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APRESENTACAO

As Ciéncias Bioldgicas € um maravilhoso campo de estudo, no qual estudamos
todos os seres vivos, suas relagdes entre si e com o meio ambiente. Também podemos
neste campo trabalhar areas do conhecimento, que podem ser aplicadas na industria, na
educacgao, na pesquisa, bioconservacado do ambiente, saude etc. E nesta obra, “Agenda
global de pesquisa em Ciéncias Biol6gicas 2”, nossa intengdo é mostrar ao longo de 18
capitulos de forma ampla o que vem sendo produzidos neste campo, com trabalhos originais
ou de revisao que englobam saude, bioconservagéo, meio ambiente, pesquisa experimental,
Microbiologia, Parasitologia, aplica¢cdes na industria farmacéutica e Educacao.

Esta obra mostra a importancia da multidisciplinaridade e da interdisciplinaridade
dentro das Ciéncias Biolbgicas, pois todas as pesquisas aqui apresentadas possuem
diferentes olhares profissionais e mostram diferentes aplicabilidades na vida quotidiana do
leitor. E com certeza uma literatura importante para estudantes e profissionais de diferentes
areas, que desejam enriquecer seus conhecimentos e utiliza-los de forma pratica na sua
vida académica e profissional.

A Atena Editora, como sempre, prezando pela qualidade, apresenta um corpo
editorial formado por mestres e doutores formados nas melhores universidades do Brasil,
para revisar suas obras. E esta revisdo por pares garante que um trabalho de excelente
qualidade chegue até vocé, caro leitor. Esperamos que vocé aproveite bem sua leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Pesquisas sobre as consequéncias
de deficiéncias nutricionais indicam mudancas
no padrdo absortivo e motilidade intestinal,
alteracdes nas tunicas intestinais de animais em
diferentes idades e fases do desenvolvimento.
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
restricdo alimentar (RA) imposta desde a lactagao
sobre aspectos morfoquantitativos da parede do
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intestino delgado de ratos Wistar adultos. A RA foi
imposta por duplicagdo do tamanho da ninhada
experimental (grupo RA, 12 filhotes) em relagéo a
ninhada controle (grupo C, seis filhotes) durante
a lactacéo, e por reducdo de 50% na racgéo
ofertada desde o desmame até os 90 dias. Ap6s
eutanasia dos animais, amostras do duodeno,
jejuno e ileo foram destinadas a processamento
histoldgico para analise morfométrica da parede
intestinal e determinagdo do numero de células
caliciformes. A RA demonstrou tendéncia
a provocar hipertrofia da tunica mucosa no
duodeno, com aumento significativo dos vilos.
No jejuno e no ileo constatou-se atrofia na tanica
mucosa e na altura dos vilos. Houve hipertrofia
da camada muscular da mucosa e redu¢do no
numero de células caliciformes do jejuno no grupo
RA em relagdo ao grupo C. Nenhuma alteragéo
significativa na profundidade das criptas e
na tdnica muscular externa foi observada. A
RA imposta desde a lactacdo causou ajustes
morfolégicos nos elementos da tdnica mucosa
dos segmentos do intestino delgado de ratos
adultos, a fim de garantir a digestédo e absor¢éo
de nutrientes.

PALAVRAS-CHAVE: restricao
desenvolvimento, morfologia intestinal.

alimentar,

ABSTRACT: Research on the consequences
of nutritional deficiencies indicates changes in
the absorptive pattern and intestinal motility,
alterations in the intestinal tunics of animals at
different ages and stages of development. The
aim of this study was to evaluate the effects of
food restriction (FR) imposed since lactation on
morphoquantitative aspects of the small intestine

