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Resumo

RESUMO

As fibras alimentares s@o entendidas como carboidratos ou substincias poliméricas
afins em alimentos que ndo sendo digeridas nem absorvidas no intestino superior, possuem
varios efeitos fisioldgicos e bioquimicos no intestino baixo e no restante do organismo,
incluindo a modula¢do da populacdo microbidtica, alteracdes na dindmica dos fluidos
fisiologicos, producao de diversos tipos de nutrientes, caracterizando-se como componente
essencial da alimentacao.

A primeira fase deste trabalho teve como objetivo avaliar in vitro o efeito
bifidogénico da mucilagem extraida da farinha da polpa do quiabo (Hibiscus esculentus,
L.), como controle do crescimento de Lactobacillus acidophilus 1.a-5, foi utilizado o meio
de cultura MRS (Man, Rogosa, Sharpe), e para a cultura de Bifidobacterium lactis Bb-12, o
MRS enriquecido com L-cisteina denominado MRS modificado (MRSm). A segunda fase
consistiu de um estudo comparativo dos efeitos ocorridos em ratos da linhagem Wistar,
recém-desmamados (RD) com os que consumiam dietas AIN-93G, tendo como fontes de
fibras: celulose (CC), inulina (CI) e a polpa de quiabo liofilizada (EQ). Nesse ensaio
bioldgico foi avaliado o impacto da fibra na ingestdo alimentar, trinsito intestinal, excreta
fecal e morfologia intestinal, assim como os conteddos: estomacal, cecal, coldonico e do
intestino delgado. Foram determinadas também as concentra¢des dos dcidos biliares fecais,
a producdo de é&cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e lactato no ceco e cOlon.
Adicionalmente foi estudado o impacto que esta fibra poderia exercer sobre o metabolismo
da glicose em ratos diabéticos.

Os resultados do ensaio in vitro, mostraram que a mucilagem na concentracdo de
1,0%, promoveu aumento expressivo do nimero de células, de 17,57% para Lactobacillus
acidophilus, e de 70% para Bifidobacterium lactis Bb-12, em relacdo ao controle de
crescimento MRS e MRSm, respectivamente.

As andlises microbioldgicas aos 28 dias de alimentacio demonstraram que a

populagdo de lactobacilos do grupo EQ foi superior em 0,680 log ufc/g de fezes, em relacdo
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Resumo

ao RD. E aos 14 dias a populacdo de bifidobactérias no grupo EQ foi superior em 0,382 log
ufc/g de fezes, em relacdo ao CI.

A soma dos niveis de acetato, lactato, propionato e butirato colonico foram
superiores para o grupo EQ quando comparados aos grupos CC e CI, indicando efeito
positivo na producdo destes dcidos organicos pela fibra do quiabo. A morfologia intestinal
mostrou ser independente do tipo de fibra utilizado na dieta. Os niveis de dcidos biliares
secunddrios foram excretados em maiores quantidades pelo grupo EQ, estes resultados
associados ao menor tempo de transito intestinal resultaram em menor tempo de
permanéncia destes metabdlitos toxicogénicos no limem.

No ensaio de inducdo de diabetes pela estreptozotocina, em ratos diabéticos
alimentados com polpa de quiabo (EQD) a taxa de insulina foi superior aos ratos diabéticos
alimentados com inulina (CID) e celulose (CCD). As reservas de gorduras epididimdrias do
grupo EQD foram menores em relacdo aos CCD e CID (P<0,05), sendo que o fator positivo
para o grupo EQD foi ter apresentado menor perda de peso corporal, menor consumo de
dgua e menor excrecdo urindria. Diante destes resultados, foi possivel verificar um efeito
global positivo associado ao consumo da fibra de quiabo pelo rato, sugerindo que o
consumo do quiabo como parte integral da dieta poderd proporcionar efeitos fisiologicos

benéficos ao individuo.

Palavras chave: Quiabo, fibra alimentar, dcidos graxos de cadeia curta, 4dcidos biliares,

diabetes.
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Summary

SUMMARY

Dietary fiber is understood as any polymer normally occurring in foods, generally of
carbohydrate nature, that is not digested and absorbed in the upper digestive tract and that is
responsible for various physiological and biochemical effects in the lower gastrointestinal
tract and the rest of the body, including alteration of the distribution of the bowel
microbiota, improvement of physiological fluid dynamics, the production of some
micronutrients, and which can be considered as essential components the human diet.

This work consists of two sections. The first section consisted of an in vitro study of the
bifidogenic effects of the mucilage extracted from okra (Hibiscus esculentus, L.).

The second section was an in vivo study with Wistar rats just weaned, as initial
group (IG), compared with fed with standard (AIN-93G) diets, formulated utilizing as
source of dietary fiber: cellulose control (group CC), inulin control (IC) and okra
experimental (OE), estimating such parameters as feed uptake, fecal output, transit time, GI
tissue mass, and the stomach, cecal, fecal and small intestine contents. Additionally the
impact of the fiber on the concentration of bile acids, gut morphology, short chain fatty acid
(SCFA) and lactate production in cecum and colon and the fiber effect on the metabolism
in streptozotocin induced diabetic rats were also studied.

The results of the in vitro assay showed that mucilage concentration by 1%
mucilage resulted in a substantial rise in cell counts, 17.57% Lactobacillus acidophilus and
70% Bifidobacterium lactis Bb-12, when compared to the MRS and MRSm medium,
respectively.

Microbiological analyses of the assay showed that the lactobacillus in the
experimental OE group on the 28th day was over 0.680 log cfu/g of feces larger when
compared to the IG. On the 14th day, the levels of bifidobacteria in the group OE were
higher by 0.382 log ufc/g of feces than in the IC group. The results suggested there was a
selective stimulation of the lactobacillus and bifidobacteria populations in the OE group.

Meanwhile, the OE diet elicited higher levels of short chain fatty acids (SCFA) and

lactate in cecum and colon as opposed to the IC and CC groups, showing that the okra fiber
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Summary

stimulates intestinal organic acid production. The intestinal morphology showed
independent of the type of fiber.

The amounts of secondary bile acids (lithocholic and deoxicholic) were excreted
more by OE group. This results associated the lesser transit time, results time lesser this
toxigenic metabolic at lumen.

With regard to the induction of diabetes by streptozotocin, diabetic rats feeding with
okra (OED) the serum insulin was biggest when compared than diabetic rats feeding inulin
(ICD) and cellulose (CCD). These results confirm that in the diabetics rats of OED the
insulin production was bigger, maybe the fiber of okra had protector effects in these
animals. The epididymal fats and kidney was smaller than CCD and ICD, although the
OED showed the lowest body weight loss. These results showed that the okra mucilage was
beneficial to the rat when introduced in the diet, suggesting that this fiber may exhibit

similar effects in human beings.

Key words: Okra, dietary fiber, short chain fatty acids, bile acids, diabets.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

O alimento € essencial e indispensdvel a manutencdo e a ordem da sadde, pois a
dieta influencia todos os estdgios metabdlicos, sendo de principal importincia no
fornecimento de nutrientes necessdrios para satide mental e corporal. Para atingir equilibrio
¢é essencial que os alimentos ingeridos sejam adequados tanto em quantidade como em
qualidade para manter a integridade estrutural e funcional do organismo. A fibra alimentar
(FA), € definida como a fracdo nao digerivel dos alimentos vegetais que nao é absorvida
pelo organismo. Estd presente nos vegetais e € constituida por polissacarideos: celulose,
hemiceluloses, substancias pécticas, hidrocoléides (gomas e mucilagens), amidos
resistentes, oligossacarideos resistentes e também pela lignina que €é um componente da

parede celular, mas ndo € carboidrato (Lajolo et al., 2001).

Possui vérios efeitos no trato gastrintestinal, incluindo alteragdes na dinamica dos
fluidos fisiolégicos, na digestdo das macromoléculas, na absor¢do dos diversos tipos de
nutrientes (Kumar et al., 2002), firmando-se como componente essencial para alimentacao,
tanto humana como animal. Embora a fibra ndo forneca energia ou compostos
classicamente conhecidos como nutrientes, ela é considerada componente indispensavel das
dietas. A auséncia de fibra na alimentacdo pode ocasionar reducdo das fun¢des da mucosa
do trato gastrintestinal aumentando conseqiientemente riscos de translocacdo de bactérias
para o sangue, ou septicemia (Spaeth et al., 1990; Szilagyi, 1998). Estudos realizados ao
longo das tdltimas décadas comprovam que a ingestdo de FA ocasiona efeitos metabdlicos e

fisioldgicos positivos (Dongowski et al., 2002).

No inicio da década de 70, pesquisadores puderam constatar a importancia da fibra
alimentar como constituinte indispensédvel a dieta normal (Payne, 1987) devido a seu efeito
preventivo ou atenuador de algumas doencgas gastrintestinais e outras cronicas e/ou
degenerativas para o organismo animal (Schneeman, 1986). Em estudo com animais e
humanos (Gibson et al., 1995), foi verificado que as fibras ocasionaram, durante o tempo de

consumo, mudancas na composicdo e/ou na atividade metabdlica da microbiota intestinal,
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com alteracdo na quantidade dos produtos finais do metabolismo bacteriano, sendo que os
principais substratos para atividade bacteriana foram os carboidratos nao-digeriveis, fibras
soliiveis e insoluveis e os oligossacarideos ndo-digeriveis. Alguns estudos morfoldgicos
relatam que o consumo de FA estd associado com mudancas na estrutura do intestino
delgado, as quais incluem alteragdes no comprimento e peso, além de modificacdes da
mucosa (Sigleo, Jackson & Vahouny, 1984; Brown, Kelleher & Losowsky, 1979). Em
relacdo ao beneficio da FA na prevencdo de uma variedade de doengas, sua associacdo com
diabetes tem sido bem estabelecida (Kumar et al., 2002). Foi verificado que ocorre
diminuicdo da absor¢do de glicose no intestino na presenca de fibra, sendo tal efeito
atribuido principalmente as fibras soldveis (Goswamy, Mani & Mani, 1985). Muitos
estudos tém sido realizados usando o modelo animal com diabetes induzido pela
estreptozotocina, para avaliar o mecanismo que a fibra alimentar exerce sobre esta doenga

(Leclere et al., 1994; Rodriguez-Moran, Guerrero-Romero & Lazcano-Burciaga,1998).

Desta maneira, o presente estudo teve como objetivo primordial comparar o efeito
de dietas contendo fibra da polpa do quiabo (Hibiscus esculentus, L..) com outras fibras de
efeito reconhecido. Para tal foi utilizada a celulose como controle negativo, devido sua
capacidade de absor¢do de 4gua, baixa solubilidade e sua resisténcia a hidrdlise pelas
enzimas digestivas dos ratos bem como a fermentacdo coldnica. A inulina foi escolhida
como controle positivo uma vez que é conhecida entre outras qualidades, por promover o
crescimento de bifidobactérias e lactobacilos no intestino. Foram utilizados como
pardmetros de avaliacdo a atividade metabdlica da microbiota intestinal, bem como os
efeitos destas fibras sobre a morfologia intestinal. Posteriormente foi avaliado se a inclusio
da farinha de quiabo na dieta poderia agir positivamente sobre o diabetes induzido pela

estreptozotocina (STZ).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. FIBRA ALIMENTAR - Definicao e caracteristicas fisico-quimicas

Fibra alimentar é um termo genérico utilizado para uma variedade de substancias
portadoras de propriedades e efeitos fisioldgicos diferenciados, principalmente no trato
gastrintestinal, incluindo alteracdes na dinamica dos fluidos fisiolégicos, na digestdo das
macromoléculas, na absorcdo dos diversos tipos de nutrientes (Kumar et al., 2002),
firmando-se como componente essencial para alimentacdo, tanto humana como animal. As
fibra s derivam da familia dos carboidratos estruturais, provenientes da parede celular de
vegetais constituida por polissacarideos: celulose, hemiceluloses, substincias pécticas,
hidrocoldides (gomas e mucilagens), amidos resistentes, oligossacarideos resistentes e
também pela lignina que é um componente da parede celular, mas nao é carboidrato (Lajolo
et al., 2001). A fibra ndo € metabolizada pelas enzimas do estdbmago e do intestino delgado
e chega ao célon sem degradar onde € fermentada pelas bactérias intestinais (Cherbut,
1995). Trés décadas atrés, alguns pesquisadores ja ofereciam hipdteses sobre a funcdo da
fibra alimentar (FA), pois resultados de estudos epidemioldgicos relacionavam a
prevaléncia de doencas cronicas como constipag¢do, diverticulite e cancer do intestino

grosso, a insuficiéncia de fibra na dieta (Schneeman, 1986).

Esta observagdo incentivou muitos pesquisadores a procurarem respostas para causa
de doengas comuns, especialmente aquelas relacionadas ao intestino  grosso.
Historicamente, a énfase dada pelos pesquisadores ao efeito da fibra estava concentrada em
relacdo a quantidade e ndo ao tipo de fibra alimentar presente na dieta. Estudos in vitro,
com animais e humanos, medindo o efeito agudo e de longo prazo no ambito celular e no
organismo como um todo, tém demonstrado que diferentes fontes de fibras podem exercer
efeitos metabdlicos e fisiolégicos distintos, sendo que uma das maiores dificuldades de se
trabalhar com fibra alimentar é que o termo fibra alimentar refere-se a uma grande
variedade de compostos incluindo carboidratos purificados, semi-purificados, amidos
resistentes ou componentes da parede celular, apresentando auséncia de digestdo por

enzimas enddgenas do trato gastrintestinal humano e fermentabilidade no intestino grosso,
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exibindo propriedades que variam de acordo com sua fonte, refletidas no seu

comportamento durante a passagem pelo trato digestivo (Guillon & Champ, 2000).

A capacidade de hidratacdo do material constituinte da parede celular é que
determina, em parte, o comportamento da fibra alimentar no trato digestivo (fermentacio) e
que esclarece alguns de seus efeitos fisiologicos (bolo fecal minimamente fermentado pela
fibra alimentar). Para verificar o potencial de hidratacdo da fibra, pode-se avaliar a
capacidade de reten¢do de dgua, que é um fator importante na fabricacdo de alimentos
suplementados com fibras. A absorc¢do ou reteng¢do de dgua estd diretamente relacionada ao

comportamento da fibra durante o transito intestinal (Robertson & Eastwood, 1980).

As fibras insoluveis (celulose e hemiceluloses) ligam-se a dgua em grau limitado,
mas ndo formam gel resultando na formagdo de um bolo alimentar de baixa viscosidade. A
lignina contribui para o aumento (volume e massa) das fezes (Brody, 1994). As fibras
soltiveis (pectinas, mucilagens, gomas) sao altamente viscosas e fermentdveis, com grande
capacidade de retencdo de dgua, estas caracteristicas proporcionam a formacgdo de gel,
resultando em maior viscosidade do conteido do intestino delgado e em retardo da

absorcdo de certos nutrientes (Schneeman, 1986).

Classificada como fibra alimentar soluvel; a inulina pode ser incorporada a outros
ingredientes da dieta; e oferecer vantagens como aumento do bolo fecal, produg¢do de
AGCC, diminui¢do do pH coldnico e do tempo de transito intestinal (Roberfroid, 1993),
além da restauracdo da microbiota intestinal, favorecendo o crescimento das bifidobacterias

e reducdo dos microorganismos patogénicos (Gibson & Wang, 1994).

2.1.1. Inulina - Definicao e atividade funcional
A inulina (Figura 1) é componente natural presente em aproximadamente 36.000
plantas utilizdveis como alimentos, sendo encontrada na forma de carboidratos de reserva

de plantas como cebola, alho-pord, trigo, chicéria, alcachofra e alho (Carpita, Kanabus &
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Housley, 1989). E constituida por uma mistura de oligdbmeros e polimeros de frutose com
estrutura que pode ser representada pela férmula (GFn) onde G = unidades glicosidicas , F
= unidades frutosidicas e n= nimero de unidades frutosidicas ligadas (n = 2), sendo uma

B(2—1) frutana (Phelps, 1965).
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Figura 1. (a) Férmula quimica da inulina; (b) Estrutura quimica da inulina; (c) Estrutura
hidratada (4 unidades), os dtomos de oxigénio das moléculas de 4gua aparecem em

vermelho.

A inulina disponivel comercialmente (Raftiline®), é extraida utilizando tecnologias
da industria de acgtcar e amido, no processo de extracdo (Figura 2), sua estrutura molecular
¢ mantida. Inicialmente as raizes sdo lavadas, cortadas e extraidas em difusor. Esse
processo resulta na formagdo de extrato rico em inulina. O precipitado purificado € seco e

moido para obter po fino (De Leenheer, 1994).
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Figura 2. Fluxograma do processo para producdo da inulina (Raftiline®).

Os frutooligosacarideos (FOS) presentes na chicéria (inulina), sdo considerados

como ingredientes prebidticos devido ao seu efeito bifidogénico, € fermentado no célon por
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bactérias anaerdbicas simbidticas resistentes, sendo também substrato especifico para as
bifidobactérias (Jenkins, Kendall & Vuksan, 1999; Rao, 1999). O mecanismo pelo qual a
bifidobactéria inibe o crescimento de outras bactérias ndo € ainda compreendido, mas
segundo Roberfroid (1996), ela deve envolver a acidificagdo do meio devido a alta

producdo de 4cidos organicos de cadeia curta e a secrecdo de peptideos.

A inulina é utilizada como ingrediente alimentar; para melhorar as propriedades
tecnoldgicas e nutricionais de alimentos industrializados (produtos concentrados do leite,
enriquecimento do gliten do trigo, etc.), como substituto da gordura, carboidrato e/ou como
agente promotor de crescimento para bifidobactérias e lactobacilos (Causey et al., 2000)

exercendo impacto positivo no trato gastrintestinal.

2.1.2. Trato gastrintestinal e sua interacao com o substrato disponivel a fermentacao
Pelo fato de oferecer os primeiros tecidos de contato bioquimicamente ativo entre o
organismo humano e o alimento, os eventos ocorridos no sistema gastrintestinal (GI)
possuem importancia fundamental. O sistema é composto pela parte superior (boca,
esofago, estdbmago), a parte média (intestino delgado, pancreas e trato biliar), e a parte
baixa (célon e reto). O preparo do sistema GI, mediante a hidratacdo, homogeneizacio e
emulsificacdo, digestdo, fermentacdo dos alimentos, absorcdo, recusa e excregdo seletiva de
nutrientes e nao-nutrientes, ainda protege contra a agressdo entérica (Krause & Mahan,

1996).

Os processos; digestivo e absortivo devem ser vistos como uma fun¢@o importante
do sistema GI: pelo fato desses processos ocorrerem de forma sintonizada, o resultado € a
dosagem correta dos nutrientes ao organismo. A liberacdo e transporte dos nutrientes sao 0s
resultados de centenas de milhares de anos de evolucdo e adapta¢do a uma ampla gama de
alimentos disponiveis ao homem, sendo o sistema GI tolerante e flexivel quanto ao tipo e

composicao de carga alimentar, sem desprezar, no entanto, a importancia da capacidade
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“tamponante”, especialmente do intestino baixo, as inadequacdes e alteragdes bruscas dos

habitos alimentares (Krause & Mahan, 1996).

