dos enterdcitos aumentou 5,1% nos animais do G2 em relacdo aos do G1. Por outro
lado, ndo houve alteragdo significativa da altura dos enterdcitos entre os animais do G4 e G1 e
houve uma reducdo deste parametro entre os animais do G4 e G2. Quanto a tinica mucosa,
observou-se redu¢ao de sua espessura nos animais do G3 em relacao aos do G1. Verificou-se
também uma reducdo deste estrato da parede intestinal nos animais do G4, porém menos
intensa (7,4%) do que nos do G3 (13,5%), quando comparados aos animais normonutridos



(G1). Além disso, observou-se que nos animais dos grupos que foram suplementados com
probidticos (G2 e G4) houve um aumento da altura dos vilos, independentemente de serem
normonutridos (G2) ou desnutridos (G4). Por outro lado, a largura dos vilos comportou-se de
forma heterogénea, ja que aumentou nos animais do G2 e G3 (quando comparados aos do G1)
e reduziu nos animais do G4 (quando comparados aos do G2 e G3). Quanto as criptas
intestinais, sua profundidade diminuiu nos animais desnutridos sem suplementagdo com
probidticos (G3), contudo nos animais desnutridos que receberam suplementacdo com
probidticos (G4) permaneceram similares as dos animais normonutridos (Gl). A tela
submucosa foi a tinica camada da parede intestinal que ndo sofreu alteracdo morfométrica em
nenhum dos grupos. A espessura da tiinica muscular reduziu em todos os animais desnutridos,
contudo em menor intensidade (10,7%) nos animais suplementados com probiéticos do que
nos animais sem a suplementagdo (18,0%). Como houve aumento da maioria dos parametros
avaliados na parede jejunal dos animais normonutridos e suplementados com probidticos
(G2), observou-se que a espessura total da parede deste 6rgao estava 5,0% maior em relacao
aos animais do G1. Entretanto, nos animais desnutridos e suplementados com probidticos
(G4) verificou-se que alguns componentes da parede intestinal tiveram aumento enquanto
outros reduziram, o que contribuiu, por fim, para que a espessura total da parede deste 6érgao
ndo tivesse nenhuma diferenca significativa em relagdo aos animais normonutridos (G1). A
propor¢ao de células caliciformes em relacao ao nimero de enterdcitos permaneceu inalterada
entre os grupos independentemente das técnicas histoquimicas utilizadas. Dessa forma,
conclui-se que a andlise morfométrica da parede intestinal revelou que a cultura probidtica
utilizada neste estudo provocou hipertrofia de vérios estratos da parede jejunal de animais
normonutridos e diminuiu a atrofia normalmente observada na parede intestinal de animais
desnutridos proteicamente. Além disso, a desnutri¢do e o uso de probidticos ndo alteraram a
relac@o entre o nimero de células caliciformes e o nimero de enterdcitos.

Palavras-chave: desnutricdo protéico-energética; probidticos; sistema digestorio. Intestino;
histologia; morfometria; mucinas.
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ABSTRACT

Malnutrition is still one of most devastating problems around the world, especially in
developing countries. Several organs are affected by such disease, including the
gut, which highly aggravates the state of depletion of the organism. Experimental
studies on protein malnutrition have demonstrated decrease of the thickness of the
strata of the intestinal wall. On the other hand, a number of zootechnical studies
show that the use of probiotics has proven to be efficient to gain body mass.
Therefore, we aimed at analyzing morphometrically the jejunal wall of protein
malnourished rats supplemented with probiotics. Twenty Wistar weanling rats (Rattus
norvegicus) were distributed in four groups: animals fed a commercial diet (G1, n =
5); animals fed the same diet as G1 and supplemented with probiotics (G2, n = 5);
animals fed a 4%-protein diet (G3, n = 5); animals fed the same diet as G3 and
supplemented with probiotics (G4, n = 5). The probiotic culture was ABT-4
CHR.HANSEN containing Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus; Streptococcus
salivarius ssp. Thermophilus; Bifidumbacterium bifidus and Lactobacillus
acidhophillus. After 12 weeks, the animals were anesthesized for the removal of the
jejunum, which was measured with respect to its length and width for the calculation
of its area. Intestinal rings were subjected to histological routine. Transversal cuts (3
um) were stained with HE and histochemical methods to evidence the
glycoconjugates: Periodic Acid Schifff (PAS) + diastase solution and Alcian Blue
(AB), pH 2.5 and pH 1.0. Malnutrition was observed to cause low growth of the
jejunum in malnourished animals not supplemented with probiotics. The findings
regarding the morphometric analysis of the jejunal wall showed that the height of the
enterocytes increased 5.1% in the animals from G2 in relation to those from G1. On
the other hand, there was no significant change in the height of the enterocytes in the
animals from G4 and G1. This parameter was decreased among the animals from
G4 and G2. Decrease of the mucosa thickness was observed in the animals from G3
in relation to those from G1. Decrease of this intestinal wall stratum was also
observed in the animals from G4, however, less intense (7.4%) than in the G3
(13.5%) when compared to the well-nourished animals (G1). Besides, increase of the
villous height, despite of being well-nourished (G2) or malnourished (G4), was
observed in the animals from the groups supplemented with probiotics (G2 and G4).
On the other hand, villous width behaved heterogeneously as it increased in the
animals from G2 and G3 (when compared to G1) and decreased in the animals from
G4 (when compared to G2 and G3). The depth of the intestinal crypts decreased in
the malnourished animals not supplemented with probiotics (G3), although it



