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Resumo

Introducéo: A constipacao funcional (CF) afeta cerca de 0,7% a 29,6% das criancas em todo o
mundo. No Brasil 17,5% a 38,4% das criancas em idade escolar possuem esse diagnostico. A
constipacdo pode estar ligada a aumento da inflamagéo e producdo de estresse oxidativo, uma vez que
a retencdo prolongada de fezes pode estimular alteragdes inflamatérias na mucosa do célon, elevando a
peroxidacdo lipidica dos acidos graxos insaturados da membrana celular. Objetivos: Avaliar o efeito do
exercicio fisico de intensidade moderada sobre a constipacdo intestinal, estresse oxidativo e perfil
inflamatdrio em ratos wistar pos desmame. Materiais e métodos: Trata-se de um estudo experimental,
com 40 ratos, o estudo foi dividido em fase de inducéo e fase de intervencdo. Em primeiro momento 0s
animais foram divididos em dois grupos com 20 animais cada, sendo um grupo controle e outro com
racao controle mais 30% de sacarose, ap6s a inducdo os animais foram redistribuidos nos grupos: racéo
controle + sedentarios, ragdo controle+ exercicio, racdo reduzida em fibras alimentares + sedentério e
racdo reduzida em fibras alimentares+ exercicio. O exercicio escolhido foi o de corrida em esteira
motorizada com moderada intensidade e os animais sedentarios participaram do protocolo simulado. Os
animais foram avaliados quanto a crescimento e producédo fecal, e ap6s a eutanasia foram coletados
tecidos para analises de estresse oxidativo e inflamagdo bem como peso do intestino delgado e colon
cheios. Resultados: Os animais na fase de inducéo tiveram a inducdo da constipacdo bem sucedida, o
exercicio fisico ndo alterou o peso fecal dos animais, mas aumentou a quantidade de pellets fecais do
grupo racao reduzida em fibras alimentares que se exercitavam em compara¢do ao grupo sedentario com
mesma racdo. Ndo houve diferenca no indice de adiposidade, observamos um menor peso do intestino
delgado cheio de ratos sedentarios com racgdo reduzida em fibras quando comparados aos sedentarios
racdo controle e ndo houve diferenca quanto ao peso do intestino grosso cheio em nenhum dos grupos.
Identificamos menores niveis de MDA e catalase nos animais exercitados com ragéo reduzida em fibras
alimentares. Conclusdo: Neste modelo ndo foi possivel inferir que o exercicio fisico de moderada
intensidade melhore o quadro de constipacdo intestinal especificamente induzido por dieta nos
parametros: produgdo fecal ou tenha capacidade de melhorar a absor¢ao de 4gua nas fezes. Ha alteragdes
em mecanismos inflamatdrios e antioxidantes na dieta reduzida em fibras alimentares, que parecem ser

atenuadas com a pratica de atividade fisica.

Palavra-chave: Ratos, constipacdo, exercicio fisico, fibras alimentares, pediatria.



Abstract

Introduction: Functional constipation (CF) affects approximately 0.7% to 29.6% of children
worldwide. In Brazil, 17.5% to 38.4% of school-age children have this diagnosis. Constipation may be
linked to increased inflammation and production of oxidative stress, since prolonged stool retention can
stimulate inflammatory changes in the colon mucosa, increasing lipid peroxidation of unsaturated fatty
acids in the cell membrane. Objectives: To evaluate the effect of moderate intensity physical exercise
on constipation, oxidative stress and inflammatory profile in post-weaning Wistar rats. Materials and
methods: This are an experimental study, with 40 rats, the study was divided into an induction phase
and an intervention phase. At first, the animals were divided into two groups with 20 animals each, one
control group and the other with control food plus 30% sucrose. After induction, the animals were
redistributed into groups: control food + sedentary, control food + exercise, reduced in dietary fiber +
sedentary and ration reduced in dietary fiber + exercise. The exercise chosen was running on a motorized
treadmill with moderate intensity, and the sedentary animals participated in the simulated protocol. The
animals were evaluated for growth and fecal production, and after euthanasia, tissues were collected for
analysis of oxidative stress and inflammation as well as full small intestine weight. Results: Animals in
the induction phase had a successful induction of constipation, exercise did not change the fecal weight
of the animals, but increased the physical number of fecal pellets in the diet group reduced in dietary
fiber that exercised compared to the sedentary group with the same feed. There was no difference in the
adiposity index, we observed a lower weight of the small intestine filled in sedentary rats with a diet
reduced in fiber when compared to sedentary rats fed a control diet and there was no difference in the
weight of the large intestine filled in any of the groups. We identified lower levels of MDA and catalase
in animals exercised on a diet reduced in dietary fiber. Conclusion: This model was unable to infer that
moderate-intensity physical exercise improves constipation specifically induced by diet in interruptions:
fecal production or has the capacity to improve water absorption in feces. There are changes in
inflammatory and antioxidant mechanisms in a diet reduced in dietary fiber, which appear to be

attenuated with the practice of physical activity.

Keywords: Rats, constipation, physical exercise, dietary fiber, pediatrics.



1. Introducgéo

A constipacéo funcional (CF) afeta cerca de 0,7% a 29,6% de criancas em todo 0 mundo.
No Brasil 17,5% a 38,4% das criancas em idade escolar possuem esse diagnéstico. A CF é um
disturbio caracterizado por evacuagdes infrequentes (< 2 evacuagdes por semana), COM sinais e
sintomas bem definidos, como a reducdo do numero de evacuacOes, esforco excessivo
evacuatorio, sensacao de evacuagdo incompleta, tentativas de eliminacgéo de fezes sem sucesso,
necessidade de um grande tempo no vaso sanitario para o ato evacuatério e fezes com

consisténcia endurecida ou volumosa.'??2

A fisiopatologia da CF é multifatorial e pode ser explicada pelo comportamento de
retencdo fecal, disfuncGes anorretais, dieta com baixa ingestdo de fibras alimentares,
inatividade fisica, predisposicdo genética e questdes psicoldgicas. A permanéncia das fezes
retidas por um longo periodo no reto propicia a maior absorcao de liquidos, aumento do volume
e da consisténcia fecal e consequentemente a complacéncia retal, o que leva a menor forca de

contracéo para a eliminagdo das fezes, gerando um conhecido ciclo de autoperpetuagdo. *

O diagndstico da constipacao funcional € eminentemente clinico e utiliza os critérios de
Roma IV, os quais representam os principais sintomas presentes na constipacéo intestinal.>®
Devido as caracteristicas multifatoriais da constipacdo, é fundamental a realizacdo de

tratamento multiprofissional.”