O trato gastrintestinal (GI) do homem possui uma grande area superficial interna, de
aproximadamente 300-400m*. Como a média de consumo de alimentos é de 1,5-2,0kg por
dia, com ingestdo simultdnea de organismos patogénicos, ocorre como resultado uma
grande variedade de antigenos inofensivos ao sistema imune intestinal. O trato GI deve ser
capaz de digerir e absorver componentes dos alimentos e nutrientes potencialmente
benéficos para o organismo e, a0 mesmo tempo, eliminar componentes com potencial de
risco a saide. A mucosa é normalmente colonizada pela microflora que regula a inflamacao
e a imunidade, sendo as células epiteliais substituidas a cada trés a quatro dias. Um
individuo saudavel perde diariamente aproximadamente 330g de células da mucosa, e
aproximadamente 55 milhdes de células sdo renovadas a cada minuto. Desta maneira, a
mucosa do trato gastrintestinal é considerada o Unico depdsito para estocagem de

elementos-chave para crescimento e regeneracao (Bergmark, 1998).

A populagdo microbiana que habita o intestino grosso faz parte de um sistema
extremamente complexo. A microbiota, em contato direto com a mucosa, interage com o
intestino humano influenciando o organismo quanto aos aspectos fisioldgico, metabdlico,

anatomico, nutricional, imunolégico e toxicoldgico (Berg, 1978).

Os componentes mais conhecidos que apresentam efeito funcional no sistema GI
sdao os oligopeptideos (principalmente os oriundos do leite), carboidratos ndo digeriveis
(fibra dietética), probidticos e prebidticos. Os probidticos sdo classificados como
microrganismos vivos benéficos ao balan¢o microbial intestinal, que afetam beneficamente
a fisiologia do hospedeiro por meio da modula¢do da mucosa e imunidade sistémica, além
do melhoramento do equilibrio nutricional e microbiano no trato gastrintestinal (Naidu et
al., 1999). Os prebidticos sdo ingredientes ndo digeriveis presentes no alimento, que

estimulam seletiva e positivamente o crescimento e/ou atividade de certas bactérias
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presentes no célon (Roberfroid, 1996), predominantemente os lactobacilos e bfidobactérias

(Bielecka et al., 2002).

Os carboidratos de baixos e altos pesos moleculares presentes na fibra alimentar nao
sdo enzimaticamente digeridos no segmento central do intestino delgado dos mamiferos.
Contudo, esses polimeros sdo degradados através de processos fermentativos por
microorganismos de ocorréncia natural no ileo e célon (Vercellotti, Salyers & Wilkins,
1978). Ensaios realizados com animais monogdstricos mostraram que os fatores que
interferem na digestibilidade além da estrutura quimica dos componentes da fibra, sdo a
microbiota do c6lon, tempo de transito intestinal, caracteristica do bolo alimentar que entra
no célon (Cummings, 1978), sendo todos os componentes fermentdveis no intestino grosso

geralmente classificados como fibra alimentar.

Intmeras bactérias sdo encontradas no intestino delgado dos animais monogéstricos,
incluindo géneros como bacterdides, eubactéria, lactobacilos, estreptococos, entre outros.
Muitos destes géneros estdo presentes no intestino de toda espécie de animal, e sua
composicao bacterial (quantidade e propor¢do) varia dependendo da idade, estado
fisiol6gico, localizagdo no intestino, assim como a composi¢cdo da dieta (Montagne,
Pluskem & Hampson, 2003). As bactérias localizam-se no limen do trato gastrintestinal, na
camada de muco e na superficie da mucosa. Considera-se que 0 muco € a mucosa
associados a microbiota sdo subconjuntos da flora luminal, devido a fatores como excre¢ao

fecal, troca epitelial e movimentos peristélticos no trato gastrintestinal (Leser et al., 2002).

O conceito de “saude intestinal” € complexo. Para Conway, Gorbach & Goldin
(1987), existem trés grandes componentes da saude intestinal: mucosa, flora e dieta,
(microbiota). A mucosa é composta pelo epitélio digestivo, os tecidos linféides associados
ao intestino e o muco que recobre e protege o epitélio. Os tecidos linféides associados ao

muco, as células epiteliais e as bactérias interagem em equilibrio delicado e dinamico,

10
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assegurando uma func¢do eficiente do sistema, como fonte de saide, sendo que os

alimentos, por sua vez, podem ser selecionados para favorecer essas condi¢des no intestino.

Para a fibra insolivel a porosidade e tamanho da particula e a superficie disponivel
a bactéria sdo fatores determinantes e podem controlar a fermentacdo. Quando a
acessibilidade ndo ¢é limitante, outros pardmetros, como fatores estruturais dos
polissacarideos podem se tornar limitantes. A natureza do mondmero, o tipo de ligacdo
glicosidica, a presenga e distribui¢do ao longo da cadeia de alguns grupos funcionais podem
também modular a utilizagdo dos mondmeros pela bactéria. Alguns polissacarideos
extraidos das algas (alginatos e carragena) sdo pouco fermentdveis, enquanto que seus

residuos constituintes (mondmeros, dimeros) sdao fermentados (Bobin-Dubigeon et al.,

1997).

O tempo de transito certamente afeta o processo fermentativo, podendo também
influenciar na quantidade e natureza do substrato disponivel para fermentacdo. O transito
intestinal acelerado diminui o pH, aumenta a quantidade dos substratos que alcangam o
colon, a saida das fezes e a excre¢do da biomassa fecal. Outros fatores como meio ambiente
presente no c6lon (pH, pressdao de hidrogénio), a densidade e atividade da microbiota,
também podem ter influencia na utilizacao relativa dos diferentes carboidratos (El Oufir et

al., 1996).

O mecanismo fisioldgico de agdo para diferentes componentes fibrosos na atividade
motora gastrintestinal vem sendo muito estudado com a finalidade de estabelecer sua
definicdo adequada. Entretanto, para alguns autores como Connel (1978), a acelera¢do do
transito intestinal estd relacionada aos componentes da fibra alimentar que possuem
capacidade de hidratacdo, pois eles causam o aumento no volume do bolo alimentar, por
sua vez, atribuido a diferenga na resposta motora as caracteristicas fisicas e quimicas dos

componentes fibrosos. Lewis (1978) acredita que existe relacdo entre a granulometria das

11
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particulas fibrosas e o volume do residuo seco fecal, e considerou que a fibra de maior

granulometria, possivelmente exerce maior influéncia no transito do bolo alimentar.

A natureza quimica e a estrutura da fibra alimentar sdo caracteristicas importantes
na determinacdo do seu comportamento na luz intestinal (Lopez et al., 1997). A
acessibilidade fisica das enzimas a matriz do polimero € o primeiro fator limitante, uma vez
que muitas bactérias ganham acesso fisico e se aderem a parede celular para digeri-la,
enquanto que algumas bactérias podem liberar enzimas extracelulares nas proximidades e
ativar a degradacdo das paredes. Supde-se que as bactérias coldnicas possuam grande
espectro de atividade enzimdtica. O grau de atividade, em particular da atividade
degradativa de polissacarideos, pode ser induzido pela exposi¢cdo do substrato, além de
exibir utilizagdo preferencial de certos substratos pela microbiota hd evidéncias de existir
repressdo de sintese enzimadtica por produtos finais de reac@o. Portanto, a fermentacdo pode
ser caracterizada pela faixa, extensdo, nimero de sitios de fermentacdo e produtos da
fermentacdo, sendo que os fatores de controle da fermentacdo estdo relacionados ao

substrato disponivel, & microflora e sua atividade e ao hospedeiro (Guillon & Champ,

2000).

Uma propriedade extremamente importante das fibras alimentares € sua
fermentabilidade pela microbiota intestinal, pela fermentacdo anaerdbica que ocorre no
intestino humano, entre o ceco e célon proximal (Pacheco & Sgarbieri, 2001). Esse

processo resulta na formacao de dcidos graxos de cadeia curta.

2.1.3. Microbiota, fermentacio e producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

A populacdo de bactérias no ceco e no célon humanos é numericamente expressiva,
com pelo menos 10" ou 10'" unidades formadoras de colénia (ufc) por grama de peso seco.
Com massa de digesta estimada em 250-750g, o cdlculo total da microbiota pode chegar a
10" ufc. Mais de 50 géneros e acima de 400 espécies de microrganismos tém sido

identificados em fezes humanas (Gibson & Roberfroid, 1995; Hill, 1995).

12
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Os microrganismos dominantes em termos de numero sdo anaerdbios incluindo
bacterdides, bifidobactéria, eubactéria, estreptococos e lactobacilos, enquanto que outros
como enterobactérias, também podem ser encontrados em propor¢ao reduzida. Geralmente
os bacterdides (incluindo aqueles que utilizam polissacarideos) s@o mais numerosos e

podem compreender mais de 30% do total (Gibson & Roberfroid, 1995).

As fibras alimentares por servirem de substrato fermentativo sdo consideradas as
maiores fontes de energia para as bactérias que habitam o célon. O processo de
fermentacdo culmina com a produg¢dao de AGCC: acético, propidnico e n-butirico; que
exercem efeito na mucosa e na fun¢@o colonica (McDougall et al., 1996; Kim, 1998), além
de proporcionar substratos para a lipogénese, glucogénese e cetogénese, sendo que o
butirato € a principal fonte para os colondcitos, por ser de fundamental importancia para o
crescimento e proliferacdo das células normais do epitélio coldonico (Cambrodén & Martin-

Carrén, 2001).

Fatores determinantes com relagdo a producdo de AGCC pela fermentacio
bacteriana estdo completamente elucidados. Alguns tipos de componentes fibrosos tém sido
associados a maior producio de um tipo especifico de dcido graxo de cadeia curta. O amido
¢ geralmente associado com a grande proporcdo de dcido butirico, pectinas com grande
quantidade de 4cido acético, enquanto que arabinogalactana, galactomanana e o amido
estdo relacionados com grande propor¢do de acido propidnico. O tipo de substrato
fornecido a bactéria para fermentacdo pode predizer o perfil de AGCC gerados, pois
diferentes fibras sdo fermentadas em diferentes graus e produzem diferentes razdes de

AGCC (Guillon & Champ, 2000; Aprikin et al., 2003).
Os gases e 4cidos organicos voldteis produzidos na fermentacdo intestinal da fibra

alimentar pelas bactérias que habitam o célon (Guillon & Champ, 2000), podem afetar o

metabolismo microbiano; estes gases podem ser expelidos como flato ou pelo pulméo, apds
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absorcdo pelo epitélio (Cummings & Englyst, 1987). Estes gases e dcidos organicos
volateis produzidos sdo absorvidos e utilizados no metabolismo aerébio do organismo
humano, como fonte de energia suplementar, responsdveis por algumas respostas
fisiologicas atribuidas as fibras (Schneeman, 1986). A microbiota pode metabolizar
proteinas e produtos nao-digeriveis de proteinas contendo compostos sulfurados, produtos
da reacdo de Maillard e glicoproteinas enddgenas e exdgenas. Alguns organismos crescem
com os produtos intermedidrios de fermentacdo como H,, lactato, succinato, formato,
etanol e convertem estes a produtos finais, como AGCC. Outros organismos metabolizam
CO, e CH4 ou convertem CO, em acetato. A excre¢ao do CHy pela respiracdo se reflete na

atividade metanogénica do célon (Pitt at al., 1980).

Os AGCC (acetato, butirato e propionato) atuam como fonte de energia para os
colondcitos, estimulando o trofismo intestinal e a reabsor¢do de 4gua e eletrdlitos pelas
células do intestino (Roediger & Moore, 1981; Roberfroid, 1993). Sendo a média de
energia liquida para manutencdo, por volta de 15-24% para suinos, nas fases de
crescimento e acabamento (Dierickl, 1991; Yen et al., 1991; McBurney & Sauer, 1993), e
de 5 a 10% para o homem (Nordgaard & Mortensen, 1995). Além disso, os AGCC também
sdo capazes de inibir o crescimento de algumas bactérias patogénicas, tais como Salmonela
e Clostridium (Hentges et al., 1992) em ratos, e as bactérias Escherichia coli e Clostridium
em humanos (Roediger & Moore, 1981; Roberfroid, 1993) e também em porcos (May at

al., 1994), os quais sdo microorganismos causadores de diarréia.

Os diferentes AGCC apresentam desempenhos individuais e especificos, sendo
utilizados pelo organismo em diferentes rotas metabdlicas. O acetato € transportado para o
figado e posteriormente serve como substrato energético nos tecidos do mdusculo. O
propionato é convertido em glicose no figado. Butirato € usado primeiramente pelo
colondcitos e fornece energia adicional para suas atividades metabdlicas (Roediger, 1982;
Démigné & Rémésy, 1985), estimulando a proliferacdo das células epiteliais (Bugaut,

1987), e a motilidade intestinal (Cherbut, 2003).
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Em humanos adultos, a producdo individual dos AGCC no célon € tao importante
quanto a sua distribuicdo ao longo do intestino grosso. As fermentacdes ocorrem
predominantemente no c6lon proximal, sendo os AGCC posteriormente transportados para
o c6lon distal, metabolizados no figado e no dos tecidos periféricos do organismo (Suzuki,
Hara, 2004). Pacientes com colostomia apresentam declinio nos niveis de AGCC no
intestino grosso. O colon distal é o local com grande incidéncia de doengas organicas,
sendo entdo a presenca do butirato nesta regido considerada de extrema importincia

(Topping & Clifton, 2001).

As caracteristicas fisicas da fibra tém sido relacionadas com a produgdao de AGCC,
ou seja, quanto menor o tamanho da particula, maior solubilidade, e conseqiientemente
maior sua degradacdo e fermentabilidade, principalmente pelos lactobacilos e
bifidobactérias (Roediger & Moore, 1981; Roberfroid, 1993), resultando em aumento da
proliferacdo bacteriana no intestino grosso proximal onde a concentracdo de substrato é
maior (Macfarlane, Gibson & Cummings, 1992), outras caracteristicas fisicas como a
capacidade de retencdo de 4gua, alta viscosidade; podem diminuir a absor¢do de

carboidratos e conseqiientemente reduzir a taxa glicémica.

2.1.4. Efeito da fibra no indice glicémico

A ingestdo de fibras implica na reducdo da glicemia pds-prandial e,
conseqiientemente, em menor secre¢do de insulina pelo pancreas, contribuindo para o
controle de glicemia em individuos diabéticos (Bourdon et al., 1999). Os polissacarideos
soliiveis geralmente sdo fermentados com maior rapidez, reduzindo a necessidade de
insulina exégena ou baixando o nivel médio de glicose do sangue (De Leeuw Jongbloed &
Verstegen, 2004; De Leeuw et al., 2005). Os alimentos com menor indice glicémico sao
aqueles que possuem quantidade expressiva de parede celular resistente como o feijao,
lentilha e a ervilha. Se o produto ndo for hidrolisado durante o tratamento industrial, como
acontece com a aveia, sua forma integra pode afetar a resposta metabdlica em conseqiiéncia

de uma alta viscosidade. Estas fibras sdo constituidas de monomeros neutros (glicose, para
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B-glicanas e galactose e manose, para goma guar), incapazes de interagir quimicamente

com moléculas endégenas e exdgenas do metabolismo (Guillon & Champ, 2000).

Virios estudos demonstraram que a viscosidade pode interferir na absor¢do da
glicose, via mecanismos como: esvaziamento gastrico lento, diminui¢do da acessibilidade
da a-amilase ao substrato, baixa absor¢ao da glicose produzida da hidrélise do amido, tanto
devido a baixa difusdo da glicose como pelo aumento da camada de dgua na superficie do
intestino delgado. Muitos mecanismos que envolvem o efeito da fibra na resposta glicémica
ja sdo compreendidos. Envolvem multiplos mecanismos e dependem de fatores como a
estrutura do alimento (integridade da parede celular em alimentos ndo-refinados) e das
caracteristicas intrinsecas da fibra, como a capacidade de aumentar a viscosidade da digesta

(Leclere et al., 1994).

Alimentos ricos em fibra sdo recomendados para individuos diabéticos, os quais
podem reduzir a resposta glicEmica para alimentos e conseqiientemente a necessidade de
insulina. Muitos dados de indice glicémico, na maior parte de alimentos amildceos nao
refinados, exibem tais efeitos. Certamente neste tipo de alimento, estdo incluidas as paredes
celulares, se estas ndo forem quebradas durante o processamento da matéria-prima ou a
mastigacdo. As fibras protegem estruturalmente as moléculas de amido, as quais estdo
presentes dentro das células vegetais, até o momento da acdo dos 4cidos e enzimas do

estdmago e/ou da atividade microbiana no intestino grosso (Guillon & Champ, 2000).

A fibra alimentar € considerada como um dos ingredientes que pode contribuir para
a diminuicdo da hiperglicemia poés-prandial (Rodriguez-Moran, Guerrero-Romero,
Lazcano-Burciaga, 1998), além de influenciar na redug¢do da atividade metabdlica da
microbiota em vdrios parametros como: aumento da massa fecal, diminui¢do do tempo de
transito intestinal, diluicdo da populagdo bacteriana e no aumento da excre¢do de 4cidos

biliares (Gorbach & Goldin, 1992; Dongowski & Lorenz, 2003).
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2.1.5. Acidos biliares e o efeito da fibra alimentar no seu metabolismo

Os acidos biliares sdo sintetizados pelos hepatdcitos, a partir do colesterol (Figura
3), do qual adquirem seu nucleo esterdide. Os principais dcidos biliares sintetizados pelo
figado sdo denominados acidos biliares primdrios. Esses sdo o acido célico (com 3 grupos
hidroxila) e o 4cido quenodesoxicdlico (com 2 grupos hidroxila). As presencas dos grupos
carboxila e hidroxila tornam os 4cidos biliares muito mais soliveis na dgua do que no

colesterol do qual sdo sintetizados (Berne & Levy, 2004).

As bactérias que colonizam normalmente o aparelho digestivo realizam a
desidroxilacdo dos 4cidos biliares para formar 4cidos biliares secunddrios. Os principais
acidos secunddrios sdo os dcidos desoxicolico (proveniente da desidroxilacdo do écido
colico) e o 4cido litocdlico (proveniente da desidroxilacdo do dcido quenodesoxicdlico).
Normalmente os 4cidos biliares sdo conjugados com glicina e taurina. A glicina ou a
taurina € ligada por ligacdo peptidica entre o grupo carbonila de um 4cido biliar ndo-
conjugado e o grupo amino da glicina ou taurina. No pH quase neutro do aparelho
gastrintestinal, os dcidos biliares conjugados sofrem ionizacdo mais completa e dessa
forma, tornam-se mais hidrossoliveis do que os dcidos biliares ndo-conjugados. Os dcidos
biliares conjugados estdo presentes, quase que exclusivamente, como sais de varios cations
(principalmente Na®) e sdo geralmente denominados sais biliares (Greenberger &

Isselbacher, 1998).