Capitulo 2



wall of adult Wistar rats. The FR was imposed by doubling the size of the experimental litter
(group RA, 12 pups) in relation to the control litter (group C, six pups) during lactation, and by
reducing the ration offered by 50% from weaning to 90 days. After euthanasia of the animals,
samples of the duodenum, jejunum and ileum were destined for histological processing for
morphometric analysis of the intestinal wall and determination of the number of goblet cells.
FR showed a tendency to cause hypertrophy of the tunica mucosa in the duodenum, with a
significant increase in villi. In the jejunum and ileum, there was atrophy in the tinica mucosa
and at the level of the villi. There was hypertrophy of the muscularis layer of the mucosa and
a reduction in the number of goblet cells of the jejunum in the FR group in relation to the C
group. No significant change in the crypts depth and in the tunica muscularis was observed.
The FR imposed since lactation caused morphological adjustments in the elements of the
tunica mucosa of the segments of the small intestine of adult rats, in order to ensure digestion
and absorption of nutrients.

KEYWORDS: food restriction, development, intestinal morphology.

11 INTRODUGAO

O intestino delgado é responsavel por digerir e absorver os nutrientes, sendo
estruturalmente adaptado para a execugdo destas fungdes, aumentando sua superficie
e emitindo sinais ao sistema nervoso central (SNC) garantindo a homeostase energética
(KONTUREK et al., 2004).

As consequéncias de deficiéncias nutricionais sobre a morfofisiologia intestinal
tem despertado o interesse de pesquisadores a décadas (TAKANO, 1964; FIRMANSYAH
et al., 1989a; NATALI et al., 1995; FRANCO et al., 2010). Resultados indicam mudancas
no padréo absortivo e motilidade intestinal (TAKANO, 1964), alteragdes morfolégicas no
tamanho intestinal, espessura das tunicas mucosa e muscular (FIRMANSYAH et al., 1989a;
SCHOFFEN et al., 2005, 2014b; BELEM et al., 2015) e nimero de células caliciformes
(HERMES et al., 2008; FRANCO et al., 2010; SCHOFFEN et al., 2014b; BELEM et al.,
2015) de animais submetidos a privagdo nutricional em diferentes idades e fases do
desenvolvimento da vida.

Na literatura ha estudos que avaliam os efeitos de dietas restritivas sobre a mucosa
ou outros extratos da parede do intestino delgado e/ou grosso de ratos na gestagéo e/ou
lactacdo (NATALI et al., 1995), poucos dias apés o desmame (FIRMANSYAH et al., 1989a,
1989b), na fase adulta (HERMES et al. 2008b), com idades mais avangadas (SCHOFFEN
et al., 2005, 2014a; BELEM et al., 2015) e da gestagdo e/ou lactagéo até a idade adulta
(FIRMANSYAH et al., 1989b; SCHOFFEN et al., 2014b).

Entretanto, ndo sdo constatados estudos sobre a parede e tipos celulares da mucosa
do intestino delgado de animais adultos em condi¢céo de restricdo alimentar (RA) iniciada
logo apds o nascimento, sendo este, portanto, o objetivo deste trabalho.
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21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e tratamento

Ratas Wistar prenhas foram alojadas em gaiolas individuais e, ao nascimento, suas
ninhadas foram reorganizadas de modo que cada mée ficou com 6 (grupo controle, C) ou
12 filhotes (grupo restricao alimentar, RA), machos. As ratas tiveram livre acesso a agua e
racao (Nuvilab-Nuvital®) durante a gestacao e lactagéo.

Os filhotes permaneceram com suas maes até a idade de 21 dias (desmame), sendo
distribuidos em grupos com livre acesso a agua. Os ratos C também tiveram o suprimento
a vontade de ragédo, enquanto que os animais do grupo restricdo foram submetidos a RA
de 50% da racao diaria consumida (VISMARA; FURLAN, 2007; MAZETI; FURLAN, 2008),
sendo mantido este padrao alimentar até os 90 dias. Os ratos foram mantidos sob ciclos
constantes de claro e escuro (12h de luz: 12h escuro) e temperatura (22 + 2°C).

Aos 90 dias os animais foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental
sodico (Thionembutal®). Ap6s laparotomia, o intestino delgado foi coletado e amostras
do duodeno, jejuno e ileo foram retiradas e destinadas a processamento histologico para
andlise morfométrica dos estratos da parede intestinal e determinacdo do numero de
células caliciformes. Os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacéo Animal da Universidade Estadual de Maringa.