O primeiro passo no tratamento é a desimpactacdo fecal, por meio de agentes
farmacoldgicos laxativos, seguida pela determinacdo de uma dose adequada de laxativos, para
evitar o retorno do quadro inicial. O treinamento evacuatorio € parte do tratamento, bem como

orientacOes alimentares, para a ingestdo adequada de fibras e agua. ®



A ingestdo adequada de fibras é um importante aliado no tratamento das alteracoes
intestinais, incluindo a constipacdo funcional, uma vez que as fibras sdo componentes vegetais
que permanecem intactas no colon, ndo sendo digeridas, nem absorvidas, e sofrem fermentacéo
parcial produzindo acidos graxos de cadeia curta, hidrogénio, metano e diéxido de carbono. As
fibras alimentares aumentam o volume das fezes, pois retém mais liquido, aceleram o transito
coldnico, alteram o pH das fezes e influenciam diretamente a microbiota intestinal, o que pode

alterar a permeabilidade de membrana e influenciar em processos inflamatorios. 201!

As fibras do tipo soluveis podem exercer efeitos prébioticos. Quando em contato com
liquidos, tornam-se viscosas e auxiliam na eliminagdo das fezes, bem como na reducdo de
absorcdo de gordura e desaceleracdo da absorcdo de carboidratos. Porém, podem causar
flatuléncias quando em contato com as bactérias do cdlon, devido ao seu carater fermentador.
As fibras alimentares do tipo ndo soldvel possuem capacidade de melhorar o volume fecal e

auxiliam na melhoria do transito intestinal.

Estudos mostram que as criancas constipadas em idade escolar possuem menor consumo
de alimentos como frutas e legumes e maior consumo de alimentos como paes, biscoitos e
macarrao, ou seja, as criangas constipadas ingerem menos fibras alimentares que criancas ndo
constipadas.!*®® Desta forma, a ingestdo adequada de fibras alimentares faz parte das
recomendacdes das Sociedades Norte Americana e Europeia de Gastroenterologia Pediatrica

(NASPGHAN e ESPGHAN) para o tratamento da constipacao intestinal. 14

A CF pode estar ligada ao aumento da inflamacéo e producdo de estresse oxidativo. A
retencdo prolongada de fezes pode estimular alteracGes inflamatérias na mucosa do coélon, pois
induz o aumento da peroxidacao lipidica dos acidos graxos insaturados da membrana celular,
aumentando a presenca de malondialdeido (MDA), causando danos a mucosa intestinal.®

Estudos experimentais em animais demonstraram que a constipacdo é acompanhada por
4



estresse oxidativo, com aumento do nivel de malondialdeido (MDA), producdo de H202 e
diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT). Alguns estudos também sugerem que a inflamacéo causada pela constipacao
tem sua acdo ndo so restrita localmente, mas pode repercutir de forma sistémica. As alteracdes
inflamatorias podem ser agudas ou crénicas. 11819 A inflamagéo aguda envolve a vasculatura
local, o sistema imunoldgico e as células do local lesionado. A inflamacédo cronica se apresenta
com dano tecidual e alteracdo das células imunoldgicas presentes no tecido, decorrente de

processos inflamatdrios, 202

Frente aos impactos que a constipacdo causa em todo o organismo, percebemos a
importancia da investigacdo de novos metodos para o tratamento desta disfungdo intestinal.
Neste sentido, a pratica do exercicio fisico pode ser considerada como uma modalidade de
tratamento ndo farmacoldgico que pode auxiliar no tratamento da constipacdo. Sabemos que a
pratica de exercicio fisico resulta em multiplos beneficios a saude, incluindo bem-estar, melhora
do humor, possivel acdo anti-inflamatoria e eventos favoraveis para o equilibrio

metabdlico.?%%3%

Estudos demonstram que a préatica do exercicio fisico é capaz de reduzir o indice de
adiposidade, responsavel por manter altos niveis de inflamacdo no corpo. Os beneficios da
pratica do exercicio fisico na independéncia funcional e qualidade de vida superam o aumento
da reacdo inflamatdria pos-exercicio, que ocorre em decorréncia do processo de lesdo celular
muscular.?® De acordo com Suzuki (2019), os mecanismos anti-inflamatorios do exercicio
fisico estdo ligados a supressdo do recrutamento e da ativacdo de neutrofilos, mondcitos e
macrofagos que sdo fontes de mediadores inflamatorios e de espécies reativas de oxigénio e a
prevencéo de danos teciduais induzidos pelo exercicio.?® Episodios de exercicio agudos (5 dias

consecutivos), de resisténcia prolongada e de alta intensidade, em humanos e em animais nao
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treinados, aumentam os biomarcadores de estresse oxidativo como 0 MDA e a carbonilagdo de
proteinas, seja no sangue ou no tecido muscular. Entretanto, a atividade de enzimas
antioxidantes aumenta na mesma medida e mantem a resisténcia ao dano por até 24 horas em
exercicios agudos.?®?