Em termos quimicos estritos, os dcidos biliares constituem os grupos de acidos
esteroidais. Na sua maioria apresentam-se estruturalmente na forma de anel esteroidal,
geralmente saturados contendo 24 carbonos, com cadeia lateral apresentando um grupo
carboxila. Sdo os maiores produtos catabdlicos do colesterol, facilitando a excre¢do dos
lipideos, incluindo colesterol. Devido a sua acdo detergente, estes metabdlitos atuam na
absorcdo dos lipideos de origem alimentar, incluindo vitaminas lipossoluveis, sendo que a

propriedade detergente dos dcidos biliares resulta de uma unica estrutura com esqueleto
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esterol nao-polar, grupos carboxila polares e grupos hidroxila a-orientados (Batta & Salen,

1999).

Principais acidos biliares

HO
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Figura 3. Estruturas e locais de conversdo dos principais dcidos biliares primadrios,

secunddrios e tercidarios, na bile humana. Na parte inferior da figura € ilustrada a

conjugacdo do dcido célico com glicina ou taurina (Berne & Levy, 2004).
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Os grupos polares sao solvatados com moléculas de 4gua enquanto a parte ndo-polar
forma emulsdo lipidica. Este efeito detergente é aumentado pela conjugacio hepdtica dos
acidos biliares com a glicina e a taurina antes de serem secretados para a bile. Os dcidos
biliares conjugados formam micelas com os fosfolipidios e solubilizam o colesterol dentro

da bile (Batta & Salen, 1999).

Os 4cidos biliares tém muitas fungdes fisioldgicas, incluindo homeostase do
colesterol, absor¢do de lipideos e geracdo de fluxo biliar, que ajuda a excrecdo e
recirculagdo de drogas, vitaminas e toxinas de origem enddgena e exdgena (Vlahcevic,

Pandak & Stravitz, 1999).

Sdo efetivamente reabsorvidos e transportados de volta para o figado via sistema
portal, por absorcdo e re-secrecdo dentro da bile, durante a circulacdo enteroepdtica. No
intestino, os 4cidos biliares primarios, como 4cido cdlico e quenodesoxicélico, que ndo sdo
reabsorvidos no ileo (aproximadamente 5%), seguem para o célon. Neste local os dcidos
primdrios estdo sujeitos a serem desconjugados e desidroxilados pelas bactérias intestinais,
para formar 4cidos biliares secunddrios (dcido desoxicdlico e litocélico) (Batta & Salen,

1999).

Existem evidéncias circunstanciais sugerindo que os dcidos biliares secundarios, em
particular o &cido biliar 7a-desidroxilado e o 4cido desoxicélico agem como co-
carcindgenos no cancer de célon. Sendo assim, tem sido relatado um aumento de dcido

desoxicdlico no soro de pacientes com cancer de célon (Mudd et al., 1980).

A capacidade das fibras de absorver acidos biliares; leva a uma dupla perda de
colesterol. A absor¢do intestinal de colesterol depende da disponibilidade de sais biliares e
fosfolipideos para a formacg@o de micelas. Se os niveis de dcidos biliares estdao reduzidos, o

resultado seria a conseqiiente queda na formagao de micelas (Story, 1981).
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Em sujeitos sauddveis, somente pequenas quantidades de &4cidos biliares sdo
encontradas na circulagdo periférica e urina. Na ocorréncia de doengas hepatobiliares e
intestinais, podem se apresentar disturbios de sintese, metabolismo e remocdo dos dcidos
pelo figado. Adicionalmente, em tais circunstancias podem concorrer distirbios absortivos
do intestino que poderdo afetar a concentracdo e o perfil dos acidos biliares no soro
sangiiineo, figado, vesicula biliar, urina e fezes. A andlise dos 4cidos biliares pode ser util
na avaliacdo das fung¢des intestinais, nos diagndsticos de doencgas correlatas, como coletais
e cancer de colon e figado, e ainda para monitorar as terapias de tais doencgas (Yousef &
Tuchweber, 1997; Ochsenkuhn et al., 1999; De Kok et al., 1999; Monte et al., 2000; Batta
& Salen, 1999).

As fibras se ligam aos sais biliares no intestino, diminuindo sua reabsor¢do, o que
resulta em menos colesterol disponivel no figado para a sintese de lipoproteinas. As fibras
soliveis sdo quase completamente fermentadas no célon, produzindo 4cidos graxos de
cadeia curta, os quais podem inibir a sintese hepdtica de colesterol e incrementar a
depuracdo de LDL. Este efeito pode ser atribuido a absor¢cao de 4cidos biliares, apds sua
desconjugacdo pelas bactérias intestinais, sendo excretado pelas fezes (Glore, Treeck &
Knehans, 1994), na sua melhor forma catabdlica (Bata & Salen, 1999) diminuindo o pool
de 4cidos biliares no ciclo €ntero-hepatico. Entretanto, os dcidos biliares sdo altamente
complexos, principalmente em funcdo do intensivo ataque bacteriano durante o transito

intestinal (Eneroth et al., 1966; Tohma et al., 1986).

De modo geral, ndo havendo reciclagem dos dcidos biliares no tubo digestivo, o
organismo mobiliza o colesterol para formar novos &4cidos biliares, indispensdveis no
metabolismo dos lipideos; resultando na diminui¢io da taxa de colesterol sérico. O quiabo
contém um tipo de carboidrato complexo (pectina); sendo que a pectina dissolvida em dgua
tem a capacidade de formar uma massa gelatinosa, viscosa que absorve os dcidos biliares

no tubo digestivo, eliminando-os com as fezes.
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2.2. Quiabo (Hibiscus esculentus L.) — Definicao e propriedades

O quiabo é uma planta de ciclo anual da familia das Malvéceas, origindrio da
Etiépia (Africa oriental) tipica de clima tropical (Macrae, Robinson & Sadler, 1993). Hoje a
planta ja é cultivada em 4rea subtropical e tropical, particularmente na parte sul dos Estados
Unidos, fndia, e oeste da Africa central (Oyelade, Ade-Omowaye & Adeomi, 2003). A
planta também é conhecida como gumbo na Africa, bhindi na India e okra nos EUA
(Ndjouenkeu et al., 1996). O caule, semilenhoso e ereto pode atingir 3 metros de altura,
com flores hermafroditas, onde a autopolinizacdo ¢ mais freqiiente que a polinizacdo
cruzada. Os frutos sdo alongados tipo cdpsula de ponta afilada, com muitas sementes e com
coloracdo externa verde escura (Macrae, Robinson & Sadler, 1993). O controle da

plantacdo com herbicida deve ser controlada, pois se houver contaminagdao do solo,

comprometerd a qualidade nutricional do quiabo (Aladesanwa, 2005).

No Brasil, seu uso permaneceu restrito aos negros até a colonizacdo das regides das
minas, onde eles trabalhavam como escravos, quando finalmente foi incorporada a dieta
dos portugueses e mesticos. Com isso, Minas Gerais € até hoje o grande produtor e
consumidor de quiabo no Brasil. As temperaturas ideais para o cultivo do quiabo estio
entre 22 e 25°C. A colheita é prolongada por alguns meses. No pais, a produtividade normal
¢ de 15.000 a 22.000 kg/ha, sendo que no inverno esta produtividade diminui, pois o

quiabeiro € prejudicado pelo frio (Ruralnews, 2001).

O fruto imaturo também tem sido usado na medicina popular como diurético
(Ndjouenkeu et al., 1996), apresentando qualidades medicinais e terapéuticas reconhecidas,
como o efeito laxante. As sementes, sio atribuidos beneficios como estimulante estomacal
e anti-espasmoddico (Anon, 2003). O cha feito com suas folhas, também € utilizado para o
tratamento de bronquites e problemas pulmonares, em geral. Seu valor energético é de
cerca de 36kcal/100g. Em sua composi¢do, encontram-se presentes proteinas, lipideos,

carboidratos, as vitaminas A, B1, B2, C, acido nicotinico, os minerais, calcio, ferro,
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magnésio, fosforo, soédio, potdssio e uma boa quantidade de fibras ndo digeriveis

(Ruralnews, 2001).

A mucilagem presente no quiabo é um polissacarideo acido associado a proteina e
mineral; sua hidrélise revelou que este polissacarideo é composto por dcido galactur6nico,
galactose, ramanose e glicose (Woolfe, Chaplin & Otchere, 1977), assim como a pectina
que é um polimero de 4cido galacturdnico, com cadeias laterais contendo agucares como
glicose, galactose e ramanose e grupos metoxi (-OCHj3), o qual é metabolizado pela
microflora intestinal gerando gds metano (Brody, 1996). Este polissacarideo estd sendo
utilizado em tratamento de doengas de pele (Deters, Lengsfeld & Hensel, 2005) e adesdo da

bactéria Helicobacter pylori na mucosa gdstrica humana(Lengsfeld et al., 2004).

O quiabo pode ser usado fresco ou desidratado; em forma de p6 possui propriedades
antioxidantes que podem ser utilizadas para estabilizar a banha e o 6leo de soja. As
substancias mucilaginosas tém sido atribuidas propriedades emulsificantes, sendo ainda
empregadas em sobremesas cremosas e queijos. Também tém sido usadas na inibi¢dao do
crescimento de cristais de sacarose e como excelente fonte de potdssio e provitamina A

(Macrae, Robinson & Sadler, 1993).

Algumas propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos isolados da mucilagem
do quiabo, como as caracteristicas reoldgicas, ja foram estudadas (Woolfe, Chaplin &
Otchere, 1977; Ndjouenkeu et al., 1996). Sendo que dentro das propriedades funcionais da
mucilagem do quiabo estdo a capacidade espumante e geleificante (Bhat & Tharanathan,

1987).
Na literatura ndo hd registro de estudo do quiabo como fonte de fibra alimentar e

conseqilientemente sua atividade fisioldgica e agente prebidtico para aumento da populacio

de microorganismo probidtico no intestino de humanos e animais.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Utilizar a mucilagem do quiabo (Hibiscus esculentus 1L.) como complemento de
meio de cultura para bactérias probidticas, para verificar se hd promocao de crescimento de
lactobacilos e bifidobactérias, Posteriormente avaliar, de forma comparativa com a inulina,
o efeito fisiol6gico que a fibra alimentar da farinha de polpa do quiabo exerce no

metabolismo de ratos wistar normais e diabéticos.

3.2. Especificos

1) Obter e caracterizar quimicamente a mucilagem e a farinha da polpa do quiabo.

2) Efetuar ensaio in vitro para verificar o efeito bifidogénico da mucilagem.

3) Realizar ensaio in vivo com ratos wistar, para estudar o efeito da farinha do quiabo:
a) No transito intestinal, na flora e na morfologia intestinal;
b) Na produgdo de AGCC e lactato, cecal e colonico;
¢) Nos niveis de acidos biliares fecais.

3.1) Induzir o diabetes nos ratos wistar com estreptozotocina e verificar:

a) A possivel existéncia de propriedades protetoras das fibras da farinha do quiabo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Matéria-prima

Quiabos frescos (70 kg de Hibiscus esculentus L.) foram adquiridos em varejdo de
Campinas, SP. A inulina (Raftiline®HP-Gel) foi cedida pela Clariant S.A. (Sao Paulo,
Brasil).

4.2. Métodos
4.2.1. Método de preparacao da polpa

Os frutos foram lavados, secos manualmente e suas sementes retiradas. Massas
conhecidas de polpa foram processadas em tacho encamisado (FH038) em dgua a 90°C/4
minutos e resfriadas em tinel de congelamento (FH045) durante 60 min. Depois de
congeladas foram mantidas em camara fria (KFB-200) até o momento da liofilizacdo
(liofilizador-Stokes). O material liofilizado foi moido (moinho-TE-631/1) e posteriormente

peneirado para obter farinha com granulometria de 60mesh.

4.2.2. Método de extracao da mucilagem da polpa

O volume de 1000mL de agua destilada foi adicionado em 50 g de quiabo
liofilizado, agitado (Contrac-Mod.1000) durante 5 minutos e centrifugada (4.068xg/10
min.). A solugdo viscosa foi decantada, e no residuo adicionados 250mL de dgua por mais
quatro vezes, subseqiientemente centrifugado e os sobrenadantes obtidos em todas as etapas

foram liofilizado.

4.2.3. Caracterizacao quimica da mucilagem de quiabo: umidade, cinzas, proteina bruta

(AOAC, 2000), acucares totais (Lane & Eynon, 1934), lipideos (Bligh & Dyer, 1959).

4.2.4. Caracterizacao quimica da farinha de quiabo: umidade, cinzas, proteina bruta,

fibra alimentar total, soldvel e insolivel (AOAC, 2000), lipideos (Bligh & Dyer, 1959).
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4.2.5. Determinacao de aminoacidos na mucilagem e polpa do quiabo: Feita mediante
hidrélise acida, em HPLC utilizando coluna de troca catidnica e os aminoacidos
quantificados apds derivatizacdo pds-coluna com ninidrina, usando-se como referéncia
solucdo padrao de aminodcidos de Pierce (Spackman, Stein & Moore, 1958). O triptofano

foi determinado pelo método de Spies (1967). As andlises foram realizadas em triplicata.

4.3. ENSAIOS BIOLOGICOS

Para avaliacdo das propriedades biolégicas do quiabo foram realizados testes
preliminares de cultura em tubos para crescimento de bactérias ldcteas. Posteriormente
foram realizados ensaios com ratos para avaliar alguns parametros do trato gastrintestinal e

resposta glicémica.

4.3.1. Ensaio in vitro com cultura de bactérias

Culturas liofilizadas de Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium lactis Bb-
12, foram cedidas pela Chr Hansen (Valinhos, Brasil). Para re-hidratagdao das culturas foi
adicionado 0,04g de cultura liofilizada em 100 mL de meio MRS (De Man, Rogosa,
Sharpe, 1960) para La-5 e de meio MRS-modificado para Bb-12. Desta suspensido foram
retiradas aliquotas e congeladas em biofreezer a —70°C. A quantidade de indculo utilizado

foi de 2% (v/v).

4.3.2. Protocolo experimental

Como controle do crescimento de Lactobacillus acidophilus La-5, utilizou-se o
meio formulado MRS e para a cultura de Bifidobacterium lactis Bb-12, utilizou-se como
controle de crescimento, 0 MRS-modificado (MRSm); este meio foi enriquecido com L-
cisteina (Sykes & Skiner, 1973). A solucdo de cisteina-HCl com concentracdo final para o
meio de 0,05g/100mL, foi esterilizada em sistema de filtro (Corning®) em membrana com
porosidade de 0,22um, antes de ser adicionada ao caldo MRS previamente autoclavado
(121°C/15 min.). Para os ensaios denominados 1, 2 e 3 (Tabela 1) a glicose do meio foi

substituida pela mucilagem do quiabo.
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Na formulac¢do dos meios MRS e MRS-m, o pH foi ajustado para 5,5 para La-5 e
em 6,5 para Bb-12, em seguida autoclavados a 121°C durante 15 minutos juntamente com a
solucdo de 0,5; 1,0; e 2,0% de mucilagem. Os meios foram distribuidos em tubos com
volume de 30 mL, inoculados 2% (v/v) com as culturas probidticas e incubados por 8 horas
a 37°C. Apo6s o periodo de incubagdo os tubos foram agitados e as leituras foram efetuadas

no espectrofotdmetro em comprimento de onda de 630nm.

Tabela 1. Composi¢ao dos meios de cultura utilizados no estudo.

Composicao Controle Ensaio-1 Ensaio-2 Ensaio-3
(%) (%) (%) (%)

Peptona 1,00 1,00 1,00 1,00
Extrato de carne 0,80 0,80 0,80 0,80
Extrato de levedura 0,40 0,40 0,40 0,40
Glicose 2,00 - - -
Mucilagem de quiabo - 0,50 1,00 2,00
Sorbitano monooleato 0,10 0,10 0,10 0,10
Fosfato dipotassio 0,20 0,20 0,20 0,20
Acetato de sodio.3H,O 0,50 0,50 0,50 0,50
Citrato de amonia 0,20 0,20 0,20 0,20
Sulfato de magnésio.7H,O 0,02 0,02 0,02 0,02
Sulfato de manganés.4H,0 0,005 0,005 0,005 0,005

Fonte: De Man, Rogosa, Sharpe, (1960).

4.3.3. Medidas de intensidade de crescimento

O crescimento de Bifidobacterium Lactis Bb-12 e Lactobacillus acidophilus La-5
foi monitorado turbidimetricamente por medidas de densidade Optica a 620 nm (Pacher &
Kneifel, 1996) em espectrofotdmetro (modelo B390 Micronal). As leituras das
absorbancias dos tratamentos foram convertidas em porcentagem, assumindo-se como

100% a leitura de absorbancia do controle.
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4.4. Ensaio in vivo com ratos Wistar

4.4.1. Preparo das dietas experimentais: Na tabela 2, encontram-se os valores referentes
aos ingredientes utilizados na preparacdo das dietas utilizadas nos ensaios bioldgicos. As
dietas foram preparadas de acordo com as recomendag¢des da AIN-93 G (Reeves et al.,

1993).

Tabela 2. Composi¢do das dietas utilizadas no estudo.

Ingredientes DIETAS
Celulose Inulina Farinha quiabo

(g/kg dieta) (g/kg dieta) (g/kg dieta)
Caseina (82% de proteina) 207,00 207,00 181,13
Amido milho (87,6%) 397,49 397,49 356,89
Amido dextrinizado 132,00 132,00 132,00
Sacarose (99,5%) 100,00 100,00 100,00
Oleo soja 70,00 70,00 66,00
Celulose 50,00 - -
Inulina - 50,00 -
Farinha de quiabo - - 152,53
AIN-93 mix mineral 35,00 35,00 35,00
AIN-93 mix vitaminas 10,00 10,00 10,00
L-cistina 3,00 3,00 3,00
Bitartarato de colina 2,50 2,50 2.50
Tetrabutilhidroquinona 0,0014 0,0014 0,0014

AIN-93 G (Reeves et al., 1993)

4.4.2. Protocolo experimental
Foram utilizados 117 ratos machos linhagem wistar recém-desmamados (60-70 g),
livres de patdgenos especificos (SPF), provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da

UNICAMP. Os ensaios transcorreram no Laboratério de Ensaio Bioldgico (LEB) do
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Departamento de Alimentos e Nutricdio (DEPAN) na Faculdade de Engenharia de
Alimentos (FEA).

Os 72 ratos utilizados para o estudo de contagem de crescimento bacteriano no
intestino, andlises morfoldgicas da mucosa intestinal, e para determinacdo de lactato e
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no ceco e célon, foram divididos em trés grupos
com 21 animais e classificados como grupos: CC: controle celulose, CI: controle inulina e
EQ: experimental quiabo (fibra proveniente da farinha de polpa quiabo), e 9 ratos recém
desmamados foram utilizados como referéncia (RD). Os outros 45 ratos foram destinados

ao ensaio com indug¢do de diabetes.

Os animais foram alojados em gaiolas de crescimento individual, a temperatura
controlada entre 20 e 21°C e com umidade relativa entre 40 e 60% e 12 horas ciclo
claro/escuro, inicio da luz as 6 horas. O tempo total do experimento teve duragdo de quatro
semanas. O esquema utilizado no ensaio experimental encontra-se no fluxograma

apresentado na Figura 4.