remained similar in the well-nourished animals (G1) and the malnourished animals
supplemented with probiotics (G4). The submucosa was the only unchanged layer of
the intestinal wall in any of the groups. The external muscle thickness decreased in
all malnourished animals, however, it was less intense (10.7%) in the animals
supplemented with probiotics than in the animals not supplemented (18.0%). As
there was an increase in most of the parameters evaluated in the jejunal wall in the
well-nourished animals supplemented with probiotics (G2), the total thickness of the
wall in the organ was 5.0% higher than in the animals from G1. However, in the
malnourished animals supplemented with probiotics (G4), some components of the
intestinal wall increased while other decreased, what thus contributed for the total
thickness of the wall in that organ to have presented no significant difference in
relation to the well-nourished animals (G1). The proportion of globet cells in relation
to the number of enterocytes remained unaltered among the groups despite of the
histochemical methods used. Thus, we concluded that the morphometric analysis of
the intestinal wall revealed that the probiotic culture used in this study caused
hypertrophy of several strata in the jejunal wall in the well-nourished and decreased
the atrophy normally observed in the intestinal wall in protein malnourished animals.
Moreover, malnutrition and the use of probiotics did not change the relation between
the number of globet cells and the number of enterocytes.

Key words: Protein-energy malnutrition (PEM); probiotics; digestive system; gut;
histology; morphometry; mucins.
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Analise morfométrica da parede jejunal de ratos desnutridos
proteicamente suplementados com probioticos

Jorge Fernandes de Azevedo', Catchia Hermes'; Dirlene Pereira Lima',
Débora de Mello Gongales Sant'’Ana’, Gilberto Alves', Eduardo José de
Almeida Aratijo’

ABSTRACT.- Azevedo J.F., Hermes C., Lima D.P.,SantAna D.M.G.,
Alves G. & Araujo E.J.A. 2010. Morphometric analysis of the jejunal
wall of protein malnourished rats supplemented with probiotics.
Pesquisa  Veterindria  Brasileira  xX(X):XX-XX. Laboratério  de
Neurogastroenterologia Experimental. Universidade Paranaense, Praca
Mascarenhas de Moraes, 4282. Centro. Umuarama — PR, 87506-140,
Brazil. E-mail: ejaaraujo@gmail.com

To analyze morphometrically the jejunal wall of protein malnourished
rats supplemented with probiotics. Sixteen Wistar weanling rats (Rattus
norvegicus) were distributed in four different groups: animals fed a
commercial diet (G1, n = 4); animals fed the same diet as G1 and
supplemented with probiotics (G2, n = 4); animals fed a 4%-protein diet
(G3, n = 4); animals fed the same diet as G3 and supplemented with
probiotics (G4, n = 4). After 12 weeks, part of the jejunum was removed
and subjected to histological routine. Transversal cuts (3 [Im) were
stained with HE and histochemical methods to evidence glycoconjugates:
Periodic Acid Schiff (PAS) + distase solution and Alcian Blue (AB), pH 2.5
and pH 1.0. Morphometric analysis of the intestinal wall revealed that the
probiotic culture used in this study caused hypertrophy of several strata in
the well-nourished animals and decreased the atrophy normally observed
in the intestinal wall of the protein malnourished animals. Moreover,
malnutrition and the use of probiotics did not change the relation among
caliciform cells and the number of enterocytes.

INDEX TERMS: Protein-energy malnutrition (PEM), probiotics, digestive
system, gut, histology, morphometry, mucins.

RESUMO.- [Analise morfométrica da parede jejunal de ratos desnutridos
proteicamente suplementados com probidticos.] Objetivou-se analisar
morfometricamente a parede do jejuno de ratos desnutridos proteicamente e
suplementados com probi6ticos. Para tanto, utilizaram-se 16 ratos (Rattus
norvegicus) Wistar, recém-desmamados foram distribuidos em quatro grupos:
animais que receberam a racao comercial (G1, n = 4); animais que receberam a
mesma rag¢ao do grupo G1 e foram suplementados com probiodticos (G2, n = 4);
animais que receberam uma dieta com 4% de proteinas (G3, n = 4); animais que
receberam a mesma racdo do grupo G3 e foram suplementados com probiébticos
(G4, n =4).

Received on XXXXXXX, 2010.
Accepted for publication on XXXXXXXXXX.
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Apbés 12 semanas, parte do jejuno foi coletada e submetida a rotina de
processamento histologico. Cortes transversais de 3 um foram corados com HE e
técnicas histoquimicas para evidenciacao de glicoconjugados: Periodic Acid Schifff
(PAS) + solucdao de diastase e Alcian Blue (AB) pH 2,5 e pH 1,0. A andlise
morfométrica da parede intestinal revelou que a cultura probidtica utilizada neste
estudo provocou hipertrofia de varios estratos da parede jejunal de animais
normonutridos e diminuiu a atrofia normalmente observada na parede intestinal de
animais desnutridos proteicamente. Além disso, a desnutricdo e 0 uso de probidticos
nao alteraram a relagdo entre o numero de células caliciformes e o niumero de
enterécitos.

TERMOS DE INDEXACAO: desnutricdo protéico-energética, probiéticos, sistema
digestério, intestino, histologia, morfometria, mucinas.