2.2 Processamento histolégico

Amostras intestinais foram abertas na borda mesentérica, lavadas com solugéo
salina, fixadas em Bouin, desidratadas em etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina para obtengéo de cortes histolégicos semi-seriados em micrétomo. Cortes de 6 um
foram corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (H.E.) para evidenciar os estratos da
parede intestinal, e cortes de 5 um foram submetidos & técnica histoquimica com o Acido
Periddico de Schiff (P.A.S.), para evidenciar as células caliciformes (produtoras de mucinas
neutras).

2.3 Analise da parede intestinal e populacao de células caliciformes

Em 10 cortes histoldgicos/animal corados com H.E. foram mensurados 100 pontos
da tinica mucosa, muscular da mucosa, tinica muscular externa e criptas e vilos orientados
longitudinalmente a partir de imagens microscépicas capturadas da parede intestinal em
objetiva de 10X. A quantificagédo da populacao de células caliciformes, marcadas por P.A.S.,
ocorreu em 60 imagens microscopicas da tunica mucosa capturadas por animal, com

objetiva de 40X. As andlises foram realizadas com o software Image-Pro Plus® 4.5.
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2.4 Analise estatistica

O software GraphPad Prism® 5.0 foi utilizado para analise estatistica de todos os
dados obtidos, aplicando-se Teste t com nivel de significancia de 5% (p<0,05), sendo os
resultados expressos como média + erro padréo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A RA iniciada na lactagéo provocou alteragbes morfométricas distintas na tanica
mucosa dos segmentos do intestino delgado de ratos adultos (Fig. 1). No duodeno houve
tendéncia a hipertrofia (p>0,05) da tunica mucosa com aumento significativo de 18,88% dos
vilos. Contrariamente, no jejuno e no ileo evidenciou-se atrofia (p<0,05) na tanica mucosa
(10,19% e 15,10%) e na altura dos vilos (16,53% e 16%), respectivamente (Fig. 2a e 2b).
Alteragbes nestes parametros também foram constatadas no duodeno (BELEM et al., 2015)
e no ileo (CIRILO et al., 2013; BELEM et al., 2015) de animais submetidos a RA durante o
processo de envelhecimento.

O duodeno tem um papel crucial na digestdo de alimentos e, especialmente, a
porcdo apical dos enterocitos duodenais contém enzimas que finalizam a digestdo de
carboidratos e peptideos. Portanto, a expansao dos vilos poderia contribuir para o aumento
da capacidade de digestédo e absorcéo, otimizando o aproveitamento da menor quantidade
de alimento ingerida pelos ratos RA, o que é essencial para manter a estado nutricional
estavel (BELEM et al., 2015). O aumento na altura dos vilos, indica a necessidade de
aproximar o lumen intestinal a lamina proépria para facilitar o transito de moléculas em
direcdo ao sangue e capilares linfaticos (BELEM et al., 2015).
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Figura 1 — Fotomicrografias comparando a parede do duodeno, do jejuno e do ileo de ratos
normoalimentados (C) e submetidos a restricdo alimentar (RA). Coloracédo: H.E. (Aumento: 100X).

O comportamento diferenciado da mucosa do jejuno e do ileo frente a RA, demonstra
que estes segmentos estdo menos envolvidos na digestdo e absorcdo de nutrientes.
A atrofia da tdnica mucosa € frequentemente relatada em modelos que utilizam dietas
hipoprotéicas (HERMES et al,, 2008; SCHOFFEN et al., 2005; FRANCO et al. 2010),
podendo esta mudancga ser considerada uma adaptagéo morfolégica a menor quantidade
de nutrientes disponiveis no lumen intestinal (CIRILO et al., 2013). A quantidade de alimento
no limen jejunal e ileal € menor em comparag¢do com o duodeno, €, portanto, ndo exige
um investimento energético e estrutural para expandir sua estrutura. De acordo com Belém
et al. (2015), quando menos alimento é ingerido, como ocorre durante a RA, parte das
estruturas intestinais pouco envolvidas na digestéo e absor¢éo séo reduzidas, talvez como
mecanismo compensatorio, considerando que outras areas precisam ser expandidas,
como ocorreu no duodeno.
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Figura 2 — Espessura da tunica mucosa (a), altura dos vilos (b), profundidade das criptas (c), camada