O procedimento envolvendo os animais foi conduzido conforme a Comissdo de
Etica na Experimentagio Animal (CEEA) da Unicamp (protocolo n°® 385-1). Durante todo o
periodo experimental os animais foram pesados periodicamente. Determinadas a ingestdo
alimentar, hidrica e excre¢do fecal. Durante os dltimos cinco dias do periodo experimental,
amostras fecais frescas foram coletadas e estocadas a —20°C, para determinacdo da

concentracdo de dgua nas fezes e conseqiientemente o peso seco.

4.4.2.1. Transito intestinal

Para visualizar a propulsdo intestinal, foi administrada através de gavagem 0,1mL
de solu¢do de Evans-blue (50mg/mL de solucdo salina). O tempo de transito intestinal total
foi determinado pelo tempo transcorrido entre a ingestdo do corante e seu primeiro

aparecimento nas fezes (Vahouny et al., 1980; Tanila, Kauppila & Taira, 1993)
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4.4.2.2. Densidade Fecal

No 20° e 21° dia, imediatamente apds defecagdo, as fezes frescas coletadas de cada

rato foram reunidas por grupo, pesadas e colocadas em proveta contendo 10 mL de solucdo

salina 0,09% (p/v). Em seguida foi medido o deslocamento do volume para célculo de

densidade da excreta amida.

117 ratos machos wistar

Grupo referéncia

9 ratos

Dieta padrao (CC)
(AIN-93G)
(36 ratos)

13 dias

Dieta controle (CI)
(AIN-93G +inulina)
(36 ratos)

!

Coleta de Fezes frescas:
Acidos biliares

27 dias

Dieta experimental(EQ)
(AIN-93G +far. quiabo)
(36 ratos)

Sacrificio 9 ratos por grupo

(jejum 15 horas)

4— 14 dias

Analises:

Coleta de Fezes frescas:
Acidos biliares

- AGCC (n=4/grupo)
- Contagem de bactérias (n=5/grupo)

Sacrificio 12 ratos por grupo

(jejum 15 horas)

4— 28 dias

Analises:

Inducio da diabetes
45 ratos

- AGCC (n=4/grupo)
- Contagem de bactérias (n=5/grupo)
- Morfolégicas (n=3/grupo)

60 dias

Figura 4. Fluxograma do protocolo experimental utilizado para o ensaio in vivo.
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4.4.2.3. Final do periodo experimental

Nos 14° e 28° dia, os animais permaneceram em jejum durante 15 horas,
subseqiientemente anestesiados com pentobarbital sédico (Hypnol; 5,0 mg/100g de massa
corpdrea), coletando-se o sangue através de puncgdo cardiaca. Apds laparotomia, 15 cecos
(5/grupo), foram extraidos e imediatamente armazenados em jarra de anaerobiose para
contagem microbioldgica. Outros 12 cecos (4/grupo), juntamente com 0S respectivos
c6lons, foram imediatamente pesados para determinar a massa total. Os contetidos cecal e
coldnico foram coletados e imediatamente processados para andlise de AGCC. O contetido

fecal foi considerado o material (peletes) que se encontrava presente no célon.

4.4.2.4. Medidas intestinais
O intestino delgado e o c6lon foram medidos na posi¢do vertical, sendo que em sua
extremidade inferior foi colocado um peso padronizado em 10 gramas (Qu et al., 1996),

para evitar contragdo do tecido.

4.5. Contagem e classificacido da microflora intestinal

A coleta do contetddo cecal foi realizada utilizando-se pingas e tesouras estéreis. O
material foi recolhido em placas de petri estéreis e encaminhado imediatamente ao
laboratério de microbiologia do Instituto de Tecnologia de Alimentos. Para transporte das
amostras foram utilizadas jarras de anaerobiose contendo o kit Anaerobac (Probac do
Brasil) para garantir atmosfera anaerébica. Aliquota de 1,0g de contetido cecal foi pesada e
transferida assepticamente, com espatula estéril, para um tubo de ensaio contendo 9,0mL de
diluente, conforme metodologia de Tanaka & Mutai (1980). Foram realizadas em seguida
as dilui¢des decimais necessdrias e o plaqueamento em superficie (0,1mL) nos meios

especificos para cada microrganismo, conforme descrito a seguir:
Para contagem de bifidobactérias - Bifidobacterium Medium 25 (BIM-25; Munoa &

Pares, 1988), procedeu-se a incubagdo a 37°C/72h em jarra anaerdbia (sistema comercial de

geracdo de atmosfera anaerébia; GasPak Anaerobic System BBL 70304, Gas Generating

30



Material e Métodos

Kit Oxoid BR 38, Anaerocult A MERCK 13829). Para os lactobacilos utilizou o LBS Agar
(Rogosa SL Agar; BBL 11327, DIFCO 0480, MERCK 5413, OXOID CM 627) (Yoshioka,
Iseki & Fujita, 1983), com incubagdo a 37°C/48h. Para contagem de anaerdbios totais,
utilizou-se o meio de Viande & Levures modificado com 0,2% Glucose (MVL-G; Tanaka
& Mutai, 1980) e incubado a 37°C/48h. Para as enterobactérias utilizou-se o Deoxycholate
Hydrogen Sulfide Lactose (DHL): Agar (MERCK 11435; Yoshioka, Iseki & Fujita, 1983),
incuba¢do a 37°C/24h. Finalmente para os enterococos o meio utilizado foi o KF
Streptococcus Agar (DIFCO 0496, MERCK 10707, BBL 11313, OXOID CM 701)
(Yoshioka, Iseki & Fujita, 1983) e incubagdo a 37°C/48h.

4.6. Estudo morfolégico

No final do periodo experimental de 4 semanas os animais designados para o estudo
morfolégico foram mantidos em jejum durante 15 horas e subseqiientemente anestesiados
com pentobarbital sédico (Hypnol; 5,0mg/100g de massa corpérea). Apds laparotomia,
fragmentos de 2,5 cm do ileo e célon foram seccionados no plano transversal, fixados em
formalina 10% tamponada com 0,1M e pH 7,4 durante 24 horas a temperatura ambiente.
Ap6s este periodo os tecidos foram cortados em anéis (obtendo-se trés unidades de 0,5 cm
de cada segmento) e lavados em dgua corrente e tampao fosfato 0,1M, pH 7.4 e
posteriormente desidratados com etanol a 70, 80, 95 e 100%, permanecendo em cada dlcool
durante 30 min. A segunda etapa consistiu na diafanizacdo do dlcool 100% + xilol 100%
por 30 minutos. Subseqiientemente, cada preparagdo foi deixada 2 vezes em xilol/15 min.,
xilol + parafina/30 min., e finalmente em parafina/60 min. Nestas duas ultimas etapas
envolvendo parafina, a temperatura foi de 56°C, sendo o tecido imerso em parafina na
posicao vertical. Cada bloco gerou 4 laminas, com 3 cortes de 6uum, espagados entre si por
distancias de 100um, e gerando o total de 36 cortes para cada animal. Somente 3 laminas
de cada conjunto foram coradas pelo sistema hematoxilina-eosina (Bancroft & Stevens,
1982).

O exame dos preparados histologicos foi realizado com a finalidade de medir a

altura das vilosidades do ileo e célon. Para tanto, utilizou-se o sistema de analise de
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imagem computadorizada em fotomicroscépio (NIKON ECLIPSE E800). Em cada corte
histologico foram definidos trés campos para serem medidos com emprego de objetiva de
10x para o ileo e 2x para o célon, gerando ao final, 81 medidas para cada grupo. Através
deste método, cujo plano de corte favoreceu a observacdo de toda a estrutura das
vilosidades da base ao dpice, os campos escolhidos foram projetados na tela do computador
e as medidas feitas por programa especifico (IMAGE-Pro Plus 2001), capturada em alta
resolucdo (cool SNAP-Pro color An Integrated solution). As andlises morfoldgicas das
vilosidades do ileo e célon foram realizadas no Laboratério de Histologia do Instituto de

Biologia da UNICAMP.

4.7. Determinacao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e lactato no ceco e célon
Os AGCC e lactato nos conteudos cecal e fecal foram identificados e quantificados
simultaneamente por CLAE (cromatégrafo VARIAN, modelo 9012; detector UV modelo:
9050) no comprimento de onda 210nm, utilizando coluna Varian Micropak de troca
cationica (300 x 6,5mm, n°11418926). O volume de amostra injetado foi de 20uL. Utilizou-
se como fase movel dcido sulfirico 2,5mM, temperatura ambiente, com fluxo de
0,4mL/min., (Canale, Valente & Ciotti, 1984; Guerrant, Lambert & Moss, 1982). Os acidos
organicos foram quantitativamente identificados pela comparacdo dos tempos de retencdo e

das dreas dos picos da amostra, com os padrdes.

4.8. Quantificacao de acidos biliares fecais

Foram pesados 10-15mg de fezes liofilizadas, adicionado o padrdo interno (dcido
5B-colanico, 5ug) e 200uL de n-butanol seguido por 50uL de acido cloridrico e aquecido a
60°C/4horas. No produto resultante da reacdo de esterificagdo, foram adicionados 100uL da
mistura hexametildisilazano:trimetilclorosilano:piridina, na proporcdo de 3:1:9. No
trimetilsilil (TMS) formado foram adicionados 100 pL de hexano, seguidos de
centrifugacdo (3000x g/5 min.) para separar os fragmentos fecais. Foram retirados 2yl da

fracdo hexano (sobrenadante) e injetados em cromatégrafo gasoso (VARIAN, modelo

9012; detector de ionizacdo de chama, FID-modelo 9050; coluna com fase LM-1, SE-30,
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30m, di:0,32mm e filme de 0,5um; gés carreador: Hy). O cromatdgrafo gasoso operou nas
seguintes condicdes: injetor e detector, nas temperaturas de 260-290°C, respectivamente.
Ap6s injecdo, a temperatura foi mantida a 100°C por 2 min. A programacao foi na faixa de

35°C/min, para uma temperatura final de 278°C (Batta et al., 1997, 1999).

4.9. Inducio do diabetes utilizando estreptozotocina (STZ)

Ao final de dois meses alimentados com dietas experimentais (Figura 5) os 45 ratos
permaneceram em jejum de 15 horas, subseqiientemente foram pesados para calcular a dose
de droga baseada na massa corporea. O diabetes foi induzido (Riva et al., 1998) em 10
animais de cada grupo, utilizando a estreptozotocina (60mg kg'l, i.p.) em 50 mmol/L de
tampao citrato de sédio, pH 4,5; os 5 animais restantes de cada grupo receberam citrato de
sodio, pH 4,5 na mesma propor¢do. Meia hora depois de iniciado o procedimento, a dieta
foi oferecida aos animais. Apds 24 e 48 horas, verificou-se a incidéncia de diabetes nos

animais, utilizando tiras teste para pesquisa de glicose na urina (GLUKOTEST-ROCHE).

Ap6s a indugdo do diabetes foram descartados os animais que morreram durante o
procedimento, e o restante foi dividido em seis grupos denominados de: CCN: controle
celulose normal (n=5), CCD: controle celulose diabético (n=5), CIN: controle inulina
normal (n=5), CID: controle inulina diabético (n=6), EQN: experimental quiabo normal
(n=5) EQD: experimental quiabo diabético (n=6). Os grupos foram constituidos por
animais de peso médio semelhante, individualmente alojado em gaiolas metabdlicas. A
temperatura ambiente foi controlada entre 20 e 21°C, umidade relativa entre 40 e 60% e
ciclos 12 horas claro/escuro, iniciando a luz as 6 horas. Os animais permaneceram quatro

semanas, sendo alimentados com as dietas experimentais.
4.9.1. Parametro ponderal, coletas de amostras de sangue e urina

Os animais foram pesados a cada dois dias e diariamente se controlou a ingestao de

alimentos e dgua. A urina foi coletada sob camada de tolueno e seu volume verificado todos
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os dias. O sangue caudal foi coletado semanalmente para determinacdo da glicose

sangiiinea e para testes de tolerancia a glicose.

4.9.2. Teste de tolerancia a glicose (TTG)

O teste de tolerancia a glicose (TTG) (Mello & Luciano, 1995) indica a capacidade
do organismo em utilizar uma quantidade especifica de glicose, calculada em razdo (g/kg
de massa corpérea) (Krause & Mahan, 1996). A taxa de glicose sanguinea foi medida antes
e ap6s 30, 60 e 120 minutos da ingestdo da solu¢do de glicose, através de uma pequena
incisdo na cauda, sendo que a gota de sangue foi imediatamente colocada sobre a drea
especifica da tira teste, a qual foi posteriormente inserida no aparelho apropriado

(PRECISION Q.I.D-MediSense) e o resultado lido ap6s 20 segundos.

O TTG foi realizado nos ratos uma semana antes da indu¢do do diabetes e no 7°, 14°
e 21° dia ap6s a indugdo (Figura 5). Os animais permaneceram em jejum durante 15 horas
antes do TTG, pesados e subseqiientemente divididos em doze grupos, sendo seis grupos
normais denominados: CCNS: controle celulose normal sem fibra; CCNF: controle
celulose normal com fibra; CINS: controle inulina normal sem fibra; CINF : controle
inulina normal com fibra; EQNS :experimental quiabo normal sem fibra; EQNF
:experimental quiabo normal com fibra e seis grupos com animais diabéticos denominados:
CCDS: controle celulose diabético sem fibra; CCDF: controle celulose diabético com
fibra; CIDS: controle inulina diabético sem fibra; CIDF: controle inulina diabético com
fibra; EQDS: experimental quiabo diabético sem fibra; EQDEF: experimental quiabo
diabético com fibra. A solu¢do de glicose (200g/L) foi administrada mediante gavagem
com a dose final de 2g/kg de massa corporal (Prada et al., 2001), para os grupos
denominados “SEM FIBRA”, enquanto que para os grupos denominados “COM FIBRA”,
além da mesma concentracao de glicose, foi adicionada também a fibra na concentracio de
5%, sendo que a fibra do quiabo foi a fracdo mucilagenosa, considerada solivel. Mesmo

sendo insoluvel a fibra de celulose também foi adicionada no CCNF e CCDF.
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v

45 ratos machos wistar

(60 dias nas dietas experimentais)

Teste de Tolerancia a glicose (TTG)

Citrato de sodio

(n=15)
CCN CIN EQN
(N=5) (N=5) (N=5)

Medidas do TTG| ¢——  GLICOSE(TTG) L

7°,14° e 21° dia

v

Glicose 200mg.L"

CCNS  CINS  EQDS
(N=2)  (N=2) (N=2)

TESTE TOLERANCIA

(2g.kg™" massa corpérea)

v

Estreptozotocina (n=30)
(60 mg.kg™, i.p.)

CCD CID EQD
(N=5) (N=6) (N=6)
Medidas do TTG

Glicose 200mg.L™" + 5% fibra

7°,14° e 21° dia

v

Glicose 200mg.L"
CCDS CIDS EQDS
(N=2)  (N=3) (N=3)
CCNf CINf EQDf CCDf CIDf EQDf
(N=3)  (N=3)  (N=3) (N=3) (N=3)  (N=3)
\ 4 4 A 4
Coleta de sangue da cauda para determinacdo da glicose
Tempos: jejum, 30, 60 e 120 minutos

Figura 5. Fluxograma do protocolo experimental utilizado para a inducio do diabetes e do

teste de tolerancia a glicose
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4.9.3. Final do periodo experimental

No 28° dia os animais permaneceram em jejum durante 12 horas e
subseqiientemente foram anestesiados com pentobarbital sédico (Hypnol; 5,0 mg/100g de
massa corpdrea) o sangue caudal foi coletado para determinacdo da glicemia e apds o
sacrificio dos animais outra aliquota de sangue foi coletada através de puncdo cardiaca,
para a determinacdo de insulina. Foi realizada a laparotomia para retirar os tecidos
gordurosos epididimarios e peri-renais. Foram retirados também; intestino delgado,
intestino grosso, ceco, figado, estdmago, pulmdes, pancreas, baco, cora¢do, cujos pesos

foram registrados.

4.9.3.1. Determinacio da glicose sangiiinea
Foi realizada no sangue coletado da cauda do animal antes do sacrificio, utilizando

o aparelho PRECISION Q.I.D-MediSense® (Abbott Laboratories, EUA).

4.9.3.2. Determinacio da insulina sérica
Foi determinada pelo método de radioimunoensaio utilizando-se kits Coat-a-Count®
(Diagnostic Products Corporation, EUA), no Departamento de Fisiologia e Biofisica do

Instituto de Biologia — UNICAMP.

5. ANALISE ESTATISTICA

As médias dos resultados foram submetidas a andlise de varidncia (ANOVA) e ao
apresentar diferencas entre os resultados, foi aplicado o teste de Tukey (Cockran & Cox,
1957), utilizando-se o programa Statistica® para Windows, versdo 6.0 (StaSoft, Inc.). As

diferencas foram consideradas significativas seguindo o nivel de significancia de p<0,05.
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6. RESULTADOS e DISCUSSAO

6.1. Caracterizacao quimica da mucilagem e da polpa de quiabo

Os macro-componentes da mucilagem e da farinha de quiabo estdo representados na

Tabela 3. Os resultados obtidos demonstram que os teores de proteina na mucilagem

permaneceram elevados em torno de 17,63%. Esses resultados indicam que pode ter

ocorrido uma forte associacdo entre as proteinas e os polissacarideos, pelo fato da

mucilagem arrastar a fracdo protéica.

Na farinha de quiabo o teor de fibra alimentar total foi de 37,01%, ocorrendo uma

distribuicdo bastante equilibrada dos tipos de fibra, sendo 50% de fibra alimentar soldvel e

50% de insoluvel.

Tabela 3. Composicao centesimal e de aminoacidos da mucilagem e da farinha da polpa do

quiabo liofilizado. Valores médios de trés repeti¢des (+ desvio padrio).

COMPOSICAO CENTESIMAL* AMINOACIDOS*
(g/100 g amostra) (g/100 g amostra)
mucilagem Polpa Mucilagem  Polpa mucilagem polpa
Protein  17,63+0,12 19,15%0,16 | ASP 4,80+0,18 5,77+0,20 | MET N.D. N.D.
a
Lipideos 4,31£0,06  3,6010,24 | THE 0,30£0,05 0,39+0,02 | ILE 0,20£0,03  0,21£0,01
Cinzas 7:53+0,11  9,08+0,25 |[SER  0.41%0,03 0,49+0,05 | LEU 0,14£0,02  0,17£0,01
FAT - 37,01£0,07 | GLU 2,06£0,10 1,22+0,12 | TYR 0,13£0,01  0,17£0,03
FAS 20,45+0,10  18,2440,03 | PRO 1,20£0,18  1,84+0,22 | PHE 0,271£0,04  0,34£0,04
FAI - 18,95%0,03 | GLY 1,2240,08  0,2840,03 | LYS 0,21+0,05 0,2410,02
Acucares total  50,08+0,25 30,45%0,35 | ALA 0,73t 0,92+0,05 | HIS 0,18%£0,01  0,22+0,02
CYS N.D. N.D. TRP 0,18+0,02  0,21x0,02
VAL 0,40£0,05 0,49+0,03 | ARG 1,321£0,05 1,37£0,04

*Resultados expressos em base seca

FAT: fibra alimentar total; FAS: fibra alimentar solivel; FAI: fibra alimentar insolavel; ND: ndo

detectado.
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O rendimento de mucilagem, segundo o procedimento adotado (4.2.2) foi de 52%.
O teor de agucares totais presentes na mucilagem foi de 50,08%, este resultado estd de
acordo com o reportado por Woofle, Chaplin & Otchere (1977) que foi de 50,52%. Ja a
fibra alimentar soldvel foi calculada pela diferenca na composi¢ao centesimal e resultou em
20,45%. O perfil dos aminodcidos tanto da mucilagem como da polpa (Tabela 3)
mostraram escore quimico apontando como limitantes os sulfurados (cistina e metionina).