A acdo do exercicio fisico no aumento da motilidade gastrointestinal pode ser explicada
pelo estresse mecanico do exercicio em si, pela compressdao do colon pela musculatura
abdominal e pelo aumento da ingestdo alimentar como resultado do aumento do gasto
energético. Estes mecanismos e seus efeitos dentro de cada tipo de exercicio ainda precisam ser
melhor elucidados uma vez que podem, potencialmente, trazer efeitos benéficos ou maléficos
para 0 trato gastrointestinal 2829303132 N3o existe um consenso sobre qual a prescricdo
adequada de exercicio para efeitos benéficos para o intestino, mas o que se sabe & que
determinados padrdes de exercicio podem trazer efeitos maléficos. Durante o exercicio fisico,
ha um redirecionamento do fluxo sanguineo para os musculos esqueléticos em atividade e
consequentemente a diminuicdo da circulagdo sanguinea em nivel intestinal. A perfuséo
sanguinea adequada € necessaria para manter as fungdes gastrointestinais eficientes.33

Um estudo experimental, publicado em 2019, demonstrou que o intestino delgado € o
principal 6rgao alvo da hipoxia tecidual induzida pelo exercicio. Os animais que realizaram
exercicio de alta e moderada intensidade apresentaram maior redistribui¢do da hipdxia tecidual
no intestino delgado.3* Por outro lado, uma revisdo sistematica com metanalise, publicada em
2019, avaliou a terapia por exercicios aerébicos e anaerobicos em pacientes adultos com
constipacdo e sugeriu que o exercicio pode ser uma opc¢ao de tratamento viavel e eficaz para
pacientes com constipacdo, demonstrando melhora nos sintomas tanto com o exercicio aerébico
quanto anaerobico.®

O exercicio fisico de alta intensidade esta ligado a sintomas gastrointestinais como

nauseas, diarreia até sangramento gastrointestinal. Atletas de alta intensidade apresentam
6



elevada prevaléncia da “colite isquémica do corredor”. Isso por que o exercicio prolongado de
alta intensidade reduz o fluxo sanguineo para o sistema gastrointestinal, e esta hipoperfuséo
leva a isquemia, aumento da permeabilidade intestinal, translocacdo bacteriana, elevagdo de
oligossacarideos, producao de citocinas inflamatérias e espécies reativas de oxigénio (ROS).
Ja a atividade fisica moderada tem apresentado um possivel efeito protetor em pacientes com
doenca péptica ulcerosa relacionado a melhora do sistema imunoldgico, reducdo da secrecdo
4cida e melhora do quadro de bem estar geral dos pacientes.®%:3/

Outros estudos tem apontado o sedentarismo como um risco para o desenvolvimento da
constipacdo em adultos e em criangas. Entretanto, as evidencias sobre a relacdo entre a pratica
de exercicios e a melhora da funcéo intestinal ndo estdo bem consolidadas e sdo necessarios
mais estudos para o entendimento do mecanismo de acdo e a real efetividade desse possivel
método ndo farmacoldgico para o tratamento e profilaxia da constipagdo. 38394041

Diante dos potenciais beneficios do exercicio fisico sobre a funcéo intestinal em
pacientes com constipacdo e das incertezas sobre os mecanismos fisiolégicos que possam
explicar a acdo benéfica desta intervencgéo, nds decidimos avaliar os efeitos desta terapia sobre
a funcdo intestinal, através de modelo experimental em ratos pos-desmame, submetidos a dieta
adequada ou pobre em fibras.

O modelo experimental proposto neste estudo tera como animal utilizado Rato Albino
(Rattus norvegicus), do tipo Wistar, que € encontrado na literatura em diversos estudos
experimentais. Sua escolha geralmente é devido a seu pequeno porte, baixo custo, facil
manuseio, alta reprodutibilidade e por possuirem estagios de maturacdo dos sistemas
fisiologicos muito semelhantes ao dos humanos.*?#34* A inducgdo da constipacdo nos animais
sera realizada a partir da adicdo de sacarose a racdo, em modelo ja validado para investigacao

experimental de constipacdo intestinal em ratos. 44



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral:

Avaliar o efeito do exercicio fisico de intensidade moderada sobre a constipacdo

intestinal em ratos Wistar p6s desmame.

2.2. Objetivos especificos:

- Avaliar a factibilidade e reprodutibilidade do modelo experimental de constipacéo

intestinal induzida por dieta com reducéo de fibras em ratos recém-desmamados;

- Avaliar os resultados de modelo experimental animal para constipacdo por meio da
reducdo de fibras alimentares na dieta, em relagdo ao crescimento, funcdo evacuatoria e tempo

de transito intestinal;

- Avaliar os resultados da intervencdo exercicio fisico de moderada intensidade em
relacdo ao crescimento e funcdo evacuatoria, comparando o grupo de animais submetidos ao
modelo experimental de constipacdo induzida por dieta e um grupo de animais que receberam

racdo controle;

- Avaliar o estresse oxidativo intestinal por meio dos niveis de malondialdeido,
carbonilacdo de proteinas, superdxido dismutase e catalase e sua relagdo com o exercicio fisico

de moderada intensidade.



3. Materiais e métodos

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP, sob protocolo SIPE-350/2019 CEUA-1352. Foi conduzido de
acordo com as diretrizes estabelecidas pelo ARRIVE Guideline, para estudos de
experimentacdo animal, desenvolvido em acordo com as Diretrizes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal e as recomendac6es do Guide for the Care and Use of

Experimental Animals.*¢4

3.2 Desenho e cenério

Trata-se de um estudo experimental, para avaliar os efeitos do exercicio fisico de
moderada intensidade na funcéo intestinal de ratos Wistar com 21 dias de vida (p6s desmame)
com constipacdo induzida por dieta. Os animais passaram por um periodo de 4 semanas em
inducdo da disfuncdo intestinal e o treinamento fisico teve a duracdo de 4 semanas (Figura 1).
As variaveis analisadas foram colhidas antes e ap6s o periodo de inducdo, durante a intervencao
de exercicio fisico, e no momento da eutanasia. Este estudo foi realizado na Unidade de
Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual de Sdo Paulo (UNESP), Sdo Paulo, Brasil. O periodo de coleta de dados foi de trés

meses.
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Figura 1 - Fluxograma do desenho do estudo.