INTRODUGAO

A desnutrigdo é ainda um dos problemas mais devastadores em todo mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento (Solis et al. 2002, UNICEF 2010).
Além das causas sociais que contribuem para sua prevaléncia e de ser uma das
possiveis consequéncias do envelhecimento, esta doenga também pode ser
desenvolvida em pacientes hospitalizados (Grover & Ee 2009).

Sabe-se que a desnutricdo afeta diversos érgaos, o que geralmente reflete em
reducao do peso corporal (Torrejais et al. 1995, Meilus et al. 1998, Natali et al. 2000,
Zanim et al. 2003). Alteracdes morfolégicas causadas pela desnutricdo tém sido
extensivamente avaliadas. Estudos com desnutricdo protéica experimental tém
demonstrado reducdo da espessura dos estratos da parede intestinal, como
diminuicédo da tunica mucosa (Rodrigues et al. 1985, Firmasyah et al. 1989, Torrejais
et al. 1995, Natali et al. 2000, Brandao et al. 2003, Gurmini et al. 2005, Schoffen et
al. 2005, De Azevedo et al. 2007, Hermes et al. 2008), altura dos enterdcitos
(Brandéo et al. 2003, De Azevedo et al. 2007, Hermes et al. 2008), altura dos vilos

(Firmasyah et al. 1989, Natali et al. 2000, Gurmini et al. 2005), profundidade das
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criptas (Firmasyah et al. 1989, Hermes et al. 2008), e da tunica muscular (Torrejais
et al. 1995, Natali et al. 2000, 2005, Brandao et al. 2003, De Azevedo et al. 2007).

Portanto, estratégias para recuperacao ou reducao dos efeitos deletérios da
desnutricdo precisam ser investigadas. Neste sentido, estudos utilizando probidticos
tém sido realizados (Solis et al. 2002, Cano et al. 2002, Cano & Perdigéon 2003, Dock
et al. 2004ab, Dock-Nascimento et al. 2007). Probiéticos sao definidos como
microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas, que conferem
beneficios a saude do hospedeiro (O’Sullivan & O’Morain 2000). Eles apresentam in
vitro uma melhora da digestibilidade de amido e proteinas (Sindhu & Khetarpaul
2002), contudo varios estudos zootécnicos demonstram controvérsias quanto a
digestibilidade e ao ganho de massa corporal de animais utilizados para o consumo
humano (Kamra et al. 1996, De brito et al. 2005, Sanches et al. 2006, Budifio et al.
2006, Huaynate et al. 2006, Zanato et al. 2008). Por outro lado, varios estudos
demonstram que estimulam o sistema imunolégico (Erickson & Hubbard 2000, Cano
& Perdigén 2003, Villena et al. 2006, De souza et al. 2007, Dewan et al. 2007,
Kaburagi et al. 2007, Pitsounl et al. 2009), o que pode contribuir para a prevencgao
ou mesmo o tratamento de doencgas infecciosas no intestino, fator também
importante a ser considerado em quadros de desnutricdo, nos quais se observa
deficiéncia na constituicao e atuacao desse sistema (Chandra 1992). Vale ressaltar
que outros estudos também apontam que probidticos podem contribuir para a
integridade da barreira intestinal (Menningen & Bruewer 2009) e que tém
demonstrado eficacia no tratamento de doencgas inflamatérias intestinais (Resta-
Lenert & Barrett 2009).

Porém ainda sao poucos os estudos que avaliam as repercussdes do uso de

probidticos sobre a morfologia da parede intestinal de animais desnutridos e estes
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sao restritos a avaliacdbes somente da tunica mucosa (Allori et al. 2000, Cano et al.
2002, Dock et al. 2004ab, Dock-Nascimento et al. 2007). Dentro deste contexto,
neste estudo objetivou-se analisar morfometricamente os diferentes estratos da
parede do jejuno de ratos que foram paralelamente desnutridos proteicamente e

suplementados com probidticos.

MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental. Este trabalho foi previamente aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentacdo Animal da UNIPAR (protocolo ne.
11732), que segue as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

Foram utilizados 16 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, desmame (21
dias), 42,9+ 1,8g, os quais foram alojados em gaiolas individuais, mantidos em
recinto com controle de temperatura (+/- 25°C) e de ciclo claro/escuro (12 em 12
horas). Durante todo o experimento foi oferecido agua e ragao ad libitum.

Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos: G1 — animais
que receberam a racdo comercial para roedores NUVILAB® (n = 4); G2 — animais
qgue receberam a mesma racéo do grupo G1, e que foram suplementados com uma
solugcdo contendo uma cultura probidtica por intermédio de gavage administrada
cinco vezes na semana (n = 4); G3 — animais que receberam uma racéo
manipulada para que o teor de proteinas fosse reduzido a 4%, seguindo protocolo
proposto por Araujo et al. (2005) (n = 4); G4 — animais que receberam a mesma
racéo do grupo G3, e que também foram suplementados como ja descrito (n = 4). Os
animais do G1 e G3 passaram pelo mesmo estresse da gavage, porém

administrando-se apenas leite em p6 desnatado a 10% (Molico, Nestlé) num volume
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de 1% do peso corporal da média do grupo.

Apbs 12 semanas, os ratos de cada grupo ficaram em jejum de 12 horas, em
seguida foram pesados e anestesiados com o seguinte protocolo (PACHALY et al.,
2003): Acepran (1,26 mL/Kg) + Ketamina-10% (1,26 mL/Kg) + Xilazina-2% (0,42
mL/Kg) e Atropina-1% (0,22 mL/Kg), administrado via intramuscular. Foi realizada
laparotomia para remocédo do jejuno de cada animal, medindo seus respectivos
comprimento e largura, com auxilio de uma régua milimetrada.