O 4cido aspartico e a prolina foram os aminodcidos mais proeminentes.

6.2. Resultados do ensaio in vitro para culturas de bactérias

Nos estudos de crescimento in vitro, onde a fonte de glicose foi substituida pela
mucilagem do quiabo, todos os tratamentos diferiram entre si estatisticamente (P< 0,05),
para os tipos de células La-5 e Bb-12 (Figura 6). A tendéncia foi, entretanto, mostrar um
maximo efeito na substituicdo de 1%. Quando o meio MRS continha 1,0% de mucilagem, o
crescimento foi 17,57% superior ao do controle. Quando a substituicdo foi de 2,0%, os
valores cairam em 11% com relacdo ao controle, podendo indicar a presenca de algum
composto inibitério do crescimento bacteriano, cujo limite de tolerancia poderia ser
ultrapassado com esta concentragdo mais elevada. Outra explicagdo para o observado
poderia ser a possivel dificuldade destes microorganismos em hidrolisar a fibra solivel,
tornando-se esta uma fonte de carbono limitante. A concentracdo de 0,5% de substitui¢do
apresentou resultado limitante, pois a taxa foi 19% inferior a do grupo controle, ou seja,

apresentando aproximadamente 81% de crescimento.

Quanto as bifidobactérias, os resultados foram mais expressivos (Figura 6),
principalmente na concentracdo de 1,0% de mucilagem. Para este nivel de substituicdo o
nimero de células foi 70% superior ao controle MRS-m. Foi observado um declinio no
crescimento quando utilizou a taxa 2% de mucilagem, pois os valores médios encontrados
foram de somente 42% superior ao MRS-m. Para valores de 0,5% de substitui¢cdo com a

mucilagem os valores médios foram superiores em apenas 20,27 %.
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As linhagens de Lactobacillus acidophilus podem fermentar vérios carboidratos,
sendo que a glicose utilizada no meio de cultura € facilmente metabolizada. J4 as
bifidobactéias além da glicose, sdo capazes de utilizar a galactose, lactose e frutose como
fonte de carbono (Gomes & Malcata, 1999). Os resultados desse estudo indicam que o meio
de cultura enriquecido com mucilagem foi efetivamente positivo para o crescimento destes
microorganismos uma vez que a mucilagem ¢é rica em glicose, ramanose, dcido

galacturénico e galactose, além de outros nutrientes como proteinas, aminodcidos,

vitaminas € minerais.
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Figura 6. Crescimento relativo de Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium lactis
Bb-12 em meios MRS e MRSm, com a fonte de glicose substituida pela mucilagem
extraida do quiabo. Os valores sdo representados pela média t desvio-padrdo de trés
repeti¢des analiticas. A andlise estatistica foi feita para os microrganismos individualmente,

sendo que barras com letras diferentes representam diferencas estatisticas (P<0,05).
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Os resultados da Figura 6 apontaram positivamente para a viabilidade de realizar o
teste in vivo utilizando o quiabo como fonte de fibra solivel, uma vez que o ensaio in vitro
promoveu aumento significativo na producido de células para ambos microorganismos,

principalmente para as bifidobactérias.

6.3. Resultados do ensaio in vivo com ratos Wistar

Os resultados da Tabela 4 demonstraram que o consumo da dieta para o grupo CC
foi maior estatisticamente (P<0,05) em relacdo ao CI e EQ. O grupo EQ apresentou uma
ingestdo 15% menor que o CC, com a mesma eficiéncia alimentar de 0,33, ou seja, tdo
eficiente quanto a dieta preconizada pela AIN93G. Ja o grupo CI ingeriu 10% a menos de
dieta em relagdo ao CC, mas alcangou um indice de 0,36 na eficiéncia alimentar, sendo que
a eficiéncia alimentar elevada é um indicativo de um melhor aproveitamento dos nutrientes
da dieta. O menor consumo de dieta pelo grupo EQ poderia ser devido a um efeito de

saciedade maior, em virtude das caracteristicas proprias da fibra soldvel do quiabo.

No trabalho de Kim (2002), o indice de eficiéncia alimentar para animais
alimentados com dieta com 5% de celulose foi 0,27 (ingestdo de 19g/dia), enquanto que
com 5% de inulina, a eficiéncia foi de 0,29, com ingestao de 16,7g/dia; ou seja, podemos
verificar que a inulina resultou em consumo de dieta 12% menor que o da celulose,

proximo do valor encontrado neste experimento.

No estudo de Sigleo, Jackson & Vahouny (1984), foi relatado que ratos alimentados
com dieta contendo 10% de celulose apresentaram consumo maior do que outros
alimentados com pectina, mas ndo apresentando diferencas significativas na eficiéncia
alimentar. Todavia, outro estudo (Levrat, Remesy &Demigne, 1991) reportou que niveis de
inulina de 5 a 10% nao afetam significativamente a ingestao da dieta, bem como o ganho de

peso.
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Tabela 4. Efeitos das fibras no ganho de peso no consumo de dieta e na eficiéncia

alimentar.

Peso corporal Ganho de peso Consumo Eficiéncia alimentar
GRUPOS inicial (g) (g/dia) alimentar (g/dia) (ganho/g dieta)
CC 86,2243 .41° 6,05" 18,43%0,80" 0,33°
CI 90,39+5,42° 5,90° 16,5740,68" 0,36"
EQ 89,1419,36" 5,24° 15,6940,64° 0,33

CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo. Valores médios, n=18.
Valores nas mesmas colunas com letras diferentes sao significativamente diferentes, P<0,05.

A massa seca da excreta fecal (Tabela 5) foi superior no grupo alimentado com CC.
Apesar dos trés grupos apresentarem diferencas significativas entre si, no grupo CI a
excre¢do fecal foi duas vezes menor (P<0,05), comparada ao grupo CC. Estes resultados
estdo de acordo com o estudo de Kim (2002), que relatou que a massa fecal seca de ratos
alimentados com celulose foi também duas vezes maior que a daqueles alimentados com

inulina.

E relevante ressaltar que a fibra do quiabo usada nesse estudo apresenta 50% de
fibra insoldvel e 50% de solivel, e sua excre¢do fecal (Tabela 5) do grupo EQ estd
estatisticamente menor (P<0,05) que CC e maior (P<0,05) que CI. Sendo o percentual
referente a média do tratamento no 14° e 28° (grupo RD considerado 100%) a contagem de
bifidobactérias foram CC: 76,49%; CI: 87,35%; EQ: 80,96% e para os lactobacilos foram
de CC: 95,60%; CI: 107,95%; EQ: 105,66%, estes resultados estdo de acordo com o estudo
de Shimotoyodome et al. (2005), que reportaram que a fibra solivel apresenta baixa excreta
fecal e alta fermentabilidade e a fibra insolivel apresenta alta excreta fecal e baixa
fermentabilidade; e o uso combinado das duas (1:1) apresenta resultados mais favoraveis,
demostrando que a vantagem de uma compensa a desvantagem da outra, de maneira

complementar.
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Quanto ao tempo de transito intestinal (Tabela 5), o CI e EQ apresentaram-se iguais
entre si, mas inferiores ao grupo CC (P<0,05), sendo o tempo de trnsito menor para o Cl e
EQ, tanto na 1° como na 2° etapa do experimento. Embora fosse de esperar que a fibra
insoldvel tivesse um tempo de transito menor, nossos resultados estdo de acordo com os do
estudo de Kim (2002), no sentido de que, na dieta contendo 5% inulina, o tempo do transito
intestinal foi menor (8,37h.) do que na dieta com 5% de celulose (11,53h.). Sigleo, Jackson
& Vahouny (1984) e Tetsuguchi et al. (1998) também relataram que ratos alimentados com

dieta contendo celulose apresentavam tempos de transito intestinal maiores.

Entretanto, para alguns autores como Connell (1978), a aceleragdo do transito
intestinal estd diretamente relacionada aos componentes da fibra alimentar que possuem
capacidade de hidratacdo. Estes resultados vém de encontro ao conteido de umidade que
foi em torno de 62% para os grupos CI e EQ, indicando fezes mais hidratadas em rela¢ao
ao grupo CC (43%). Este comportamento reflete maior capacidade de absor¢do de dgua,

facilitando a evacuacgdo, podendo ser considerado como fator benéfico ao hospedeiro.

Tabela 5. Efeito de diferentes fontes de fibra na excre¢do fecal e no transito intestinal.

Grupos Umidade fecal Densidade fecal Excrecao fecal TI (h) TI (h)
(%) (g/mL) (g fezes secas/24h) (13°dia) (27°dia)
CcC 43,2040,17°  0,9359+0,02° 1,3940,05° 10,3240,48*  9,4340,02°
CI 61,98+0,64°  0,8870+0,05" 0,62+0,01° 8,4340,61°  8,56+0,42"
EQ 62,7240,94*  0,8175%0,03 0,87+0,02° 7,0740,15°  8,20+0,40°

TI: Transito intestinal; CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo.
Valores médios, n=10. Valores na mesma coluna com deferentes indices s@o significativamente
diferentes, P<0,05.

Para os ratos sacrificados no 14° e 28° dia, os 6rgdos figado, baco e coracdo foram
avaliados em relacdo a massa e contornos somente para efeito de controle, para verificar se
a dieta interferiria ou provocaria alguma macro-alteracio dos 6rgdos. Nos resultados

(Tabelas 6 e 7) observamos que a dieta ndo provocou nenhuma altera¢do no tamanho do
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figado, bago e coracdo. No estudo de Kelly-Quagliana, Nelson & Buddington (2003), ratos
alimentados com dieta de celulose 10% e inulina 10%, ndo apresentaram diferencas no

tamanho do baco.

Tabela 6. Efeito de diferentes fontes de fibra na massa do figado, bago e coragdo de ratos

alimentados com dieta padrdo e experimental, durante 14 dias.

Tecidos CC CI EQ
(g/100g peso corporal)
Figado 3,8440,17° 4,10%0,13" 3,7610,10°
Baco 0,3440,04" 0,33%0,04" 0,32+0,04*
Coracdo 0,41+0,06" 0,42+0,03" 0,4110,02°

CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo. Valores médios, n=9.
Valores na mesma linha com indices diferentes sdo significativamente diferentes, P<0,05.

Tabela 7. Efeito de diferentes fontes de fibra na massa do figado, bago e coragdo de ratos

alimentados com dieta padrdo e experimental, durante 28 dias.

Tecidos CC CI EQ
(g/100g peso corporal)
Figado 3,5240,13" 3,70£0,12° 3,4740,11°
Baco 0,2440,02° 0,24+0,02° 0,2840,01°
Coracdo 0,34+0,03" 0,34%0,03" 0,35%0,03"

CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo. Valores médios, n=9.
Valores na mesma linha com indices diferentes sdo significativamente diferentes, P<0,05.

Com relac@o aos outros parametros (Tabelas 8 e 9) os resultados ndo apresentaram
diferencas estatisticas. Nos estudos de Kim & Shin. (1998) e Kim (2002), para uma dieta
com 5% de celulose e 5% de inulina, os pesquisadores niao encontraram diferencga

estatistica para os mesmos parametros avaliados.
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Tabela 8. Efeito de diferentes fontes de fibra na massa tecidual e do contetdo

gastrintestinal de ratos alimentados com dieta padrdo e experimental, durante 14 dias.

Parametros CC CI EQ
(g/100g peso corporal)

Tecido estomacal 0,4240,03" 0,4840,05" 0,5740,01°
Tecido intestino delgado 1,2240,23° 1,72+0,38" 2,53+0,22"
Tecido cecal 0,2240,01° 0,40+0,11° 0,3310,10"
Tecido coldnico 0,58+0,08" 0,63+0,20° 0,62+0,10"
Conteudo estomacal 0,22+0,09* 0,27+0,15" 0,31£0,10"
Conteddo intestino delgado 1,3240,17° 1,09+0,15* 1,41£0,08"
Conteudo cecal 0,77%0,16" 1,0410,11° 1,07£0,22°
Contetdo coldnico 0,41£0,09* 0,60+0,10° 0,6310,16"
PH cecal 7,00%0,11° 6,70+0,02° 6,7410,18"

CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo. Valores médios, n=9.
Valores na mesma linha com indices diferentes sdo significativamente diferentes, P<0,05.

Tabela 9. Efeito de diferentes fontes de fibra na massa tecidual e do contetdo

gastrintestinal de ratos alimentados com dieta padrdo e experimental, durante 28 dias.

Parametros CC CI EQ
(g/100g peso corporal)

Tecido estomacal 0,38+0,06" 0,38+0,01* 0,44+0,01°
Tecido ID 1,1740,01* 1,01£0,01° 1,4740,21°
Tecido cecal 0,20+0,01° 0,3240,05* 0,27+0,07°
Tecido col6nico 0,5240,06" 0,47%0,08" 0,50%0,05*
Conteudo estomacal 0,2740,13" 0,15%0,03" 0,25+0,07°
Conteudo intestino delgado 1,1240,16% 1,4610,04* 1,574£0,29%
Contetido cecal 0,8110,14° 1,38+0,11* 1,30£0,16"
Contetido coldnico 0,50+0,08 0,37+0,02° 0,51+0,05
PH cecal 7,10£0,19* 6,90+0,18" 7,24+0,09°

CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo. Valores médios, n=9.

Valores na mesma linha com indices diferentes sdo significativamente diferentes, P<0,05.
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No trabalho de Dongowski et al. (2002), estudando a fibra alimentar da cevada, os
autores observaram que os tecidos cecal e colonico apresentaram massas com valores
superiores e atribuiram este efeito a viscosidade da fibra bem como ao transporte de maior
quantidade de material nas partes inferiores do intestino. Eles observaram também aumento

da motilidade do ceco e célon e maior espessura das paredes destes tecidos.

Os valores dos pH nos conteddos cecais ndo diferiram significativamente entre os
grupos. Os valores de pH tém sido relacionados com a fermentacdo da fibra (Suzuki &
Hara, 2004), ou seja, estdo diretamente relacionados a concentragdo de dcidos organicos;

principalmente acetato e lactato (Gibson et al., 1995; Hara, Konishi & Kasai, 2000).

Podemos observar tanto no 14° (Tabela 10) como 28°dia (Tabela 11) de alimentacio
dos grupos experimentais, o comprimento do intestino delgado do grupo EQ mostrou
desenvolvimento significativamente superior (P<0,05) ao dos grupos de referéncia (CC e
CI). Isto poderia ser atribuido a uma maior atividade fermentativa e capacidade de absor¢ao

de 4gua da fibra do quiabo.

Tabela 10. Efeito de diferentes fontes de fibra no comprimento do intestino delgado, ceco e

colon de ratos alimentados com dieta padrdo e experimental, durante 14 dias.

Trato gastrintestinal CC CI EQ
(cm/100g peso corporal)
Intestino delgado 62,7918,07° 66,7043,28° 81,19+4,86"
Ceco 1,86+0,29" 2,5440,23" 2,5240,28"
Coélon 9,00+0,47* 9,51+0,64" 10,1540,89*

CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo. Valores médios (n=9), na
mesma linha com indices diferentes sdo significativamente diferentes, P<0,05.

Com relacio ao aumento do comprimento do ceco, os grupos CI e EQ
apresentaram-se iguais estatisticamente e com valores superiores ao CC no 14° e 28° dia.

Nenhuma diferenca foi registrada no comprimento do célon entre os grupos em nenhum
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periodo. Estudos morfoldgicos relatam que o consumo de FA estd associado com mudancgas
na estrutura do intestino delgado, as quais incluem altera¢des no comprimento e peso, além
de modificacdes da mucosa (Sigleo, Jackson & Vahouny, 1984; Brown, Kelleher &
Losowsky, 1979).

Tabela 11. Efeito de diferentes fontes de fibra no comprimento do intestino delgado, ceco e

c6lon de ratos alimentados com dieta padrao e experimental, durante 28 dias.

Trato gastrintestinal CC CI EQ
(cm/100g peso corporal)
Intestino delgado 45,36+1,90° 47,18+2,98" 57,14%+4,96"
Ceco 1,3540,27° 2,00£0,20" 1,99+0,15*
Coélon 7,58+0,38" 7,9510,42° 8,33+1,52°

CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo. Valores médios (n=9), na
mesma linha com indices diferentes sao significativamente diferentes, P<0,05.

6.4. Contagem e classificacao da microflora intestinal

A colonizacdo bacteriana do trato gastrintestinal do recém-nascido comeca durante
o parto. O processo de estabelecimento da microflora € lento e gradual. A implantagdo de
diferentes cepas bacterianas ocorre de forma controlada pelo intestino, sempre
estabelecendo novos grupos bacterianos. O conteido de oxigénio no intestino do recém-
nascido promove a expansio das bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas, tais como as
enterobactérias, enterococos entre outras. A medida que as bactérias aerébias e anaerdbias
facultativas consomem oxigénio, 0 meio torna-se mais adequado para as bactérias
anaerdbias, tais como os lactobacilos e bifidobactérias, formando um ecossistema. O
intestino grosso € o local onde ocorrem todos os processos de reabsor¢do, onde os residuos
alimenticios permanecem de 16 a 68 horas, é também a regido onde estd presente a maior

carga microbiana do corpo (Schapiro, Cummins & Luckey, 1965).
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Em humanos, a densidade da bactéria no estdmago é de 100 bactérias por grama
contra um bilh@o por grama no intestino grosso (Figura 7), sendo que no intestino grosso o
grupo de bactérias mais numeroso € o anaerdbico, que representa 90%, incluindo
bacterdides e bifidobactérias seguido pelas eubactérias (Mitsuoka & Kaneuchi, 1977). Na
faixa de 1 a 5% sdo anaerdbios facultativos, como lactobacilos, enterococos e coliformes
(Haenel, 1970). Todos estes grupos se encontram em constante conflito e o balanco da flora
intestinal depende das condi¢cdes ambientais e fisiologicas do individuo e a fatores externos,

como a dieta alimentar e terapias com antibiéticos (Rasic & Kurmann, 1983).