3.3 Animais, instalacGes e condi¢do veterinaria dos animais

Os animais utilizados nos ensaios foram Ratos Albinos (Rattus norvegicus) do tipo
Wistar, machos, obtidos no Biotério Central do Campus de Botucatu da Unesp, com 21 dias de
idade (periodo final da lactacdo — PG0s desmame), ou seja, em periodo de crescimento rapido.
Tiveram livre acesso a agua e racdo, sendo mantidos em gaiolas individuais com
enriquecimento ambiental, temperatura ( 24 + 2°C) e umidade controladas (55 + 5%) e ciclo de
iluminacédo claro-escuro invertido (12-12hs), de acordo com as recomendacdes do Guide for
the Care and Use of Experimental Animals e estiveram instalados na Unidade de Pesquisa

experimental/UNIPEX, UNESP — Faculdade de Medicina de Botucatu.
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3.4 Plano do estudo

3.4.1 Fase de inducédo da constipagéo intestinal

Os animais foram distribuidos em dois grupos iguais para a fase de inducdo.
Informacdes referentes ao crescimento (peso dos animais e ingestdo alimentar) e producdo fecal
(peso, quantidade de pellets e capacidade de reter dgua) foram colhidas semanalmente e seréo

descritos detalhadamente a seguir.

Na fase de inducdo, os animais, de 21 dias de vida (p6s desmame), foram alocados em
dois grupos ap0s uma randomizacao estratificada com base na variavel peso, para garantir a

homogeneidade nesta fase do estudo, que teve duracdo 4 semanas:

- Grupo controle: composto por 20 animais, 0s quais receberam em sua totalidade a

racdo comercial Presence Labina®;

- Grupo racédo reduzida em fibras alimentares: composto por 20 animais, 0s quais
receberam 70% de racdo comercial Presence Labina® para roedores, acrescida de 30% de

sacarose da marca Dinamica quimica contemporanea Ltda®.%

Ap0s a constatacdo da alteracdo de algum parametro fecal para o tipo constipado como:
reducdo do peso fecal e/ou aumento no tempo de transito coldnico os animais foram submetidos

a proxima fase do estudo (fase de intervencg&o).*®
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3.4.1.1 Ragao

As informagdes nutricionais referentes a composicdo das racdes estdo descritas no
Quadro 1. A adigdo de sacarose na racao resultou em um aumento calorico de 1200 kcal/kg,

implicando em uma reducéo de fibras alimentares, lipideos e proteina em 40% por kg de racéo.

Quadro 1. Composic¢ao nutricional das ragdes do estudo

Componentes Racédo Controle (g/kg) Racéo reduzida em fibras
alimentares (g/kg)
Umidade 125 87,5
Proteina Bruta (proteina) 230 161
Extrato Etéreo (Lipideos) 0,4 0,28
Matéria Mineral 0,9 0,63
Fibra Bruta 0,5 0,35
Calcio (Min.) 12 8,4
Célcio (Max.) 13 9,1
Fésforo (Min.) 8,5 5,95
Sédio (Min.) 0,0027 0,00189
Lisina (Min.) 0,0027 0,00189
Metionina (Min.) 4 2,8
Extrato ndo nitrogenado -
[Carboidratos (Sacarose)] 300
Valor calérico (kcal) 646,52 1846,52

3.4.2 Fase de intervencéo

A selecdo dos animais para a divisdo foi realizada por randomizacéo estratificada com
base nas varidveis: peso fecal, peso do animal e ingestdo de racdo, para garantir a
homogeneidade nos grupos ao inicio da intervencdo. Em sequéncia, os animais foram
distribuidos novamente para a fase de intervencdo. Informacdes referentes ao crescimento (peso
dos animais e ingestdo alimentar) e a producéo fecal (peso e quantidade de pellets, capacidade

de reter agua) foram colhidas semanalmente.
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Desta forma, os animais compuseram 0s seguintes grupos de estudo:

- Grupo dieta controle + Sedentarios (C+SED): composto por 10 animais que se
mantiveram recebendo a dieta controle e ficaram diariamente 15 minutos na esteira para ratos

desligada;

- Grupo dieta reduzida em fibras alimentares + Sedentarios (RRF+SED): composto
por 10 animais que se mantiveram recebendo a dieta baixa em fibras alimentares e ficaram

diariamente 15 minutos na esteira para ratos desligada.

- Grupo ragdo controle + Exercicio (C+EX): composto por 10 animais que se
mantiveram recebendo a dieta controle e ficaram diariamente 40 minutos na esteira para ratos

na velocidade determinada pelo teste de esforgo, representando um exercicio fisico moderado.

- Grupo racéo reduzida em fibras alimentares + Exercicio (RRF+EX): composto
por 10 animais que se mantiveram recebendo a dieta baixa em fibras alimentares e ficaram
diariamente 40 minutos na esteira para ratos na velocidade determinada pelo teste de esforco,

representando um exercicio fisico moderado.

3.4.2.1 Exercicio fisico

A) Aclimatacéao

Antes de iniciar o teste fisico, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo
a esteira ergométrica para ratos (modelo construido pelo Centro Tecnoldgico de Engenharia
Clinica- UNESP de Botucatu-SP, Brasil). Esta adaptacdo consiste em caminhada de baixa

intensidade, velocidade de 5 m/min, com duracéo de tempos de 10, 15, 20, 25 e 30 minutos do
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1° ao 5° dia, respectivamente. Esta fase, adaptativa, tem como finalidade minimizar o estresse

dos roedores ao meio ambiente (Quadro 2).

Quadro 2. Aclimatacao a esteira ergométrica.