Cultura probiética. Probidtica termofilica comercial (ABT4 — Chr Hansen,
Dinamarca) composta pelos seguintes microrganismos: Lactobacillus delbrueckii
ssp. Bulgaricus; Streptococcus salivarius ssp. Thermophilus; Bifidumbacterium
bifidus e Lactobacillus acidhophillus. A cultura foi repicada em leite em pd desnatado
(Molico, Nestlé) a 10% de sélidos totais e esterilizado em autoclave. Em seguida, foi
incubada a 42°C por 48h, obtendo-se contagem final de 10" UFC/mL. A
administragdo da cultura probi6tica nos animais foi realizada considerando 1% de
peso médio do grupo.

Analise morfométrica da parede intestinal. Um anel de trés centimetros da parte
proximal (préximo a flexura duodenojejunal) de cada jejuno coletado foi fixado com
Bouin durante 2 horas, desidratado em série ascendente de alcool etilico,
diafanizado em xilol e incluido em parafina para posterior obtencdo dos cortes
transversais de 3um, que foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE); Periodic
Acid Shiff (PAS) + solucdo de diastase - para deteccdo de mucinas neutras e
sialomucinas labeis; Alcian-Blue (AB) pH 2,5 - para deteccdo de sialomucinas e
sulfomucinas; e Alcian-Blue (AB) pH 1,0 - para deteccao de sulfomucinas, seguindo
protocolo descrito por Myers et al. (2008). No caso das técnicas para deteccao de

glicoconjugados (PAS e AB) realizou-se contra-coloragédo com hematoxilina.
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A analise morfométrica da parede intestinal foi realizada a partir de imagens de
cortes corados com HE capturadas através de uma camera digital (Moticam 2000,
2.0 Megapixel) acoplada a um microscépico de luz trinocular (MOTIC B5). Imagens
capturadas com auxilio da objetiva de 10x foram utilizadas para medir a altura dos
vilos (desde sua base ao apice); com auxilio da objetiva de 20x realizou-se as
medidas da espessura total da parede (desde a tunica serosa a base do vilo) , e a
espessura da tunica mucosa ( desde a muscular da mucosa a base dos vilos); e
com a objetiva de 40x foram mensuradas a altura dos enterdcitos, eixo medial dos
vilos, profundidade das criptas, espessura da tela submucosa e espessura da tunica
muscular. Foram realizadas 80 medidas, em cortes semi-seriados, distribuidas
uniformemente em toda a circunferéncia intestinal, de cada estrutura de cada
animal, totalizando 320 medidas por grupo.

Analise quantitativa. Para cada 2000 mil enterécitos, calculou-se a proporcao de
células caliciformes. Para tanto, de cada segmento intestinal coletado de cada
animal capturou-se 16 imagens de laminas coradas por cada técnica histoquimica
realizadas neste estudo por intermédio do sistema descrito, valendo-se da objetiva
de 40x. Portanto, para cada segmento intestinal coletado avaliou-se um total de 192
imagens da tunica mucosa corada com PAS + solucao de diastase, AB pH 2,5 e AB
pH 1,0.

Andlise estatistica. Os dados numéricos coletados foram submetidos ao teste
D Agostino-Pearson ou de Shapiro para verificar o tipo de distribuicdo. Dados com
distribuicdo normal sdo apresentados como média + desvio padrdo. Neste caso,
para comparar 0s grupos, utilizou-se Teste t de Student para amostras
independentes. Dados com distribuicdo livre sao apresentados como mediana

(percentil 25; percentil 75). Neste caso, a comparagao entre os grupos foi realizada
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pelo teste de Mann-Whitney. Os grupos comparados foram G1 x G2, G1 x G3, G1 x
G4, G2 x G4 e G3 x G4. Em todos os testes estatisticos, valores de p menores que

0,05 foram considerados significantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final do experimento, os animais G1 pesavam 352,2+16,5g, do G2
380,9+£17,3g, do G3 180,2+13,4g e do G4 190,3+9,4. Como ja demonstrado na
literatura (Torrejais et al. 1995, Natali et al. 2000, Araujo et al. 2005, De Azevedo et
al. 2007, Hermes et al. 2008), o ganho de peso em animais desnutridos
proteicamente é menor em relacdo aos eutréficos, o que vem ao encontro dos
achados deste estudo (p<0,001). Vale destacar que os animais normonutridos
suplementados com probiéticos (G2) tiveram um ganho de peso 8,2% maior em
relacdo aos animais normonutridos sem a suplementacao (G1) (p<0,05). Num outro
estudo também utilizando ratos suplementados com probiéticos ndo se observou
contribuicdo destes microrganismos para o ganho de peso (Ferreira et al. 2006),
porém esta divergéncia pode ter sido em funcao de terem utilizado animais adultos e
apenas um género de probidticos (Lactobacillus sp.) que foi misturado com a racao,
e no presente estudo foram utilizadas varias espécies de probidticos em associacao
que foram administradas por gavage diariamente, além dos animais aqui utilizados
serem recém-desmamados. Por outro lado, os probiéticos que foram administrados
aos animais desnutridos ndo interferiram no ganho de peso corpéreo, quando
comparados aos desnutridos que nao foram suplementados (p>0,05), o que vem ao
encontro de outros estudos (Cano et al. 2002, Dock et al. 2004ab).