O equilibrio da flora intestinal exerce um efeito protetor contra infec¢des intestinais
(Savage, 1977). As bifidobactérias representam papel importante na limpeza do ambiente
intestinal, sendo necessdrio que seja o grupo dominante na microflora. Apesar da pequena
porcentagem de microorganismo patogénico essa incidéncia é de grande importancia, pois
serve de alerta para o sistema imunolédgico, reativando as defesas locais, em cada parte do

trato digestivo (Rasic & Kurmann, 1983).
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Figura 7. Concentragdo aproximada de bactéria em vdrias regides do trato gastrintestinal
(Rowland, 1988).
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A microflora normal e sauddvel impede a invasdo de patégenos, sendo estes
inibidos e destruidos pela atividade da flora na producdo de antigeno, estimulando
constantemente o sistema imune. Outros fatores que incidem na resisténcia a infecgdes
intestinais sao: a competi¢ao por nutrientes essenciais (Savage, 1977) e o efeito antagbnico
pelo qual o grupo microbiano representa papel primordial como os Lactobacillus
acidophilus. Esse género de microorganismo tem demonstrado produzir vdrios tipos de
antibidticos, tais como a acidofilina (Vakil & Shahani, 1964) e acidolina (Hamdan &
Mikolajcik, 1974). As bifidobactérias, além de apresentar efeito bactericida participam na
sintese das vitaminas B1, B2, B6, B12, 4cido f6lico, biotina, niacina, dcido pantoténico e da

vitamina K.

Na Tabela 12 estdo representados os microrganismos quantificados neste estudo
bem como suas principais fungdes. Embora a fibra ndo fornega a energia ou compostos
classicamente conhecidos como nutrientes, ela é componente indispensdvel das dietas.
Quando a fibra estd ausente na alimentacdo, as funcdes da mucosa do trato gastrintestinal
sao reduzidas e os riscos de translocacdo de bactérias para o sangue, ou septicemia, sao

maiores (Spaeth et al., 1990; Szilagyi, 1998).

Tabela 12. Relagdo dos microrganismos quantificados neste estudo, seus efeitos benéficos
e toxicos no intestino.

MICROORGANISMOS EFEITOS BENEFICOS EFEITOS TOXICOS
Bifidobacterias Sinteses Vitaminas -
Digestdo Absor¢ao

Previne infeccdo
Estimula imunidade

Enterococos Previne infeccao -
Estimula imunidade
Lactobacilos Digestao Absorcao -

Previne infeccdo
Estimula imunidade

Anaerdbios totais - Putrefacdo intestinal

Enterobactérias Toxinas microbianas
Carcin6genos
Patégenos
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Apés o 14°dia, as concentracdes de bifidobactérias no conteido cecal ndo
apresentaram diferencgas significativas (Figura 8) entre os grupos, conservando a populacio
presente no grupo de referéncia recém-desmamados (RD). A contagem dos lactobacilos do
grupo controle inulina (CI) foi superior (P<0,05) aos demais e estatisticamente igual ao
grupo experimental quiabo (EQ). Com relacdo ao enterococos, 0s grupos apresentaram
contagens superiores com relacdo ao grupo (RD) embora as enterobactérias e os anaerébios
totais apresentaram a mesma propor¢ao para todos os grupos estudados. Portanto, a tinica
alteracdo observada em relagdo a contagem de microorganismos no 14° dia foi um ndmero
maior de lactobacilos para os grupos CI e EQ no contetddo cecal. As demais populagdes nao

apresentaram variacao ao longo deste periodo.

12 4 142 Dia
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Bifidobac. Lactobac. Enteroc. Enterobac. Anaer. Tot.

Figura 8. Efeito de diferentes fontes de fibras sobre a microbiota intestinal de ratos, apds
14 dias de experimento. Os valores sdo médias = desvio-padrdo (n=5). Barras com letras
diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05); RD: grupo de referéncia recém-

desmamados; CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo.
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J4 com relacdo ao 28°dia (Figura 9) as bifidobactérias dos grupos CC e EQ
diminuiram quando comparadas as contagens do grupo RD, permanecendo estatisticamente
igual apenas para o grupo CI. Os lactobacilos dos grupos CI e EQ foram superiores
(P<0,05) aos demais e estatisticamente iguais entre si. Os grupos CC, CI e EQ
apresentaram contagens de enterococos superiores ao RD, sendo o ndmero de
enterobactérias do grupo EQ igual ao CI. Por ultimo, os anaerébios totais apresentaram
uma reducdo significativa para o grupo CC. Entretanto, para a correta interpretacao dos
niveis de microorganismos patdgenos, deve ser levado em considera¢do o fato de que os
animais do grupo de referéncia recém-desmamados (RD) eram livres de bactérias

patogénicas (animais SPF), portanto, esperado que estes valores fossem inferiores.

ufc log 10/g fezes

Bifidobac. Lactobac. Enteroc. Enterobac. Anaer. Tot.

Figura 9. Efeito de diferentes fontes de fibras sobre a microbiota intestinal de ratos, apds
28 dias de experimento. Os valores sdo médias * desvio-padrdo (n=5). Barras com letras
diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05); RD: grupo de referéncia recém-

desmamados; CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo.
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Neste estudo, a inulina foi escolhida como controle positivo devido aos resultados
relatados por vdrios estudos com seres humanos, os quais confirmam sua efetividade como
estimulante do crescimento de bifidobactérias no intestino grosso (Rao, 1999). Nosso
estudo também confirma o crescimento dos lactobacilos, embora a literatura recomende
doses maiores para a obteng¢do de resultados mais expressivos, neste estudo a dose foi

limitada a 5% para seguir a dosagem preconizada pela AIN-93G.

A fibra de quiabo (EQ) utilizada neste estudo, em nivel de 5%, também demonstrou
efetividade, pois seus valores de bifidobactérias e lactobacilos foram estatisticamente iguais
aos da inulina pura (CI) e ao grupo RD quais naturalmente apresentam niveis elevados
destes microrganismos, pela sua condicio de animais recém-desmamados.
Conseqiientemente € plausivel supor que o aumento da populagdo de microorganismos
benéficos resulte na indisponibilizacdo dos sitios de ligacdo de adesinas, incapacitando ou
reduzindo o poder de fixacdo dos géneros patogénicos na mucosa intestinal. Sendo assim, e
seguindo esta seqiiéncia de fungdes, podemos supor que a fibra do quiabo pode estimular o
sistema imune, mediante a reducdo indireta da ocorréncia de translocac¢do intestinal por
patégenos impedindo-os de alcancar a corrente sangiiinea. Além da protecdo de infec¢des
intestinais por patdgenos entéricos como Salmonella veiculadas por alimentos que sdo
muito freqiientes. As bifidobactérias e os lactobacilos competem com as bactérias
patogénicas, inibindo sua proliferacio na luz intestinal e conseqiientemente evitando
diarréias, perdas de nutrientes e eventuais necroses do epitélio. A partir de uma microbiota

sauddvel espera-se o desenvolvimento adequado da morfologia intestinal.

6.5. Determinacao de acidos organicos no ceco e no célon por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)
As fibras alimentares sdo fermentadas pelas bactérias do ceco e célon, onde chegam

inalteradas. Estas reacdes podem diminuir o pH intraluminal de 7,0-7,5 a 6,0-6,5 e a
temperatura pode aumentar em até 0,7°C. As moléculas mais complexas sdo desdobradas

em hexoses, pentoses e dlcoois e ja ndo podem ser absorvidas; assim, sao utilizadas como
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substratos por coldnias de bactérias, que por sua vez, degradam estas moléculas a dcido
lactico, H,O, CO,, H,, metano, além dos 4cidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato
e butirato), ocorrendo na proporcdo de 60:25:14, respectivamente, e perfazem 85% da

producdo total de acidos volateis (Ruppin et. al., 1980; Sellin & Desoigmie, 1990).

Os AGCC sao absorvidos no cdlon metabolizados pelo figado e outros tecidos
periféricos e estimulam a absor¢do de sédio, cloreto e dgua no célon (Hoverstad, 1986).
Produzem energia para o hospedeiro, podendo seu valor oscilar entre 1 a 2,5 cal/g sendo
que este valor energético da fibra dependera de sua fermentabilidade (Peris et al. 2002) e da
quantidade de fibra alimentar (Ruppin et al., 1980), sendo que 19 a 50mmoL/dia sdo
eliminados pelas fezes (Ardawi & Newsholme, 1985). O propionato € utilizado pelo figado
na gliconeogénese, e o acetato utilizado na lipogé€nese sendo os unicos que chegam aos
tecidos periféricos, principalmente o muscular, onde sio metabolizados (Rombeau &

Kripke, 1990).

As células do corpo sdo produzidas mediante suplemento oxigénio e nutrientes, que
chegam através do sangue. Entretanto, a nutricdo dos colondcitos nido segue esta regra
geral; a maior parte de sua nutricdo é produzida na luz intestinal, sendo o butirato
responsdvel por 75% de oxigénio que necessitam (Ardawi & Newsholme, 1985). No
figado, o butirato é metabolizado formando substratos energéticos, como o glutamato e

glutamina (Cummings et al., 1987).

Os 4cidos graxos de cadeia curta suprem por volta de 50 a 75% da energia requerida
pelos colondcitos; esses utilizam primeiro o butirato seguido pelo acetato e propionato
(Cummings, 1985; Roediger, 1982); sao produzidos também corpos cetonicos, CO, e dgua,
que sd@o muito importantes para o funcionamento da mucosa do célon, ja que intervem em
mecanismos como a producdo de muco, absor¢do de fons, formacdo de bicarbonato e
producdo de energia. Os AGCC exercem efeitos na motilidade do cdlon, pois estimulam o

peristaltismo (Yajima, 1985).
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Atuam ainda sobre o desenvolvimento das células epiteliais do ileo e do cdlon,
fornecem uma possivel prote¢do contra o cincer do cdlon; e efeitos benéficos sobre a

homeostase da glicose e metabolismo dos lipidios.

Estes 4cidos sdo pequenos e conseqiientemente mais soldveis, sendo entdo
absorvidos pelas células da mucosa e vao diretamente para a veia porta pela qual sdo

transportados para o figado (Krause & Mahan, 1985).

O butirato apresenta efeito troéfico sobre o epitélio intestinal, j4 que estimula sua
proliferacdo tanto no jejuno como no ileo e célon (Kripke et al., 1989; Sakata & Yajima
1984). Este estimulo que exerce sobre os colondcitos se inverte e se converte em efeito
antiproliferativo quando atua sobre os colondcitos neopldsicos (Kim et al., 1989;

Whitehead, Young & Bhathal, 1986; Otaka, Singhal & Hakomori, 1989).

Neste estudo foi realizada andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para quantificar os teores de lactato e dos dcidos graxos de cadeia curta (AGCC)
nos conteudos cecal (Figura 10) e colonico (Figura 11). Os cromatogramas mostraram
picos de boa resolucdo principalmente para acetato e butirato. Os picos referentes ao lactato
e propionato sairam muito proximos, mas isto ndo afetou a identificacdo bem como a

quantificacao.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido usada freqiientemente para
quantificar acidos orgénicos de baixo peso molecular e na identificacdo e quantificacdo de
dcidos graxos de cadeia curta em vdrios campos de pesquisa como na microbiologia para
prever infeccdo por bactéria anaerdbica, na ciéncia da nutri¢do pode fornecer informacgdes

do metabolismo animal (Guerrant, Lambert & Moss, 1982).
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Figura 10. Cromatogramas dos AGCC (acetato, propionato, butirato) e lactato presentes no

contetido cecal dos ratos; (a) padrdes, (b) RD (referéncia recém-desmamados), (c) controle

celulose, (d) CI (controle inulina), (e) EQ (experimental quiabo), com os seguintes tempos

de retencdo: acetato: 17,74 min.; lactato: 20,19 min.; propionato: 20,89 min. e butirato:

26,45 min.
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Figura 11. Cromatogramas dos AGCC (acetato, propionato, butirato) e lactato presentes no
conteido coldnico dos ratos; (a) padrdes, (b) RD (referéncia recém-desmamados), (c)
controle celulose, (d) CI (controle inulina), () EQ (experimental quiabo), com os seguintes

tempos de retencdo: acetato: 17,74 min.; lactato: 20,19 min.; propionato: 20,89 min.; e

butirato: 26,45 min.
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Os resultados do contetido cecal para os ratos sacrificados no 14° dia (Figura 12)
mostram que houve uma reducdo do acetato presente no ceco, de todos os grupos, em
relacdo a condi¢do inicial do grupo recém-desmamado. O lactato permaneceu 0 mesmo
para o grupo CI em relacdo ao grupo referéncia recém-desmamados (RD); ja o propionato
foi superior no EQ e CI. Com relag¢do ao butirato houve uma reducdo de sua concentra¢io

para todos os grupos quando comparado ao RD.

Apo6s 28 dias de alimentacdo com as dietas experimentais a andlise do conteido
cecal (Figura 12), evidencia uma redugdo do acetato presente no ceco de todos grupos em
relacdo a condicdo inicial (RD). A concentragdo de lactato ndo variou para o grupo CI
quando comparado ao grupo RD, ja o teor de propionato foi superior no CI. Houve uma

reducd@o na concentragdo do butirato para todos os grupos em relacio ao grupo RD.

Em relacdo ao teor de AGCC no cdélon, apds 14 dias (Figura 13), verifica-se que a
concentracdo de acetato permaneceu a mesma para o grupo EQ em relagc@o ao grupo RD. O
teor de lactato permaneceu o mesmo para os grupos CC e EQ e diminuiu no grupo CI
quando comparados ao grupo RD; ji o nivel de propionato foi maior para o grupo EQ e
igual para os demais grupos. Com relacdo ao butirato houve uma reducdo de sua

concentracdo para todos os grupos em relacio ao grupo RD.

Apo6s 28 dias (Figura 13) o contetido de AGCC do colén, demonstrou que o teor de
acetato permaneceu o mesmo para o grupo EQ comparado a condic@o inicial do grupo RD.
A concentracdo de lactato permaneceu a mesma para o grupo CI tomando com pardmetro o
grupo RD, enquanto a concentracido de propionato permaneceu igual em todos os grupos.
Os teores de butirato dos grupos CC, CI e EQ diminuiram quando comparados ao grupo

RD.
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Figura 12. Producdo de AGCC e lactato no ceco dos ratos alimentados com diferentes
fontes de fibras apds 14 e 28 dias de tratamento. Os valores sao médias * desvio-padrao
(n=5). Barras com letras diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05); RD:
referéncia recém-desmamados; CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ:

experimental quiabo.
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Figura 13. Producdo de AGCC e lactato no c6lon dos ratos alimentados com diferentes
fontes de fibras apds 14 e 28 dias de tratamento. Os valores sdao médias * desvio-padrao
(n=5). Barras com letras diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05); RD:
referéncia recém-desmamados; CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ:

experimental quiabo.
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Para todos os grupos de animais apds 14 e 28 dias o nivel de butirato presente foi
inferior ao dos animais recém desmamados. O butirato € o substrato preferido para células
da mucosa colonica, além de sua provével propriedade anti-neopldsica, possivelmente por
manter a acetilacio do DNA na histona nucleosomal (Candido, Reeves & Davie, 1978).
Neste estudo assim como no estudo de Franklin et al., (2002), os valores dos AGCC apés
desmame, diminuiram consideravelmente, o qual pode ter efeito significativo na energia
disponivel para a massa intestinal. No intestino grosso de suinos estes dcidos podem
contribuir com 5 a 28% do requerimento total de energia para manutencido (Friend,
Nichoson & Cunningh, 1964), enquanto que para outras espécies sao considerados como
fonte primdria de energia para a massa intestinal, contribuindo em até 70% do requerimento

para sua manuten¢do (Imoto & Namioka, 1978).

Para uma melhor avaliacdo dos resultados, tem-se os valores do lactato e o total de
AGCC presentes no ceco e célon dos ratos na Figura 14, que mostra as médias destes
valores para os tratamentos no 14° e 28° dia. O grupo RD (referéncia recém-desmamados)

foi considerado como 100%.

(7))

o
2
c
«©
(o))
P
o
(7))
o
S
(3]
<L
2

AGCC cecal AGCC LACTATO LACTATO

colénico cecal colonico

Figura 14. Porcentagem da média dos AGCC e lactato no ceco e célon dos ratos apés 14 e
28 dias de tratamento. Barras com letras diferentes representam diferenca estatistica

(P<0,05); CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo.
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Os resultados mostraram que somente os AGCC cecais do grupo EQ foram
estatisticamente iguais aos do CC, e o lactato cecal do grupo CI, 26% superior ao EQ e este,
por sua vez, 24% superior ao grupo CC. No célon, os AGCC e o lactato apresentaram
valores estatisticamente superiores ao grupo CC (P<0,05), sobretudo ao grupo controle
positivo (CI). De modo geral, os resultados demonstraram que a producio destes 4cidos
organicos foi efetiva para o grupo EQ, indicando que a fibra presente na farinha de quiabo

favoreceu positivamente sua produgao.

6.6. Estudo morfolégico do ileo e célon

Estudos realizados em paises em desenvolvimento durante a década de sessenta,
mostraram que individuos adultos sem manifestagdes clinicas gastrintestinais apresentavam
alteragcdes histoldgicas no intestino delgado e reducdo da capacidade de absorcdo da D-
xilose, ao serem comparados com individuos adultos sadios moradores de paises
desenvolvidos. O primeiro destes estudos foi realizado por Sprinz et al. (1962), na
Tailandia, mostrando que os individuos adultos estudados, apesar de apresentarem
anormalidades na mucosa intestinal, ndo apresentavam sintomatologia alguma. Klipstein
(1970) compilaram virios estudos realizados na India, Paquistdo, Maldsia, Nigéria, Egito,
Israel, Vietnam, Haiti, México e Venezuela, no que se refere a morfologia. As
anormalidades observadas no intestino delgado em todos estes estudos eram decorrentes

principalmente da reducdo da altura das vilosidades intestinais.

Neste trabalho foi avaliado se as fibras alimentares provenientes de diferentes fontes
poderiam afetar a morfologia intestinal (Figura 15) dos ratos Wistar. O estudo foi realizado
com trés animais de cada grupo alimentados com diferentes fontes de fibras. De cada
animal foram retirados trés segmentos para execucdo do bloco de parafina. Do bloco, trés
cortes de 6um foram retirados deixando espagos entre eles de 100im. Originaram-se assim
trés laminas, sendo o total de 81 medidas da altura das vilosidades para cada grupo de

animais em estudo, incluindo ileo e célon.

60



Resultados e Discussdo
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Figura 15. Fotoriiirrafias das vilosidades do ileo (aumento de 10) e céln (aumento
de 2X) dos ratos Wistar aos 28 dias de tratamento. Grupos (a) controle celulose, (b)

controle inulina, (c) experimental quiabo. Coloragdo por Hematoxilina — Eosina.
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Os valores médios da altura foram tomados da base ao dpice da vilosidade. A
histologia do ileo e c6lon permaneceu normal para todos os tratamentos ndo tendo sido
afetada pela fermentacdo. Os resultados das andlises morfoldgicas para o ileo se encontram
na Tabela 13. As alturas das vilosidades do ileo e célon ndo apresentaram diferenca
significativa (P<0,05). Os valores aqui relatados sdo semelhantes aos encontrados por Kim
(2002) em relag@o a inulina e a celulose. Para o cdlon, as alturas das vilosidades do grupo

EQ foram significativamente inferiores (P<0,05) ao grupo CC (Tabela 13).