Dias Velocidade (m/min) Tempo (min)
1° 5 10
20 5 15
30 5 20
40 5 25
50 5 30

B) Teste de esforgo fisico

Os testes de esforco fisico foram realizados com os ratos do grupo exercicio, utilizando-

se uma esteira para ratos construida pelo Centro Tecnoldgico de Engenharia Clinica -

Universidade Estadual Julio Mesquita Filho (Unesp) de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

Realizamos um teste incremental com multiestagios, individualmente adaptado, a partir do teste

anteriormente descrito por de Souza (2021). Apés o periodo de adaptacao, realiza-se o teste de

capacidade maxima de corrida, que consiste em uma corrida na esteira iniciada a 6 m/min,

incrementada em 3 m/min a cada 3 minutos, até que o animal atinja a exaustdo. A exaustao foi

determinada quando o animal se recusava a executar, mesmo ap0s estimulacdo sonora ou tatil

ou quando o animal se mostrava incapaz de coordenar passos. A velocidade/hora maxima

atingida e o tempo de teste de cada animal foram coletados. A velocidade de treinamento foi

definida em 40% da velocidade maxima atingida pelos animais.*°

C) Protocolo de treinamento e simulado
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De acordo com o teste de esforco realizado, o protocolo definido foi um treinamento de
intensidade moderada, com velocidade de 22 m/min, sem inclinagéo, ou seja 40% da capacidade
maxima de esforco dos animais, com frequéncia de cinco dias de treinamento seguidos de dois
dias de repouso, com duragdo de 40 minutos cada sessao de treinamento. O periodo de duracao

do protocolo foi de 4 semanas.>°

O grupo dos animais sedentarios foram submetidos ao protocolo de treinamento
simulado. Foram colocados 5 vezes na semana na esteira para ratos, desligada, por um periodo
de 15 minutos, com o intuito de provocar o0 mesmo estresse por manipulacdo ao qual os animais
do grupo que realizou o treinamento foram expostos. O periodo de duracdo do protocolo

simulado foi de 4 semanas.

Ao final da intervencéo, 0s animais dos grupos exercicio foram submetidos um teste de

velocidade maxima na esteira, apos a concluséo do periodo de treinamento.

3.4.3 Eutanasia

No 31° dia apds o inicio da fase intervencdo, os animais foram submetidos a eutanasia
apos 8 horas de jejum, por injecdo intraperitoneal de tiopental sddico na dose de 120 mg/kg.
Imediatamente apds a eutanasia, o intestino delgado e intestino grosso foram retirados, a partir
de laparotomia mediana. As amostras do intestino delgado cheio foram pesadas juntamente com
seus contetdos fecais e seu peso foi expresso em gramas. Apds pesados, 0s 6rgaos foram
abertos longitudinalmente e lavados com solucdo fisioldgica e pesados novamente para a
obtencdo do segmento vazio. Aliquotas de intestino grosso foram coletadas e colocadas em
tubos criogénicos, submetidas a congelamento rapido por nitrogénio liquido e posteriormente

armazenadas em freezer -80°, para analises de estresse oxidativo e inflamagéo.
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3.4.4 Processamento para analise de perfil oxidativo

As amostras de intestino grosso foram determinadas em homogenato preparado com
solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 (1:10; p/v) usando um homogeneizador de
esferas (Bullet Blender®, Next Advance, Inc., NY, EUA). Os homogenatos foram
centrifugados a 800 x g por 10 min a 4 °C (Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburgo,
Alemanha), e o sobrenadante foi obtido para medir o estado redox, atividade de enzimas

antioxidantes e marcadores oxidativos.

Todas as analises foram normalizadas pelo teor de proteina total, que foi determinado
por metodo colorimétrico (BioClin, Quibasa Quimica Bésica Ltda., Belo Horizonte, MG,

Brasil), e as leituras foram feitas em leitor de microplacas.>*

3.4.5 AvaliacOes

3.4.5.1 Avaliacdes in vivo

A) Crescimento

O crescimento dos animais foi avaliado mediante analise de peso corporal, ingestao de

racdo e eficiéncia alimentar.

- Peso corporal: a avaliacdo do peso corporal, expresso em gramas, foi realizada por

método de pesagem em balanca semi-analitica, realizada semanalmente.
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- Ingestédo de racdo: a ingestdo de racdo foi medida semanalmente e de forma
individual, mediante repesagem de residuo alimentar em balanca semi-analitica, expressa em

gramas.

- Eficiéncia alimentar: A eficiéncia alimentar foi avaliada pela taxa de eficiéncia
alimentar e pelo consumo calérico. A taxa de eficacia alimentar (TEA) é a relacdo entre o ganho
de peso por quantidade de alimento consumido: TEA = (PF - P1) / TA; em que PF € o peso final
(9) do animal durante o periodo de acompanhamento, Pl é o peso corporal do animal no inicio
do experimento em gramas e TA é a quantidade total de alimento ingerido no periodo em
gramas. O consumo calorico (CC) é a relagcdo entre o ganho de peso e a quantidade de calorias
ingeridas: CC = (PF-PI) / kcal ingeridas; em que PF é o peso corporal (g) final do animal, PI é
0 peso corporal do animal (g) no inicio, em um periodo de analise de uma semana, e Kcal € o

valor calérico da dieta ingerida. 2

B) Avaliacdo da constipacao intestinal

- Tempo de transito gastrointestinal: nesta avaliacdo foi utilizado o corante vermelho
carmim (Merck), que ndo pode ser absorvido pelo lGmen intestinal. Uma solugédo de 0,05 ml de
vermelho carmim foi administrada por gavagem aos ratos. O tempo em que ocorreu a gavagem
foi registrado. Apos a gavagem, os granulos fecais foram monitorados em intervalos de 10 min
para a presenca do vermelho carmim. O tempo total de transito gastrointestinal foi considerado
em minutos como o intervalo entre a gavagem e o tempo da primeira visualizacdo do corante

vermelho carmim nas fezes.*8°2

- Peso fecal: os pellets de fezes de cada animal foram coletados e armazenados de forma
individual para a obtencdo do dado referente ao peso fecal (peso fecal Umido) por meio de

pesagem em balanca semi-analitica.>
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- Quantidade de pellets de fezes: a quantidade de pellets foi obtida por meio da

contagem da producéo dos pellets diarios de forma individual dos animais.>2

- Conteudo de &gua fecal: A capacidade de reter &gua nas fezes foi realizada, conforme
descrito por Engi (2021). Apos a coleta, pesagem e contagem, os pallets foram colocados em
uma estufa a 60° C por 48 horas, posteriormente pesados novamente para a coleta de dado do
peso fecal seco. A partir deste dado realizamos o calculo do contetido de agua fecal a partir da
diferenca entre o peso Umido e peso seco (Conteldo de agua fecal = diferenca entre o peso