Os resultados quanto a avaliagdo das dimensdes dos jejunos coletados estao

apresentados na Quadro 1. Observou-se uma menor area intestinal entre 0os grupos
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G1 e G3 (p<0,05), fato ja esperado ja que os animais do G1 representavam 0s
normonutridos e os do G3 eram os desnutridos. Vale destacar que as dimensodes do
jejuno dos animais que receberam a suplementacdo com probidticos (G2 e G4)
permaneceram inalteradas, fato que corrobora a proposta de que esses
microrganismos contribuem para a saude do organismo animal. No ileo (De Azevedo
et al. 2007) e no colon (Hermes et al. 2008) de ratos desnutridos por intermédio do
mesmo protocolo de inducdo da desnutricdo utilizado neste estudo também se
observou reducao da area intestinal. Outros estudos de nutricdo experimental
utilizando diferentes protocolos para causar desnutricao protéica também revelaram
atrofia de segmentos do intestino delgado de ratos (Ribeiro et al. 1987, Firmansyah
et al. 1989, Meilus et al. 1998, Torrejais et al. 1995, Natali et al. 2000, Brandao et al.
2003, Natali et al. 2005).

Os achados quanto a analise morfométrica da parede do jejuno (Quadro 2)
demonstraram que a altura dos enterécitos aumentou 5,1% nos animais do G2 em
relacao aos do G1 (p<0,05), demonstrando que a presenca dos probibticos no lumen
intestinal provavelmente desencadeia alteracdes citoplasmaticas nesta célula que
provocam um aumento em seu maior eixo, o que favorece o distanciamento entre a
microbiota intestinal e a circulacdo sangilinea presente na lamina propria adjacente.
Como nao houve alteracao significativa da altura dos enterdcitos entre os animais do
G4 e G1 (p>0,05) e ha uma reducao deste parametro entre os animais do G4 e G2
(p<0,05), sugere-se que o provavel estimulo causado pelos probidticos sobre os
enterocitos ndo € efetivado e/ou sustentado quando ha baixa disponibilidade de
proteinas na dieta. Os enterdcitos estdo na interface entre o conteudo do lumen e a
mucosa intestinal, constituindo um dos principais componentes da barreira intestinal.

Alguns estudos demonstram que diferentes espécies de bactérias probidticas
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contribuem para integridade dessa barreira, possivelmente ativando a expressao de
genes de proteinas presentes nas juncdes de oclusao (Mennigen & Bruewer 2009).
Quanto a tunica mucosa, observou-se reducao de sua espessura nos animais do
G3 em relacdo aos do G1 (p<0,05), resultado ja demonstrado outras vezes pela
literatura (Viteri & Schneider 1974, Rodrigues et al. 1985, Ribeiro et al. 1987,
Torrejais et al. 1995, Natali et al. 2000, Schoffen et al. 2005, De Azevedo et al. 2007,
Hermes et al. 2008). Por outro lado, verificou-se que a reducédo deste estrato da
parede intestinal observada nos animais do G4 foi menos intensa (7,4%) do que nos
do G3 (13,5%) quando comparados aos animais normonutridos (G1) (p<0,05). Este
fato é indicativo de que os probibdticos utilizados neste estudo contribuiram para que
a perda de tunica mucosa, que freqlentemente ocorre nos quadros de desnutricao,
fosse minimizada. Este fenbmeno também pode ser melhor compreendido quando
se observa que nos animais do G2 a tunica mucosa teve um espessamento em
relacdo aos animais do G1 (p<0,05), o que ratifica o papel dos probidticos como
estimulante trofico da tunica mucosa, como ja sugerido em outros estudos (Aguilar-
Nascimento et al. 2006), inclusive com animais desnutridos (Dock et al. 2004a,
Aguilar-Nascimento et al. 2006, Dock-Nascimento et al. 2007), seja modulando os
enterécitos e/ou promovendo o aumento do numero de células pertencentes ao
sistema imune (células dendriticas, macréfagos, linfocitos B e T e células natural
killer) presentes na lamina prépria (Ng et al. 2009). Contradizendo esta hipétese, ha
um estudo que utilizaram probioticos do género Lactobacillus em que nao
observaram alteracdo na espessura da tunica mucosa. No entanto, neste caso, os
autores adicionaram os probiéticos a racao, fato que pode ter comprometido a
viabilidade dos microrganismos (Ferreira et al. 2006). Além disso, o trabalho citado

foi realizado por somente 40 dias e com animais adultos, o que difere do protocolo
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utilizado neste estudo.