Tabela 13. Médias da altura das vilosidades (AV) na mucosa intestinal do ileo e cdlon,

apos 28 dias de tratamento experimental.

fleo Célon
GRUPOS Vilosidades (ium) Vilosidades (pm)
CC 358,07+40,42° 861,37+51,08"
CI 389,79t61,56" 761,25+56,27%
EQ 383,28440,89" 662,01439,65"

CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo. Valores médios, n=81
(nimero de campos avaliados, considerando 3 animais). Valores na mesma coluna com diferentes
indices sdo significativamente diferentes, P<0,05.

As observacOes realizadas neste estudo dao suporte a hipdtese de Moore et al.,
(1988) e Kim (2002), de que a morfologia intestinal independe do tipo da fibra alimentar.
Kim (2002) testou a hipétese de que propriedades fisicas da fibra, como a viscosidade,
poderiam ter efeito na morfologia do trato GI, para a qual ndo encontrou confirmagdo. De

igual forma, nossos resultados também nao confirmaram tal suposi¢ao.
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6.7. Determinacio de acidos biliares fecais por cromatografia gasosa (CG)
Segundo Greenberger & Isselbacher (1998), quase todos os sais biliares conjugados
sdo absorvidos no fleo, e depois de ter ingressado na veia porta, sdo submetidos a

circulacdo éntero-hepatica.

Dongowski et al. (2002) relataram que as alteracdes ocasionadas pela presenca da
fibra no intestino delgado, tais como viscosidade elevada, distirbios na formacdo das
micelas e digestao dos lipideos, assim como reducdes da absor¢do dos dcidos biliares sdo os
principais fatores que elevam a concentragdo de dcidos biliares na partes inferiores do trato

intestinal e também nas fezes.

A elevacdo nos niveis de acidos biliares na regido cecal é um reflexo do aumento
dos dcidos transferidos do intestino delgado para o intestino grosso. Isto podera resultar em
grande excre¢do de 4cidos biliares principalmente se ndo ocorrer absor¢do passiva no
intestino grosso. Entretanto, a reabsorcdo do acido biliar cecal pode também ser aumentada
pela fermentacdo dos polissacarideos em conseqiiéncia do aumento na drea superficial da

mucosa cecal e do fluxo de sangue cecal (Favier et al., 1997).

O aumento da quantidade de dcido desoxicdlico no célon tem sido associado com a
formacdo de polipos, principalmente quando ocorre a presenca de outro dcido biliar co-
carcinogénico. Por outro lado, o dcido ursodesoxicdlico apresentou efeito inverso em
experimentos com ratos, onde o mesmo promoveu a reducdo de pdlipos de célon (Batta &

Salen, 1999).

Neste estudo foi realizada a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para quantificar os é&cidos biliares fecais. Os cromatogramas (Figura 16)
mostraram picos de boa resolugdo principalmente para os dcidos biliares litocdlico,
desoxicdlico e ursodesoxicolico. Os picos referentes aos dcidos colico e quenodesoxicdlico

foram quantificados simultaneamente em razao da baixa definicdo de separagcdo dos picos.
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Figura 16. Cromatogramas dos dcidos biliares fecais (litocdlico, desoxicdlico, cdlico/ quenodesoxicdlico,
ursodesoxicoélico, com os respectivos tempos de retencao de 19,10; 19,60; 19,88 e 20,27 minutos), (a) padrio,

(b) controle celulose, (c) controle positivo inulina, (d) experimental quiabo.
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Os niveis de 4cidos biliares totais foram calculados considerando as concentragdes
dos &cidos biliares individuais (Figura 17). Para o 14° dia, a soma de 4cidos biliares foi de
10,89%1,11 mmol/g de fezes para o grupo CC; 7,95+1,22 para o CI e 8,58%1,01 para o EQ.
As concentragdes obtidas para o 28° dia foram 11,16+1,44; 8,58%1,31; 8,86+0,99 mmol/g
de fezes para os grupos CC, CI e EQ, respectivamente. Estes valores nao diferem entre si
estatisticamente. Vale ressaltar que os acidos secunddrios litocélico e desoxicélico

apresentaram niveis superiores nos grupos CI e EQ comparados ao grupo CC.

Tanto no 14° como no 28° dia (Figura 17), os 4cidos biliares primdrios, cdlico e
quenodesoxicdlico apresentaram menores propor¢des no grupo EQ quando comparados ao
grupo CC, sendo que os grupos CC e CI apresentaram valores estatisticamente iguais
(P>0,05). Finalmente podemos avaliar a concentragcdo do 4cido ursodesoxicélico, que
apresentou niveis inferiores no grupo CI em relacdo ao CC, enquanto que o grupo EQ

apresentou-se estatisticamente igual aos grupos CC e CI.

Apés 28 dias de tratamento com as dietas experimentais, os grupos CI e EQ,
mostraram quantidades iguais dos &4cidos desoxicdlico e superiores ao CC nas fezes,
indicando que estes dcidos foram excretados em maiores quantidades, quando comparados
ao grupo CC. Comparando os resultados verifica-se que houve maior excre¢do de dcidos
biliares secundérios para estes grupos, onde a producdo dos édcidos biliares primérios foi
inferior em relacdo ao CC. Esta constatacdo nos leva a crer que a maior excrecdo dos
metabdlitos toxicogénicos provavelmente evitou sua permanéncia no limen e sua absor¢ao
pelas células da membrana intestinal, podendo tal efeito ser considerado como benéfico
para os animais dos grupos CI e EQ. Concomitantemente, foi observado que o 4cido
ursodesoxicoélico, considerado benéfico a sadde intestinal (Salen, 1988; Poupon et al., 1987;
Earnest al., 1994), apresentou no grupo CI e EQ menor excrecdo fecal com relagdo ao CC.
Nesse sentido, a fibra celulose apresentou maior eliminag¢do de dcido ursodesoxicdlico, o

qual diminui a probabilidade de permanéncia e reabsorcao deste dcido.
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Figura 17. Concentragdes de dcidos biliares primdarios e secunddrios nas fezes dos ratos,
apos 14 e 28 dias de tratamento. Os valores sao médias + desvio-padrao (n=10). Barras com
letras diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05); CC: controle celulose; CI:
controle inulina; EQ: experimental quiabo e Lit.: litocdlico; Desox.: desoxicélico,
Col./Quen.: célico/quenodesoxicolico, Urs.: ursodesoxicdlico.
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Owen (1997) relatou que a reducdo na propor¢do dos dcidos biliares secunddrios
ocorre através da inibicdo parcial da enzima 7 a-desidroxilase das bactérias presentes no
intestino, precisamente no ceco e colon. O dcido célico € convertido pelas bactérias em
desoxicdlico e o quenodesoxicOlico em litocolico. Os 4cidos biliares secunddrios,
particularmente o desoxicdlico e litocélico sdo considerados agentes carcinogénicos e
toxigénicos. O 4cido ursodesoxicolico apresenta supressao na taxa de formacao de polipos
coldnicos, quando utilizado na alimentacdo de ratos (Batta et al., 1998). Também tem sido

relatado seu uso no tratamento de doencas hepatobiliares (Batta & Salen, 1999).

A fibra alimentar solivel fermentada aumenta o numero de bifidobactérias e
lactobacilos e produz maior concentragdo de AGCC, especialmente o butirato. Ao butirato
¢ atribuida a capacidade de inibir a transformagcdo de 4cidos biliares primdrios a
secunddrios (Zampa et al., 2004), e sobretudo a fibra alimentar insoldvel liga-se aos dcidos
biliares promovendo maior excre¢do pelas fezes, principalmente dos &4cidos biliares
secundarios (Kahlon, Smith & Shao, 2005), exercendo efeito trofico na mucosa intestinal e
beneficiando a satide do hospedeiro; os resultados deste estudo revelam que a fibra
alimentar do quiabo € constituida de 50% da fracdo insolivel e 50% da solivel, sendo esta

caracteristica positiva na promog¢ao destes efeito fisioldgicos.

6.8. Ensaio com os animais diabéticos (inducao com estreptozotocina)

Antes do inicio do uso da insulina, o coma diabético era a causa de morte em pelo
menos 2/3 dos pacientes com diabetes mellitus do tipo I, de qualquer idade. Porém, com a
introdu¢do da insulina em 1922, houve notdvel regressdo nestes nimeros, aumentando
significativamente a longevidade dos pacientes. Mais de 70 anos apds a introducdo do
tratamento do diabetes mellitus pela insulina, os diabéticos ainda morrem mais cedo do que
os nao-diabéticos. A taxa de mortalidade, por sexo e por idade, nos diabéticos é mais alta,
em qualquer faixa etdria, quando comparada a populacdo normal. A diferenga na taxa de

mortalidade €, em parte, dependente da idade. Entre 20 e 40 anos de idade, o risco de morte
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¢ mais de 10 vezes maior no diabético do tipo I do que em nao-diabéticos, enquanto em
diabéticos acima de 50 anos, € de apenas duas vezes. A causa de morte também estd
relacionada com a idade, pois em pacientes jovens a tendéncia € a morte por nefropatia,

enquanto nos mais idosos € por doencas cardiovasculares (Brent & Sells, 1989).

Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica cronica resultando de uma
variedade de interacdes de hereditariedade e fatores ambientais e € caracterizado
anormalidade no receptor ou pds-receptor da secrecao de insulina, afetando o metabolismo
dos carboidratos, protefnas e lipideos, além de prejudicar figado, rins e as células B do
pancreas (Baynes, 1991), o DM atinge uma grande propor¢do da populagdo mundial

(Zimmet & Alberti, 2001).

Nos Estados Unidos na década de 80, ja existia mais de um milhdo de pacientes
com diabetes mellitus insulino-dependente. A incidéncia anual da doenca é de 55 novos
casos por milhdo de populagdo, ou 12.000 casos novos por ano. A maioria dos casos siao
criangas, embora em todas as faixas etdrias existam grupos de risco (Harris & Hanaman,
1985; West, 1978). Na Inglaterra, o diabetes mellitus € a causa mais comum de cegueira, no
periodo produtivo da vida. A retinopatia diabética é esperada em praticamente todos os
diabéticos e pode ser detectada em aproximadamente 80% dos pacientes doentes por mais
de 20 anos, e em 100% daqueles com 40 anos de doenga diagnosticada (Krolewski et al.,
1986). Em 1996, cerca de 30 milhdes de pessoas afetadas viviam na América, mais de um
quarto dos diabéticos do mundo. Para o ano de 2010, espera-se que chegue a 40 milhdes.
Deles, cerca de 20 milhdes serdo da América Latina e Caribe. No Brasil, a prevaléncia do
diabetes mellitus € cerca de oito milhdes de brasileiros. A Organizacdo Mundial da Satde
(OMS) estimou que ao final do ano 2000 existiam 177 milhdes de pessoas no mundo com
diabetes; aproximadamente 10% das quais com diabetes tipo 1. No ano 2030, a OMS
estima que o nimero total de pessoas com diabetes aumentard para 370 milhdes (World

Health Organization, 2006).
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As razdes deste crescimento devem-se ao aumento da expectativa de vida, tendo em
conta que, quanto maior a idade; maiores as possibilidades do aparecimento desta doenca,
assim como, deve-se, também, ao estilo de vida moderno que € caracterizado por

alimentagao apressada, com alto teor de gordura e ao sedentarismo (Basile, 2006).

Neste estudo fez-se a inducdo do diabetes mellitus em ratos wistar, utilizando a
estreptozotocina, a qual € derivada da fermentacdo do Streptomyces achromogenes. Sua
estrutura estd representada na Figura 18 e € similar a molécula de glicose. Esta droga foi
primeiramente isolada como um novo antibiético em 1956, o qual apresentava uma potente
acdo antimicrobiana para um amplo espectro de organismos (Lewis & Barbiers, 1960).
Durante 1960 e 1961, estudo da atividade anti-carcinogénica investigada pelos laboratorios
Upjohn Research Laboratories e Contract Laboratories of the National Cancer Institute,
demonstraram efeito antitumor da droga, particularmente na leucemia L1210 (White,
1963). Estudos de tumores levaram a descobrir que estreptozotocina produzia hiperglicemia
(Rakieten, Rakieten, Nadkarni, 1963). Posteriormente estudos toxicoldgicos utilizando
cachorro e macacos Rheseus demonstraram o potencial diabetogénico (Carter, Broder,
Friedman, 1971). Desde entdo a estreptozotocina tem sido utilizada como agente
diabetogénico em experimentagdo animal por muitos pesquisadores (Singh, Kamath, &

Rajini, 2004; Kumar et al., 2005; Sanchez et al., 2005).

H NI
C=0
N—NO
CH;
Streptozotocin Glucose Figura 18. Estrutura molecular da

estreptozotocina e glicose (Brody, 1996).

70



Resultados e Discussdo

O arranjo das células acinares e das células o e B estdo representados na Figura 19
(Guyton, 1971). O provédvel mecanismo de acdo da estreptozotocina nas células B do
pancreas envolve o rompimento da ligacdo do DNA nas ilhas pancredticas (Ilhotas de
Langerhans) e estimula a polinuclear sintetase (ADP-ribose), levando ao esgotamento dos
niveis intracelulares de NAD" e NADP®, os quais sdo responséveis pela inibi¢cdo da sintese
da pré-insulina e conseqiientemente induzindo o diabetes (Brody, 1994; Wilson et al.,

1988).

As espécies ativas de oxigénio, como superdéxido (O,"), peréxido de hidrogénio
(H,0,), radical hidroxila ("OH) e o oxigénio singlete (10,), desempenham um importante
papel no diabetes, especialmente na diabete angiopdtica (Sato et al., 1979). A acdo
citotéxica da estreptozotocina libera quantidades téxicas de 6xido nitrico que inibe a
atividade da aconitase e participa dos danos ao DNA; em conseqiiéncia as células B sofrem

destrui¢do por necrose (Szkudelski, 2001).

Figura 19. Arranjos das células do

A [-cell in the
istet of langerhans
|

pancreas. As células exdcrinas
(células acinares) do pancreas
ocorrem em grupos denominados
acinos. As células enddcrinas

(células o e B) ocorrem em grupos

An acinar cell
in the acinus

denominados ilhotas de Lagerhans.

An g-cell in the
islet of langerhans

Neste estudo foi avaliado o efeito da fibra do quiabo no metabolismo dos animais

diabéticos. A dose do agente diabetogénico (estreptozotocina) utilizado neste estudo foi de
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60mg.kg™; i.p., sendo este valor utilizado por Riva et al. (1998). Para o grupo alimentado
com fibra celuldsica, registrou-se uma taxa de mortalidade de 50%, enquanto que, para o
grupo onde a fonte de fibra era a inulina, a taxa foi de 40% e, para o grupo em que a farinha
de quiabo, a taxa foi 30%. Foi ainda constatado, que um dos animais deste dltimo grupo

ndo desenvolveu a condi¢do hiperglicémica, sendo, portanto excluido do estudo.

A inducdo do diabetes foi realizada em 10 animais de cada grupo, sendo que o saldo
final de animais vivos foi: CCD: controle celulose diabético (n=5); CID: controle inulina
diabético (n=6); EQD: experimental quiabo diabético (n=6). Cada um dos grupos tinha seu
grupo controle paralelo com cinco animais, os quais receberam a mesma dose do veiculo
utilizado para solubilizacdo da estreptozotocina, como descrito na secdo de métodos. Estes
grupos foram denominados: CCN: controle celulose normal, CIN: controle inulina normal;

EQN: experimental quiabo normal.

6.8.1. Teste de tolerancia a glicose

O teste de tolerancia a glicose (TTG) indica a capacidade do paciente em utilizar
uma quantidade especifica de glicose, calculada em razdo (g/kg) de massa corpérea (Krause
& Mahan, 1996). O TTG foi introduzido como ferramenta de pesquisa em 1920, nos anos
1950 e 1960, utilizado com énfase no diagndstico e intervencdo precoces, passou a ser

largamente utilizado em todo o mundo no diagndstico do Diabetes Melittus (John, 1922).

A determinacdo da glicose sangiiinea foi realizada antes e ap6s 30, 60 e 120 minutos
da ingestdo da solug@o de glicose. A Figura 20 mostra os resultados do TTG em animais
submetidos a alimentagdo com dietas em estudo por dois meses, antes da indugdo da
diabete. Podemos perceber que tanto antes como 30minutos apds a gavagem de glicose, 0s
niveis glicémicos estavam menores para os grupos; experimental quiabo normal sem fibra
(EQNS) e experimental quiabo normal com fibra (EQNF); em seguida vieram os grupos

controle inulina normal sem fibra (CINS) e controle inulina normal com fibra (CINF) e, por
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ultimo, os grupos controle celulose normal sem fibra (CCNS) e controle celulose normal
com fibra (CCNF). Isto € um indicativo de que a fibra solivel presente no quiabo exerceu a
funcdo de tornar a absorcdo de glicose menos eficiente na luz intestinal, fazendo com que o
acticar penetre no sangue mais lentamente (diminui¢ao no tempo de esvaziamento gastrico),
evitando desta maneira que nao ocorra aumento em pico da insulina (Rocha, 1988; Pyorala
& Steiner, 1996). Este fator pode também estar relacionado a viscosidade como acontece
com sacarideos soldveis ndo digeriveis de alta viscosidade tais como goma guar e pectina

(Ou et. al., 2001; Tabatabai & Li, 2000).

_ CCNS

% CCNF

g CINS
> -

U %é S %

0 30 60 120

Figura 20. Efeito da dieta, no teste tolerancia a glicose para ratos sadios, antes do
tratamento com estreptozotocina. Barras com letras diferentes representam diferencga
estatistica (P<0,05); CCNS: controle celulose normal sem fibra; CCNF: controle celulose
norma com fibra; CINS: controle inulina normal sem fibra; CINF: controle inulina normal
com fibra; EQNS: experimental quiabo normal sem fibra; EQNF: experimental quiabo

normal com fibra.
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Os valores médios obtidos nos testes feitos no 7°, 14° e 21° dia, estdo representados
na Figura 21 para os animais do grupo controle que receberam tampao citrato, os resultados
demonstram que os niveis glicémicos antes da gavagem com a glicose foram iguais
estatisticamente. Aos 30 e 60 minutos apds gavagem as concentracdes glicémicas

elevaram-se em todos os grupos; retornado aos valores de jejum aos 120 minutos.

a CCNS

Glicose no sangue (mg/dL)

0 30 60 120

Tempo (min)

Figura 21. Efeito da dieta no TTG nos ratos sadios, que receberam tratamento com tampao
citrato (placebo). Valores médios obtidos nos testes feitos no 7°, 14° e 21° dia. Barras com
letras diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05); CCNS:controle celulose
normal sem fibra; CCNF:controle celulose normal com fibra; CINS:controle inulina
normal sem fibra; CINF:controle inulina normal com fibra; EQNS:experimental quiabo

normal sem fibra; EQNF:experimental quiabo normal com fibra.

Os valores médios obtidos nos testes feitos no 7°, 14° e 21° dia, estdo representados
na Figura 22 para os animais que receberam estreptozotocina e desenvolveram o diabetes,
os resultados demonstraram que nos animais diabéticos os niveis glicémicos foram altos

apods a ingestdo da solugdo de glicose, apresentando valores mais elevados (P>0,05) EQDS
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e EQDF, indicando que a producdo de insulina estava realmente prejudicada pela
estreptozotocina, provavelmente a glicose ndo conseguiu ser captada pelos tecidos e
conseqiientemente ser oxidada através do via glicolitica na célula para obten¢do de energia,
ndo podendo ser, portanto, convertida ou armazenada (Krause & Mahan, 1996) como
acontecem nos animais saudaveis. Percebeu-se também que a fibra adicionada junto a
solucdo de glicose durante a gavagem ndo promoveu protecdo adicional a estes animais.
Porém, aos 120 minutos houve retorno da concentra¢do de glicose aos valores de pré-

gavagem.