Umido e peso seco = Peso fecal imido - peso fecal seco).*

- Taxa de Eficiéncia do Peso Fecal: foi obtido por meio da relacdo entre o valor de

peso em gramas de fezes imidas/ grama de racéo ingerida dos animais.*

As informacdes referentes ao crescimento (peso dos animais e ingestdo alimentar) e a
producdo fecal (Peso e quantidade de pellets, Conteddo de &gua fecal, Taxa de Eficiéncia do

Peso Fecal) foram colhidas diariamente e expressas em dias e em semanas.

3.4.5.2 Avaliacdes apés eutanasia

A) Indice de adiposidade

Os depositos de gordura epididimal, visceral e retroperitoneal foram dissecados dos
animais. O indice de adiposidade é determinado a partir da soma dos depdésitos, normalizados

pelo peso corporal [(epididimal + retroperitoneal + visceral) /peso corporal x 100]. %*
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B) Peso intestino delgado e intestino grosso cheios

As amostras do intestino, cheias, foram pesadas juntamente com seus contetdos fecais,
e seu peso foi expresso em gramas. Apos pesados, 0s 6rgaos foram abertos longitudinalmente
e lavados com solucdo fisiologica e pesados novamente para a obtengdo do valor do peso do

segmento vazio.

3.4.5.3 AvaliacOes do estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado pelas dosagens do produto de peroxidacédo lipidica
(Malondialdeido (MDA) e carbonilagdo de proteinas. Foram avaliadas também as enzimas
antioxidantes superéxido dismutase e catalase. Todas essas afericbes foram realizadas no

sobrenadante do homogenato de tecido do intestino grosso.

A) Malondialdeido (MDA)

Para a quantificagdo de MDA, foram utilizados 250 pL de homogenato para 750 uL de
acido tricloroacético 10% para precipitacdo de proteinas. As amostras foram centrifugadas
(3000 rpm; por 5 minutos; Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburgo, Alemanha) e o
sobrenadante removido. Adicionou-se &cido tiobarbitdrico (TBA) ao sobrenadante na
proporcao 1:1 e as amostras foram aquecidas por 45 minutos a 100° C. MDA reagiu com TBA
na proporc¢do 1:2 MDA-TBA, absorvido a 535 nm. Apds o resfriamento, a leitura em 535 nm
foi realizada na microplaca Spectra Max 190 leitor (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA,
EUA). A concentracdo de MDA foi obtida pelo coeficiente de extingcdo molar (1,56x105 M -1

cm -1) e a absorbancia das amostras e o resultado final expresso em nmol/g de proteina.®®

B) Carbonilacdo de Proteinas
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A carbonilacdo de proteinas foi quantificada por um método adaptado de Mesquita et
al. (2014). 100 pL de homogéneo para 100 uL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10 mM
em 2 M HCI). As amostras foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente e, em
seguida, 50 uL de NaOH (6 M) foram adicionados e incubado novamente por 10 minutos em
temperatura ambiente. A leitura foi realizada a 450 nm em um leitor de microplacas Spectra
Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA) e o resultado obtido da absorbancia das
amostras e do molar coeficiente de extingdo (22000 M-1 cm-1) (31). Os resultados finais

expressos em nmol/mg de proteina.®®

C) Enzimas antioxidantes

A analise de inflamacdo foi avaliada pelas dosagens dos niveis da atividade da
superdxido dismutase (SOD) a atividade da catalase (CAT), em homogenato de tecido do

intestino grosso.

- Superoxido dismutase (SOD): A atividade da Superdéxido dismutase (SOD) foi
medida com base na inibicdo da reacdo do radical superoxido com pirogalol por
espectrofotometria a 420 nm. Uma unidade de atividade SOD (U) é definida como a quantidade
da enzima que inibiu 50% da autoxidacdo do pirogalol, e os resultados foram expressos em

U/mg proteina/minuto.®’

- Catalase (CAT): A atividade da catalase (CAT) foi avaliada pela diminuicdo dos
niveis de perdxido de hidrogénio (H202). A quebra de H202 na mistura de reacdo foi medida
espectrofotometricamente a 240 nm, e os resultados foram expressos como pmol/mg de

proteina/minuto.®®
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3.5. Métodos estatisticos

O numero amostral de 10 animais por grupo experimental foi estabelecido com base em
um poder de teste de 90%, nivel de significancia de 5%, desvio-padrdo maximo esperado de
8% e em uma diferenca entre 0s grupos esperada de 15%. Este valor de diferenca esperada entre
0s grupos foi estimado a partir de estudos prévios utilizando o0 mesmo modelo animal.*® Assim,

a amostra foi composta em sua totalidade por 40 ratos.

Os resultados obtidos foram expressos como média (+ desvio padrdo) ou mediana
(minimo e maximo), de acordo com o tipo de distribuigéo verificado pelo teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. As diferencas entre os grupos de tratamento, para varidveis numericas
continuas, foram avaliadas estatisticamente pelos testes T student, Analise de Variancia
(ANOVA) com pos-teste de Tukey ou Gamma com pos-teste de Wald, de acordo com o padrédo
de normalidade. Foi estabelecido nivel de significancia de 5% e a analise foi realizada

utilizando-se 0 SAS Analytics Software 9.4.
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4. Resultados

O estudo ndo apresentou mortalidade de nenhum animal durante todo o experimento.
Foi possivel atingir o objetivo de alterar a funcéo intestinal dos animais para um padrdo
constipado na variavel producédo fecal. As fases de inducdo e a intervengdo com o exercicio
ocorreram como 0 programado. Além disso, 0s animais ndo apresentaram nenhum sinal de
estresse extremo como reducdo da ingestdo alimentar, habito de roer a gaiola repetidas vezes,

comportamento furtivo ou agressivo e foram manejados adequadamente.