Ainda considerando as estruturas presentes na tunica mucosa, observou-se que
nos animais dos grupos que foram suplementados com probiéticos (G2 e G4) houve
um aumento da altura dos vilos (p<0,05), independentemente de serem
normonutridos (G2) ou desnutridos (G4). Este achado permite inferir que nesses
animais em que os vilos ficaram mais altos provavelmente a absor¢ao de nutrientes
era maior em funcdo do aumento da superficie de contato entre parede e o limen
intestinal. Considerando que os probidticos contribuem para integridade do epitélio
intestinal (Ng et al. 2009, Resta-Lenert & Barrett 2009), provavelmente o
posicionamento adequado dos enterécitos contribuiram para uma melhor digestao
de peptideos, e por isso, ter uma maior superficie de absorcéo intestinal pode
proporcionar um estado mais proximo da homeostasia, sobretudo em situagées em
que o aporte de proteinas presentes no alimento é inferior a demanda do organismo.
Isso pode auxiliar na explicacdo do maior ganho de peso observado nos animais do
G2 em relagdo ao G1, assim como a tendéncia de ter ocorrido este mesmo
fenbmeno nos animais do G4 em relagdo aos do G3. Estudos bioquimicos
avaliando a atividade das peptidases que estdo nas microvilosidades dos enterdcitos
devem ser realizados para se compreender o real mecanismo que esta envolvido
neste processo. Por outro lado, a largura dos vilos comportou-se de forma
heterogénea, ja que aumentou nos animais do G2 e G3 (quando comparados aos do
G1) e reduziu nos animais do G4 (quando comparados aos do G2 e G3) (p<0,05).
Dessa forma, é possivel considerar que os vilos dos animais normonutridos que
receberam suplemento com probidticos (G2) tornaram-se mais altos e mais largos,
enquanto nos animais desnutridos sem suplementagdo com probibticos (G3)

permaneceram com a mesma altura, porém ficaram mais largos, enquanto os vilos
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dos animais desnutridos suplementados com probiodticos (G4) ficaram mais altos e
mais delgados. Como a largura dos vilos & determinada principalmente pela
densidade populacional de células do tecido conjuntivo presentes na lamina propria,
estudos futuros avaliando a dindmica dessas células em animais desnutridos
suplementados com probidticos devem ser realizados no intuito de se compreender
0s aspectos envolvidos neste fendmeno. Este fato € de extrema relevancia, pois ja
se sabe que os probidticos estimulam o funcionamento do sistema imunolégico
associado ao intestino (Ng et al. 2009), o que provavelmente leva a um maior
recrutamento das células deste sistema que ficam na mucosa intestinal. Este fato
pode explicar tanto o aumento da espessura dos vilos como da tlnica mucosa
observado nos animais do G2, contudo nos animais do G4 este mecanismo deve ter
sofrido interferéncia pela menor disponibilidade de aminoacidos na dieta,
minimizando o efeito tréfico que os probidticos exercem sobre o sistema
imunoldgico. Portanto, sugere-se que o estimulo que os probibticos exercem sobre
esse sistema € dependente da disponibilidade de aminoacidos presentes na dieta.
As lacunas quanto a compreensdao dos mecanismos envolvidos devem ser
preenchidas com cautela, visto que as espécies de probibticos assim como a
espécie hospedeira sdo variaveis expressivas nesta interacao (Verdu et al. 2009).
Pintainhos que foram suplementados com diferentes espécies de probibticos
também demonstram aumento da altura dos vilos intestinais, contudo somente no
duodeno, ndao havendo diferenca significativa no jejuno e ileo (Pelicano et al. 2003).
Quanto as criptas intestinais, sua profundidade diminuiu nos animais
desnutridos sem suplementacdo com probidticos (G3), provavelmente em
consequéncia da redugdo da espessura da tunica mucosa; ja nos animais

desnutridos que receberam suplementacdo com probidticos (G4) as criptas
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permaneceram similares as dos animais normonutridos (p<0,05). Estes achados
demonstram que 0s probidticos conseguiram proteger as criptas de sofrerem
reducdo em sua profundidade devido a menor disponibilidade de aminoéacidos
exégenos. Considerando que a renovacao do epitélio intestinal ocorre a partir das
criptas, e que neste local ha de diferentes tipos celulares que estdo diretamente
relacionados a homeostasia intestinal (células de Paneth, células enteroenddcrinas e
células caliciformes) (Junqueira & Carneiro 2008), sugere-se que 0s probidticos
provavelmente contribuiram para que esta atividade nao fosse alterada, contudo isso
precisa ser melhor investigado no intuito de se compreender os mecanismos
envolvidos neste processo. Pintainhos que foram suplementados com probidticos
das espécies Bacillus subetilis e Bacillus licheniformis demonstram aumento da
profundidade das criptas no duodeno, jejuno e ileo (Pelicano et al. 2003). A
divergéncia com os resultados deste estudo ratifica o cuidado que se deve ter ao
comparar estudos envolvendo probi6ticos, considerando as espécies de
microrganimos e do hospedeiro envolvidas.

A tela submucosa foi a Unica camada da parede intestinal que nao sofreu
alteracao morfométrica em nenhum dos grupos. Como este estrato é constituido de
tecido conjuntivo denso ndo modelado, rico principalmente em fibras colagenas e
elasticas (Junqueira & Carneiro 2008), sugere-se que a area ocupada por essas
fibras ndo foi alterada. No entanto, estudos histoquimicos para fibras do tecido
conjuntivo devem ser realizados com o propésito de se constatar se hd ou néo
alteracado qualiquantitativa dessas fibras nesta camada da parede intestinal num
modelo experimental semelhante ao utilizado neste estudo. E possivel considerar
que ha uma tendéncia de se preservar as proteinas que constituem essas fibras em

quadros de desnutricdo protéica, antagonicamente ao que acontece com as fibras
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do tecido conjuntivo presente na derme de animais e humanos desnutridos
(Waterlow 1996). Também se pode inferir que a presenca de probibticos no lumen
intestinal ndo provoca alteracdes na tela submucosa. Comumente, a tela submucosa
nao é mensurada em avaliagcbes morfométricas do intestino de animais desnutridos
(Natali et al. 2000, De Azevedo et al. 2007, Hermes et al. 2008). Um unico estudo
realizou esta mensuracdo no jejuno de ratos desnutridos seguindo 0 mesmo
protocolo deste estudo e também nao observaram nenhuma alteragao na espessura
da tela submucosa (Franco 2009). Outro estudo avaliou a espessura desta camada
no ileo de ratos alimentados com ragao contendo 8% de proteinas, no qual relatam
reducdo da tela submucosa, contudo os autores deste trabalho basearam-se
somente numa analise qualitativa (Torrejais et al. 1995). Nao ha estudos anteriores
avaliando a influéncia de probibticos sobre a tela submucosa.