CCDS

CIDF

= EQDS
EQDF

Glicose no sangue (mg/dL)

0 30 60 120

Tempo (min)

Figura 22. Efeito da dieta no teste de tolerdncia a glicose nos ratos diabéticos, apds
tratamento com estreptozotocina. Valores médios obtidos nos testes feitos no 7°, 14° e 21°
dia. Barras com letras diferentes representam diferenga estatistica (P<0,05); CCDS:
controle celulose diabético sem fibra; CCDF: controle celulose diabético com fibra; CIDS:
controle inulina diabético sem fibra; CIDF: controle inulina diabético com fibra; EQDS:

experimental quiabo diabético sem fibra; EQDF': experimental quiabo diabético com fibra.
Embora os graficos (Figura 22) demonstrem recuperacdo dos ratos diabéticos para

os niveis de glicemia em jejum, achou-se necessario fazer a correlacdo (Figura 23a, b, c)

entre a glicemia em jejum e a glicemia apds 120 minutos da gavagem de glicose, para
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avaliar a relacdo entre estas duas medidas quantitativas, para os grupos CCD (n=15), CCI
(n=18) e EQD (n=18). Os valores de “n” sdo referentes aos trés periodos do TTG (7°, 14° e
21° dia), incluindo também os grupos que receberam 5% de fibras juntamente com a

glicose.
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Os resultados obtidos da correlacdo entre os valores de glicemia em jejum e a
glicemia 120min apds a gavagem de glicose, foram: CCD (r=0,05), CID (r=0,13) e EQD
(r=0,60), estes valores demonstram a predominadncia de correlagdo positiva fraca e
significativa (P<0,05) para os grupos CCD e CID, enquanto que para o grupo EQD a

correlacdo foi positiva forte e significativa (P<0,05), isto significa que o grupo EQD foi o
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que mais se aproximou dos valores da glicemia em jejum, confirmando a recuperacdo dos

animais alimentados com fibra de quiabo aos niveis glicémicos iniciais.

6.8.2. Parametro ponderal, consumo de dieta e agua; excrecao urinaria e fecal.
Observa-se na figura 24, o perfil de ganho de peso durante 28 dias de tratamento. As

curvas descrevem o ganho e a perda de peso para os animais normais e diabéticos

respectivamente.
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Figura 24. Ganho de peso semanal dos ratos normais e diabéticos (indices numéricos no
eixo das abscissas equivalem ao numero de semanas). CCN:controle celulose normal
(n=5); CCD:controle celulose diabético (n=5); CIN:controle inulina normal (n=5);
CID:controle inulina diabético (n=6); EQN:experimental quiabo normal (n=5);

EQD:experimental quiabo diabético (n=6). Os dados estdo reportados como média + DP.

Na Figura 25, estd representada a porcentagem de peso corporal de todos os
tratamentos, sendo que no grupo CCN o ganho de peso foi de 15,71+1,50%; para o CIN foi
de 18,45+1,20% e para o EQN foi de 9,8410,99% em relacdo ao tempo inicial onde os
animais estavam consumindo as dietas experimentais hd 60 dias. Quando observamos a

perda de peso nos ratos diabéticos, verificamos que houve uma perda maior (20,75%1,30%)
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para o grupo CCD. Para o grupo CID a taxa de perda de peso foi de 14,85£1,10 e para o
grupo EQD foi de 12,26+0,88%, o qual representou a menor perda de peso, sendo este

valor igual (p<0,05) estatisticamente ao CID.
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Figura 25. Porcentual de peso corporal dos ratos normais e diabéticos, ao final da 4°
semana de tratamento. CCN: controle celulose normal (n=5); CCD: controle celulose
diabético (n=5); CIN: controle inulina normal (n=5); CID:controle inulina diabético (n=6);
EQN: experimental quiabo normal (n=5); EQD: experimental quiabo diabético (n=6). Os
dados estdo reportados como média * desvio-padrdo. A comparacao estatistica foi realizada
entre os animais normais e entre os diabéticos, sendo que as barras com letras diferentes

representam diferenca estatistica (P<0,05).

Como era de se espera esperar (Tabela 14) nos grupos de animais sadios o tipo de
dieta ingerida ndo afetou o consumo de dieta, excrecdo urindria e excre¢do fecal, no
entanto, entre os animais diabéticos, somente o consumo de dieta foi igual estatisticamente,

mas os demais parametros analisados apresentaram diferencas significativas (p<0,05).
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Tabela 14. Efeito da fibra nos consumos de dgua e dieta, excrec¢do urindria e fecal, em ratos

normais e diabéticos ao longo de 28 dias de experimento.

GRUPOS Consumo de dieta Consumo de agua Excrecao urinaria Excrecao fecal

(g/dia) (mL/24h) (mL/24h) (g fezes secas/24h)
CCN 24,26+1,75 28,59+2,15¢ 6,58+0,42° 1,70£0,22°
CCD 38,6140,94° 204,94+4,10° 169,30+11,52° 2,99+0,23*
CIN 23,17+1,14° 25,0142,08¢ 5,49+40,32° 0,87+0,07¢
CID 35,09+1,77° 222,1543,13 189,07+15,51° 1,2740,21
EQN 21,45+0,85 22,81+0,7¢ 4,55+1,25° 1,19+0,12
EQD 32,45+1,53" 144,8245,40° 115,07+10,74° 2,1740,13"

CCN:controle celulose normal (n=5); CCD:controle celulose diabético (n=5); CIN:controle inulina
normal (n=5); CID:controle inulina diabético (n=6); EQN:experimental quiabo normal (n=5);
EQD:experimental quiabo diabético (n=6). Valores nas mesmas colunas com indices diferentes sdo

significativamente diferentes, P<0,05.

Tem sido encontrado na literatura que dietas contendo quantidade adequada de
fibra, principalmente soluvel, apresentam atividade sobre o mecanismo de vdrias doencas,
incluindo diabetes (Nandini, Sambaiah, Salimath, 2000). A hiperfagia dos diabéticos foi
acompanhada por aumento no consumo de dgua, sendo o maior volume de consumo para o
grupo alimentado com inulina. Esta condicdo hiperfagica desenvolvida durante o diabetes

jé foi descrita por Kumar et al. (2002).

Neste estudo observaram-se sinais tipicos de diabetes, como o aumento da ingestao
de dgua (polidipsia), concomitante com a elevada excre¢@o urinaria (polidria) nos grupos de
ratos diabéticos, em compara¢d@o com os grupos normais. O grupo que recebeu a fibra de
quiabo teve consumo de dgua aproximadamente 30% menor que os outros dois grupos. A
excrecdo urindria, por sua vez, foi expressivamente maior no grupo CCD, seguida pelo

grupo CID, ambos registrando diferenca significativa (P<0,05), em relagdo ao EQD. Sendo
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assim, a dieta contendo fibra de quiabo proporcionou aos animais uma excre¢ao urindria
64,21% menor, em relacdo as médias dos grupos CCD com CID, em conseqiiéncia de
menor ingestdo de dgua, sendo que o consumo de dieta foi igual estatisticamente entre os
animais diabéticos, provavelmente a dieta contendo fibra de quiabo exerceu um forte efeito
nestes animais, talvez proporcionando menor sede, talvez tal fato esteja relacionado a
presencga de alguns compostos bioativos que sdo veiculado pela fragdo fibra, como relatado
no estudo de Kumar et al., (2005) utilizando mucilagem de feno grego (Trigonella foenum
graecum) e gengibre da india (Curcuma longa), os ratos diabéticos apresentaram melhora
relacionada ao consumo de dgua, ganho de peso corporal, excre¢do urindria, e atribuiram
esta melhora a presenca de algum composto bioativo, como isoleucina 4-hidroxil que é um

novo aminoécido conhecido por facilitar a secre¢@o de insulina (Sauvaire et al., 1998).

6.8.3. Final do periodo experimental

A hiperglicemia dos animais diabéticos ndo apresentou dependéncia do tipo de fibra
na dieta (Figura 26) e a gordura epididimdria para o grupo EQD foi bem menor (P<0,05)
em relacdo ao CCD e CCI, embora com relagdo a porcentagem de ganho de peso (Figura
25) o grupo EQD teve menos perda de peso em relacdo aos outros diabéticos. E importante
ressaltar que em ratos diabéticos os niveis de gordura epididimdria e renal sdao baixos, mas
dependendo do grau de diabetes estes niveis podem chegar a zero, pois estas gorduras sdo
fontes de energia, portanto utilizadas no metabolismo. Em valores percentuais, a gordura
epididimaria remanescente foi 48,95%; 44,72%; 42,15% para os grupos CCD, CID e EQD,
respectivamente. Sendo que a hipertrofia dos testiculos foram, CCD: 48,94%; CCI: 30,00%
e EQD: 16,36%; estes resultados demonstram menor aumento dos testiculos para o grupo

EQD.

A gordura renal e ndo apresentou diferenga estatistica entre os grupos de ratos
diabéticos, mas os valores percentuais de gordura renal remanescente foram 18,67%,
30,76% e 42,15% para os grupos CCD, CID e EQD, respectivamente, demonstrando que o

grupo EDQ conservou maior quantidade desta gordura. Estes resultados podem estar
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diretamente ligados a quantidade de excreta urindria que foi menor para o grupo EQD, com
menor funcionamento dos rins acarretando em menor consumo de energia. Os rins
apresentaram significante hipertrofia de 78,79%, 110% e 68,69%, para os grupos CCD,
CID e EQD, respectivamente, demonstrando que o valor percentual para grupo EQD foi
10% inferior ao CCD e 31,31% ao CID. No estudo de Singh, Kamath & Rajini (2005),
avaliando a fibra alimentar da casca de batata em ratos com diabetes induzida com
estreptozotocina, constataram significante reducdo da hipertrofia dos rins em 19%

comparada ao grupo controle.

CCN
g 219 mCCD
S 1,80
5 150 | 1 7 CIN
’ ]
o 1,20 Z CiD
2 0,90 Z EQN
| mEQD
S 030
S 0,00

Gord. epid. Gord. renal Rins Testiculos

Figura 26. Efeito da dieta nas gorduras epididimarias, peri-renais, rins e testiculos dos ratos
normais e diabéticos. Barras com letras diferentes representam diferenca estatistica
(P<0,05); CCN: controle celulose normal (n=5); CCD: controle celulose diabético (n=5);
CIN: controle inulina normal (n=5); CID: controle inulina diabético (n=6); EQN:

experimental quiabo normal (n=5); EQD: experimental quiabo diabético (n=6).

Na Tabela 15 observamos o diabetes mellitus ndo controlado independente do tipo
de dieta, afeta todos os 6rgdos do organismo. Somente o bago ndo apresentou diferenca
estatistica (P<0,05). Com relacdo ao tamanho do ceco a maior massa foi verificada nos

grupos CID e EQD, em relacdo ao grupo CCD (P<0,05), provavelmente tanto a inulina
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quanto a fibra do quiabo favoreceram maior atividade fermentativa, promovendo o aumento
deste tecido. Guillon & Champ (2000), relataram que para pacientes com diabetes tipo-2,
sdo recomenddveis dietas com baixo indice glicémico com o objetivo de melhorar a
prognose da doencga, sendo a fibra considerada um componente da dieta que pode contribuir

para a diminui¢do da hiperglicemia pés-prandial.

Tabela 15. Efeito de dietas com diferentes fontes de fibra na massa de 6rgaos (tecidos)

Massa do tecido (g/100g peso corporal)
Tecidos CCN CCD CIN |[CID EQN EQD
Intestino delgado 1,7240,06¢ |5,3140,23" | 1,88+0,12¢ |4,3140,23° | 2,0740,11¢ | 6,31+0,25
Intestino grosso 1,1120,13% | 1,8840,16" | 0,90+0,10¢ |1,3840,04* | 0,83+0.15¢ | 1,67+0,02°
Ceco 0,80+0,11¢ |3,2440,09° | 1,2140,11° |5,9040,12* |1,2140,12° |6,10+0,15"
Figado 2,7040,24"° |3,7740,10° |2,7040,07° |3,9440,13" |2,5740,14" |3,76+0,06°
Estomago 0,55+0,05° | 0,9140,09* |0,57+0,02° |0,7240,01° |0,59+0,07° | 1,10£0,09"
Pulmdes 0,4240,05" |0,50£0,02" |0,41£0,04° |0,54+0,03" | 0,43£0,04" |0,48+0,01®°
Pancreas 0,27+0,10™ |0,2340,02° |0,2240,04° |0,340,02" |0,28+0,04" |0,34+0,05"
Bago 0,2040,02* |0,2240,01* |0,23+0,02* |0,2240,02* |0,20+0,02* |0,22+0,04°
Coracio 0,3040,02° | 0,45+0,01* |0,30+0,01° |0,35+0,01° |0,30+0,01° |0,36+0,02°

CCN: controle celulose normal (n=5); CCD: controle celulose diabético (n=5); CIN: controle inulina normal
(n=5); CID: controle inulina diabético (n=6); EQN: experimental quiabo normal (n=5); EQD: experimental
quiabo diabético (n=6). Valores na mesma linha com indices diferentes sdo significativamente diferentes,

P<0,05.

6.8.3.1. Concentracoes de glicose e insulina sangiiineas

A glicemia (Figura 27) e insulina sérica (Figura 28) dos ratos normais e diabéticos
foram determinadas no dia do sacrificio com a finalidade de verificar o efeito do tratamento
com estreptozotocina nestes pardmetros. E pertinente ressaltar que todos estes animais se
encontravam em jejum de 15 horas no momento do teste, pois estes resultados poderiam ser
bem melhor interpretados se 0s animais ndo estivessem em jejum no momento do
sacrificio. Apesar disso, pode ser observado que os niveis de insulina dos ratos normais dos

grupos CI e EQ foram estatisticamente (P<0,05) superiores em relaciao ao grupo CC.
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Normais

Diabéticos

Glicose no sangue (mg/dL)

7

Figura 27. Valores médios de glicose sangiiinea. Barras com letras diferentes representam

diferenca estatistica (P<0,05); CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ:

experimental quiabo.

4 -

a N Normais
= 3| Diabéticos
E
o)

S
©
£
]
(2]
£

Figura 28. Valores de insulina sérica. Barras com letras diferentes representam diferenga

estatistica (P<0,05); CC: controle celulose; CI: controle inulina; EQ: experimental quiabo.
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Nos ratos diabéticos, o tratamento com a fibra do quiabo (EQ) resultou numa taxa
de insulina superior ao grupo tratado com inulina (CI). Este achado foi considerado muito
importante, visto que a fibra do quiabo mostrou um efeito protetor das células-f nas ilhotas

de Lagerhans, neste sentido, o assunto mereceria um estudo mais aprofundado.

Aparentemente, a farinha de quiabo introduziu um fator de prote¢do para o animal
diabético. Com os dados coletados ndo € possivel fazer uma andlise detalhada do efeito
encontrado. N@o € possivel afirmar se houve bloqueio parcial da acdo toxica da
estreptozotocina sobre as células produtoras de insulina ou se houve compensacdo da
condic¢do pelo contetddo do intestino. Seja qual for o mecanismo responsavel pela alteracao
da condi¢do diabética, os dados evidenciam certa resisténcia do animal alimentado com a

farinha de quiabo ao desenvolvimento da hiperglicemia.

Os mecanismos pélos quais; dieta rica em fibras soliveis altamente fermentéaveis
proporcionam efeitos fisioldgicos benéficos relacionados a reducdo da resisténcia a insulina
permanecem desconhecidos, mas os resultados encontrados sdo bastante promissores e

passiveis de maior conhecimento em pouco tempo.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram efetividade do quiabo
quando adicionado a dieta para ratos sadios, em regular o transito intestinal, eliminar
agentes carcinogénicos além de possuir alto poder fermentativo, exercendo efeito tréfico
sobre a mucosa intestinal dos animais sauddveis e diabéticos, e nos leva a supor que dietas
contendo tais fibras poderdo exercer efeito protetor no c6lon, permitindo-nos a formular a

hipétese de que o consumo deste vegetal podera trazer efeitos benéficos a satide humana.
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7. CONCLUSOES

1. O ganho de peso e o consumo de dieta foram inferiores para o grupo experimental (EQ)
com relacdo aos grupos controle. Contudo estes parametros nio afetaram a eficiéncia
alimentar que foi igual ao grupo da celulose, demonstrando que o quiabo € um alimento

de baixa caloria;

2. A excregdo fecal umida dos ratos alimentados com inulina representou 2g fezes/g de
inulina ingerida com relacdo ao quiabo (3g fezes/g de fibra de quiabo ingerida), sendo
que a quantidade de excreta fecal diretamente relacionada com o aumento da excrecao

da biomassa bacteriana como conseqiiéncia da fermentagao;

3. O transito intestinal apresentou valores médios menores (7,57 horas), sendo
considerado um fator positivo, por constituir menor tempo de contato das fezes com a
mucosa do trato gastrintestinal. Desta maneira, reduziria a exposi¢do dos mesmos a

metabdlitos toxicogénicos responsdveis principalmente pela carcinogénese.

4. O menor tempo de transito intestinal, apresentado pelas dietas com fibra de quiabo
poderia indicar sua utilizagdo como auxiliar para minimizar a obstipacdo intestinal, no
entanto, ocorreu um aumento do ceco e cdlon, tanto em relacdo ao peso como no
comprimento, provavelmente refletindo um maior processo fermentativo das fibras do
quiabo pelas bactérias locais. Sem alteragcdes morfoldgicas detectdveis a microscopio

optico.

5. Foi determinada a efetividade do quiabo sobre o crescimento das bifidobacterias,
principalmente dos lactobacilos. As fibras soluveis provavelmente atuaram como meio
seletivo para bactérias benéficas ao organismo, como as bifidobactérias e os

lactobacilos;
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A producgdo de acidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato) e lactato
colénico e cecal foi positiva, uma vez que a fibra do quiabo foi metabolizada
seletivamente por um numero limitado de bactérias benéficas presentes no intestino

grosso, sendo capaz de alterar a populagdo colonica para uma microbiota saudavel.

A fibra do quiabo promoveu maior excre¢do de 4cidos biliares toxicogénicos (litocolico

e desoxicolico) e menor excre¢do dos benéficos;

O diabete melito induzido pela estreptozotocina resultou em baixa massa corporea,
gorduras epididimdrias e peri-renais; aumento da massa testicular, do intestino delgado,
intestino grosso, ceco, figado e estdbmago; hiperglicemia aumentou a ingestao alimentar

e ingestao hidrica.
A dieta contendo fibra do quiabo provavelmente induziu uma resisténcia nos animais

aos efeitos toxicos da estreptozotocina tanto para tornarem-se diabéticos, quanto pela

menor porcentagem de animais mortos no periodo de 48 horas p6s-indugao;
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