4.1 Fase de inducéo da constipacao
A) Crescimento

Apos a fase de inducgéo, observamos que, em relacdo ao crescimento dos animais, houve
diferencas significativas entre os grupos controle e racdo reduzida em fibras, conforme
demonstrado na Tabela 1. Os animais do grupo racdo reduzida em fibras alimentares
apresentaram menor peso e menor ingestdo de racdo quando comparados ao grupo controle,
sem alterac@es significativas quanto a taxa de eficiéncia alimentar. Apesar dos animais do grupo
racdo reduzida em fibras terem ingerido uma menor quantidade de racdo, eles tiveram uma

ingestdo caldrica significativamente maior que a do grupo controle (Figura 2).

Tabela 1. Crescimento dos animais ao final da fase inducéo

Controle Racéo reduzida em fibras alimentares
Variavel Média Desvio padréo Média Desvio padréo Valor P
Peso corporal (g) 279,09 16,92 263,69 22,26 P=<0,05
Ingest&o de racéo (g) 184,11 16,81 170,62 16,92 P =<0,05
Taxa de eficiéncia 24,8 3,2 26,7 3,15 P=0,074

alimentar (%)

Teste T: significancia P = <0,05
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A diferenca entre os grupos esta representada pelas letras 2 e °, onde grupos representados por letras iguais ndo possuem diferencas
significativas e grupos com letras diferentes apresentam um P=<0,05 (Teste T de Student)

Figura 2. Ingestao calérica ao final da fase de indugéo

B) Avaliacdo da constipacao intestinal

Por meio da Tabela 2, podemos identificar diferenca significativa na variavel peso das
fezes, demonstrando peso significativamente menor na producdo de fezes dos animais com
dieta reduzida em fibras alimentares quando comparado ao grupo controle. Evidenciamos,
também, que a quantidade de dgua perdida nas fezes dos animais com racdo reduzida em fibras
alimentares e a taxa de eficiéncia fecal foram significativamente menores nos animais do grupo

reducdo de fibras alimentares em relacdo ao grupo controle.

Tabela 2. Dados referentes a producao fecal ao final da fase de inducéo.

Controle Racéo reduzida em fibras alimentares
Variavel Média Desvio padréo Média Desvio padréo Valor P
Peso das fezes (g) 9,34 0,69 6,53 0,61 p=<0,05
Quantidade das fezes (g) 54,50 5,53 52,84 9,11 p =0,491
Conteudo de &gua fecal (g) 3,82 1,30 2,4 0,89 p=<0,05
Taxa de eficiéncia fecal 0,36 0,03 0,27 0,02 p=<0,05

Teste T: significancia em P = <0,05
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C) Tempo de transito gastrointestinal

A racgéo reduzida em fibras alimentar ndo promoveu alteragdes significativas no tempo
de trénsito gastrointestinal. O grupo controle apresentou um tempo de transito gastrointestinal
médio de 333,2 +33,1 min e o grupo submetido a dieta reduzida em fibras alimentares
apresentou um tempo de transito gastrointestinal médio de 343 * 49,1 min, representados na

Figura 3.
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A diferenca entre os grupos esta representada pelas letras 2e ®, onde grupos representados por letras iguais ndo possuem diferengas significativas

e grupos com letras diferentes apresentam um P=<0,05 (Teste T de Student)

Figura 3. Tempo de transito gastrointestinal ao final da fase de indugéo

4.2 Fase de intervencao (exercicio fisico)

A) Crescimento

Por meio da Tabela 4, é possivel observar que, ao final da fase de intervencdo, ndo houve
diferencas entre os grupos em relacdo ao peso, ingestdo de racdo e para a taxa de eficiéncia

alimentar.
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Tabela 4. Crescimento dos animais ao final da fase de intervengéo.

Ragdo controle Racéo reduzida em fibras alimentares
Sedentério Exercicio Sedentério Exercicio
Variavel Média DP Média DP Média DP Média DP Valor P*
Peso (g) 449,04 £32,93 449,06 39,68 441,8 +47,7 418,04 £73,55 p =0,513
Ingestao de racéo (g) 39,22 +7,45 38,92 +3,53 35 +3,94 37,50 +8,80 p =0,437
Taxa de eficiéncia 472 +3,31 4,013+2,34 6,18 =+ 2,50 6,54 +1,94° P =0,145
alimentar
* ANOVA

B) Analise de ingestéo calorica

Os animais que receberam racao controle ingeriram significativamente menos calorias
quando comparados aos animais com ragédo reduzida em fibras alimentares, independente da

intervencao exercicio (Figura 4).

@

=1

=3
1

@
o
o

1

o

o

Ingestao calérica na utima semana ( Kcal'semana)
£
=
(=}

a a
200 T 1
0 T T T T )
SED+C EX+C SED+RRF EX+RRF

A diferenca entre os grupos esta representada pelas letras 2e ®, onde grupos representados por letras iguais ndo possuem diferencas significativas
e grupos com letras diferentes apresentam um P=<0,05. Testes ANOVA (P = <0,001) e Tukey.

Figura 4. Ingest&o caldrica ao final da fase de intervencao
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C) Avaliagéo do peso fecal

A Figura 5 representa 0 comportamento dos grupos em relacdo do peso das fezes, ao
final da quarta semana de intervencdo. Podemos observar peso fecal significativamente menor
nos grupos ragdo reduzida em fibras alimentares em relacdo aos grupos racdo controle,

independentemente da intervencédo exercicio fisico.
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A diferenca entre os grupos esta representada pelas letras 2e ®, onde grupos representados por letras iguais ndo possuem diferencas significativas
e grupos com letras diferentes apresentam um P=<0,05. Testes ANOVA (P = <0,001)e Tukey.