A espessura da tunica muscular reduziu em todos os animais desnutridos,
contudo em menor intensidade (10,7%) nos animais suplementados com probidticos
do que nos animais sem a suplementacdo (18,0%) (p<0,05). Em estudos
experimentais utilizando o mesmo protocolo de inducdo a desnutricdo protéica
utilizado neste estudo, observou-se que a tunica muscular sofreu uma reducédo de
58,9% no ileo (De Azevedo et al. 2007), enquanto nenhuma alteracao foi observada
nessa camada do célon (Hermes et al. 2008). Além disso, atrofia da tunica muscular
também foi observada no duodeno (Natali et al. 2000) e no ileo (Torrejais et al.
1995) de ratos alimentados com racdo contendo 8% de proteinas, o que indica que
essa camada da parede do intestino delgado € bastante susceptivel a desnutricdo
protéica, provavelmente devido a um mecanismo semelhante que ocorre com a
musculatura esquelética, no intuito de disponibilizar aminoacidos enddgenos, para

compensar o menor aporte destas moléculas por meio de dieta (Waterlow 1996,
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Araujo et al. 2005). Como os animais desnutridos que foram suplementados com
probidticos tiveram menor perda de massa muscular jejunal, sugere-se que as
propriedades benéficas desses microrganismos tenham favorecido uma maior
acessibilidade aos aminoacidos da dieta, o que provavelmente desencadeou uma
deplecao mais branda das proteinas presentes no tecido muscular desses animais.
Provavelmente isso foi possivel em funcao dos probibticos terem a propriedade de
estimular a integridade da barreira intestinal e o influxo de nutrientes presentes no
limen intestinal (Resta-Lenert & Barrett 2009).

Como houve aumento da maioria dos parametros avaliados na parede jejunal
dos animais normonutridos e suplementados com probioticos (G2), observou-se que
a espessura total da parede deste 6rgao estava 5,0% maior em relacao aos animais
do G1 (p<0,05). Entretanto, nos animais desnutridos e suplementados com
probidticos (G4) verificou-se que alguns componentes da parede intestinal tiveram
aumento enquanto outros reduziram, o que contribuiu, por fim, para que a espessura
total da parede deste érgao nao tivesse nenhuma diferenca significativa em relacéao
aos animais normonutridos (G1). E como nos animais desnutridos nao
suplementados com probidticos (G3), verificou-se que quase todos os parametros
sofreram reducao, constatou-se uma atrofia da espessura total da parede do jejuno
desses animais (p<0,05). Essa atrofia também foi observada no ileo de ratos
submetidos ao mesmo protocolo de inducdo da desnutricdo utilizado neste estudo
(De Azevedo et al. 2007). Ratos desnutridos com uma racao contendo 8% de
proteinas também demonstram atrofia na parede do duodeno (Natali et al. 2000) e
do ileo (Torrejais et al. 1995). Desta forma, fica evidente que a desnutricdo protéica
provoca atrofia da parede intestinal, e que os probidticos utilizados neste estudo

preveniram este prejuizo aos animais que foram suplementados. Um estudo que



29

utilizou os probibticos Streptococcus thermophillus e Lactobacillus helveticus vem ao
encontro desses achados, ja que demonstrou que esses microrganismos
influenciaram positivamente numa restauragdo mais rapida da atrofia intestinal
provocada pela desnutricdo (Dock et al. 2004b).

A proporcao de células caliciformes em relacdo ao numero de enterdcitos
permaneceu inalterada entre o0s grupos independentemente das técnicas
histoquimicas utilizadas (Quadro 3). Isso demonstra que a desnutricdo e os
probidticos nao interferiram na relagdo entre o numero de células caliciformes e o
namero de enterécitos, e nem na propor¢cdo de mucinas neutras, sialomucinas e
sulfomucinas secretadas pelas células caliciformes. Dessa forma, sugere-se que
essas variaveis nao modificaram a natureza quimica do muco que recobria o epitélio
jejunal dos animais utilizados neste estudo. Em investigacbes nas quais a
desnutrigdo foi induzida com o mesmo protocolo utilizado neste estudo, observou-se
que o numero de células caliciformes reativas ao AB pH 1,0 aumentou no jejuno
(Franco 2009), contudo no colon provocou reducéo tanto das reativas ao PAS como
ao AB pH 2,5 (Hermes et al. 2008). Essa divergéncia em relagdo aos resultados do
presente estudo pode estar relacionada a forma de contagem dessas células, assim
como pelo fato de que os estudos citados foram realizados com ratos adultos,
enquanto neste foram utilizados recém-desmamados. Além disso, é importante
considerar que os grupos que foram suplementados com probioticos (G2 e G4) nédo
tiveram alteracdo de profundidade da cripta intestinal, local onde tanto enterécitos
como células caliciformes sao originadas, o que pode também estar relacionado ao
resultado encontrado para a proporcao entre essas células. Geralmente, probiéticos
induzem um aumento de secrecdo de mucinas e, portanto, aumenta a camada de

muco que recobre o epitélio intestinal, mas os estudos que demonstram isso foram
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realizados no célon (Caballero-Franco et al. 2007), mesmo em animais desnutridos
experimentalmente (Dock-Nascimento et al. 2007).