muscular da mucosa (d), tinica muscular externa (e) e numero de células caliciformes (f) do intestino

delgado de ratos normoalimentados (C) e submetidos a restricao alimentar (RA). Média + erro padrao
(n=7). (*) p<0,05 comparado a C.

Vale ressaltar que ha maior concentracéo de elementos da microbiota no lumen ileal
em comparagdo com os demais segmentos do intestino delgado. A fim de proteger o corpo
contra a entrada de patdgenos através da parede ileal sem comprometer a absorcéo de
nutrientes que ocorre neste local, este 6rgao tem uma organizagéo estrutural que diminui
a sua superficie de contato com o limen intestinal, principalmente caracterizado por vilos
menores (MARTIN et al., 1998). Reduzindo a espessura da mucosa ileal poderia contribuir
para reduzir o contato superficial com agentes infecciosos (BELEM et al., 2015).

Apesar das modificagbes na mucosa e nos vilos com a dieta restritiva, ndo houve
alteracéo significativa na profundidade das criptas em nenhum dos segmentos intestinais
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(Fig. 2c), porém, constatou-se hipertrofia da camada muscular da mucosa do jejuno em
27,47% no grupo RA em relagdo ao grupo controle (Fig. 2d). Estes resultados divergem da
literatura (CIRILO et al., 2013; SCHOFFEN et al., 2014b; BELEM et al., 2015) e indicam que
a dieta imposta nao foi capaz de alterar o comportamento mitético nas criptas (equilibrio),
porém, provavelmente, acentuou a atividade da muscular da mucosa no jejuno a fim
de maximizar a capacidade absortiva deste 6rgdo. Segundo Schoffen et al. (2014b), a
contracao e relaxamento da muscular da mucosa modifica o padrao de dobras que facilitam
a absorc¢éo e a secrecdo, o aumento da muscular da mucosa do grupo RA poderia, portanto,
otimizar estas fungdes.

Com relagéo a tunica muscular externa, a RA ndo promoveu alteragbes no intestino
delgado (Fig. 2e). Corroboram com este resultado os trabalhos de Cirilo et al. (2013) e
Belém et al. (2015). Este achado é indicativo de que os ratos provavelmente ndo foram
alimentados com baixa energia proteica, ja que a atrofia do musculo liso intestinal € comum
nestes casos, como um mecanismo compensatorio devido a menor ingestao de aminoéacidos
na dieta (HERMES et al., 2008; FRANCO et al., 2010; SCHOFFEN et al., 2014b).

As células caliciformes s&o responsaveis pela produgdo de mucinas, glicoproteinas
que formam o muco, atuando na protegao e lubrificagéo da superficie do epitélio intestinal.
Nos animais submetidos a RA o numero de células caliciformes do jejuno apresentou
reducdo (p<0,05) de 19,52% em relagédo aos animais controle, fato que poderia aumentar o
contato e a absorgéo dos nutrientes pela tinica mucosa jejunal. Caso semelhante poderia
estar ocorrendo também no duodeno, apesar de ndo se detectar redugéo significativa deste
parametro. No ileo, assim como Cirilo et al. (2013), nenhuma alteracéao foi observada nesta
populacgéo celular com a RA, indicando que a produ¢édo de mucinas foi preservada e, desta
forma, garantindo protecdo a mucosa ileal contra a invasdo da microbiota (Fig. 2f).

41 CONCLUSOES

A RA iniciada na lactacdo causou ajustes morfol6gicos nos elementos da tunica
mucosa dos segmentos do intestino delgado de ratos adultos, a fim de garantir a digestao
e absorgao de nutrientes, sem comprometer a tinica muscular externa deste 6rgao do trato

digestorio.
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