Conclui-se que a cultura probidtica utilizada neste estudo provocou hipertrofia de
varios estratos da parede jejunal de animais normonutridos e minimizou a atrofia
normalmente é observada na parede intestinal de animais desnutridos
proteicamente. Além disso, a desnutricdo e o uso de probibticos ndo alteraram a
relagdo entre o numero de células caliciformes e o numero de enterécitos. Os
achados deste estudo permitem inferir que o uso de probibticos pode minimizar os

as lesobes intestinais que normalmente ocorrem em quadros de desnutricao protéica.
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Quadro 1. Médiatdesvio-padrao do comprimento, largura e area do jejuno de
ratos submetidos a desnutricao protéica e suplementados com probioticos.

Medidas Gi G2 G3 G4
Comprimento (cm)  96,75£10,63  102,25:9,54 88,00%11,63  100,508,66
Largura (cm) 1,030,13 0,93+0,10 0,80+0,24 1,0040,16
Area (cm?) 98,40°t7,13  95,00+16,87 69,58°+20,74 99,90+13,22

G1: dieta comercial para roedores; G2: dieta comercial + suplementacdo com probibticos;
G3: dieta com 4% de proteinas; G4: dieta de 4% de proteinas + suplementacdo com
probioticos. A comparagao dos valores entre os diferentes grupos (G1 x G2, G1 x G3, G1 x
G4, G2 x G4 e G3 x G4) foi realizada pelo Teste t de Student para amostras independentes,
considerando a=0,05. Médias seguidas de letras diferentes indicam diferenca significativa

para a = 0,05.

Quadro 2. Mediana e percentis 25 e 75 da altura dos enterécitos, espessura da
tunica mucosa, altura e largura dos vilos, profundidade das criptas, espessura
da tela submucosa, da tunica muscular e espessura total da parede do jejuno
de ratos submetidos a desnutricao protéica e suplementados com probiéticos.

Parametros G1 G2 G3 G4
(pm)
Altura dos 28,96 (25,37; 30,43 (27,08; 28,31 (25,45; 29,04 (24,52;
Enterdcitos 32,77)2 33,11)% 32,50) 32,75)°
Tunica Mucosa 196,43 (180,03; 214,02 (168,46; 169,90 (134,40; 181,90 (157,85;
214,22)* 238,99)* 206,95)> 203,02)°%*
Altura dos Vilos 394,98 (341,31; 439,74 (335,08; 449,41 (310,33; 476,76 (335,89;
497,81)%* 515,72)? 514,00)¢ 514,56)%
Largura dos 93,21 (79,51; 106,42 (99,03; 114,03 (85,76; 101,98 (82,88;
Vilos 118,76)% 122,67)%* 143,08)™ 124,72)®
Profundidade 140,67 (135,08; 139,92 (136,63; 138,00 (134,12; 139,56 (134,96;
das Criptas 144,69)° 143,47) 142,79)* 143,74)°
Tela Submucosa 32,75 (24,02; 31,13 (26,10; 26,07 (22,92, 26,09 (19,56;
40,95) 36,20) 53,83) 51,97)
Tanica Muscular 101,65 (78,13; 92,45 (73,40; 83,39 (73,08; 90,78 (61,48;
115,41)% 101,29)° 96,67)° 99,61)™
Espessura Total 337,00 (269,88; 353,73 (308,77; 298,67 (267,26; 339,91 (311,66;
da Parede 381,60)™ 415,39)* 342,18)" 371,69)°

G1: dieta comercial para roedores; G2: dieta comercial + suplementagcdo com probidticos;
G3: dieta com 4% de proteinas; G4: dieta de 4% de proteinas + suplementacdo com
probioticos. Medianas seguidas de letras iguais numa mesma linha sao significativamente
diferentes. A comparagao dos valores entre os diferentes grupos (G1 x G2, G1 x G3, G1 x
G4, G2 x G4 e G3 x G4) foi realizada pelo Teste de Mann-Whitney, considerando a=0,05.

Quadro 3. Média * desvio padrao da proporcao de células



36

caliciformes/enterécitos na tunica mucosa do jejuno de ratos submetidos a
desnutricao protéica e suplementados com probioéticos.

Técnica G1 G2 G3 G4
PAS + solucao de 0,14+0,02 0,14+0,03 0,15+0,03 0,14+0,02
diastase
AB pH 2,5 0,15+0,02 0,13+0,02 0,14+0,04 0,15+0,01
ABpH 1,0 0,14+0,02 0,14+0,01 0,14+0,01 0,15+0,02

G1: dieta comercial para roedores; G2: dieta comercial + suplementacdo com probibticos;
G3: dieta com 4% de proteinas; G4: dieta de 4% de proteinas + suplementacdo com
probiéticos. PAS: Periodic Acid Schiff; AB: Alcian blue. A comparagéao dos valores entre os
diferentes grupos (G1 x G2, G1 x G3, G1 x G4, G2 x G4 e G3 x G4) foi realizada pelo Teste
de t de Student para amostras independentes, considerando a=0,05. Nao ha diferenga
significativa entre os grupos.



ANEXOS



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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