Figura 5. Peso das fezes ao final da fase de intervencéo.

D) Quantidade de fezes

De acordo com a Figura 6, pode-se observar producdo significativamente menor de
pellets fecais no grupo submetido a dieta com fibras reduzidas em relacdo ao grupo submetido

a dieta controle, independentemente da intervencao exercicio fisico.
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A diferenca entre os grupos esté representada pelas letras 2e ®, onde grupos representados por letras iguais ndo possuem diferencas significativas
e grupos com letras diferentes apresentam um P=<0,05. Testes ANOVA (P=<0,001) e Tukey.

Figura 6. Quantidade de pellets ao final da fase de intervencao.

E) Quantidade de agua perdida nas fezes

A Figura 7 demonstra a quantidade de agua perdida nas fezes apds secagem na estufa,
na Gltima semana da intervencao. Podemos observar os animais submetidos a dieta com reducao
de fibras apresentaram quantidade de agua perdida nas fezes significativamente menor do que

0s animais submetidos a dieta controle de forma independente do exercicio fisico.

o

Conteudo de agua nas fezes ( g)
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A diferenca entre os grupos esta representada pelas letras 2e ®, onde grupos representados por letras iguais ndo possuem diferencas significativas
e grupos com letras diferentes apresentam um P=<0,05. Testes ANOVA (P=<0,01) e Tukey.

Figura 7. Quantidade de agua perdida nas fezes
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F) Taxa de eficiéncia fecal

De acordo com o observado na Figura 8, ao final do periodo de intervencdo, a taxa de
eficiéncia fecal foi significativamente menor nos grupos submetidos a dieta com reducdo de
fibras em relagdo aos grupos submetidos a dieta controle, independentemente da intervencgéo

exercicio fisico.
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A diferenca entre os grupos esta representada pelas letras 2e b, onde grupos representados por letras iguais ndo possuem diferencas significativas
e grupos com letras diferentes apresentam um P=<0,05. Testes ANOVA (P=<0,001) e Tukey.

Figura 8. Taxa de eficiéncia fecal.

G) Teste de esfor¢co maximo final

Aos 95 dias de idade, ndo houve diferengas entre os grupos (EX+RRF: 20,3 +3,16
m/min e EX+C: 19,8 + 2,09 m/min) no teste de velocidade maxima na esteira ap0s o periodo

de treinamento.
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4.3 AvaliacGes apos eutanasia
A) Indice de adiposidade

De acordo com a Figura 9, que representa o indice de adiposidade, observamos que nao

houve diferencas significativas do indice de adiposidade nas comparagfes entre 0s grupos.

Indice de adiposidade (%)
=

0 T T T T :
SED+C EX+C SED+RRF EX+RRF

Teste ANOVA (P=0,941)

Figura 9. Indice de adiposidade

B) Peso do intestino delgado cheio

De acordo com o representado na Figura 10, o peso do intestino delgado cheio foi
significativamente maior nos animais do grupo sedentario que receberam racdo controle em
relacdo aos sedentarios que receberam racdo com fibras reduzidas. Ndo houve diferencas
significativas nas comparac6es entre 0s demais grupos. Nos animais submetidos a intervencao

exercicio fisico, ndo houve diferencas significativas entre o peso do intestino delgado dos
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animais com ragdo controle e com ragdo reduzida em fibras.

estatisticamente significativas nas demais comparagdes entre grupos.

Peso do intestigo delgado cheio(g)

20

18

16

14 1

12 1

10

o

SED+C EX+C SED+RRF EX+RRF

N&o houve diferencas

A diferenca entre os grupos esta representada pelas letras 2e , onde grupos representados por letras iguais ndo possuem diferengas significativas
e grupos com letras diferentes apresentam um P=<0,05. Teste Gama (P=<0,0409) e Wald.

Figura 10. Peso do intestino delgado cheio

C) Intestino grosso cheio

Na anéalise do peso do intestino grosso cheio, representado na Figura 11, ndo foram

observadas diferencas significativas nas comparagdes entre 0s grupos.

Peso do intestino grosso cheio ()

o

A
[+1]
—

SED+C EX+C SED+RRF EX+RRF
Teste Gama (P=0,233)

Figura 11. Peso do intestino grosso cheio
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4.4. Avaliag0es do estresse oxidativo
A) Malondialdeido (MDA)

Por meio da analise da concentracdo de malonaldeido no tecido do intestino grosso,
houve diferengas entre os animais que foram submetidos ao modelo de dieta com reducédo de
fibra. Nestes animais, houve concentracao significativamente menor nos animais submetidos a
intervencdo exercicio fisico em comparagdo aos animais sedentéarios. Nao foram observadas

diferencas significativas das concentragcdes de MDA nas demais comparagdes entre grupos.

60 +

50

|

20 A

Niveis de Malondialdeido no intestino grosso ( nmol/mg)

SED+C EX+C SED+RRF EX+ RRF

A diferenca entre 0s grupos esta representada pelas letras 2e ®, onde grupos representados por letras iguais ndo possuem diferengas significativas
e grupos com letras diferentes apresentam um P=<0,05. Teste ANOVA (P=0,027) e Tukey

Figura 12. Niveis de concentracdo de MDA no tecido do intestino grosso

B) Carbonilacédo de Proteinas

A andlise dos niveis de carbonilacdo no tecido do intestino grosso ndo apresentou
diferencas significativas entre 0s grupos. A representacdo dos resultados esta apresentada na

Figura 13.
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0 T T T
SED+C EX+C SED+RRF EX+ RRF

Niveis de carbonilag&o no intestino grosso (nmol/mg)

Teste AONOVA (P=0,773)

Figura 13. Niveis de concentracao de carbonilagdo no tecido do intestino grosso.

C) Superoxido dismutase (SOD)

De acordo com a representacdo da Figura 14, ndo houve diferencas significativas nas
comparagdes entre 0s grupos em relacdo a atividade de superdxido dismutase analisada no

tecido do intestino grosso nos animais.
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SED+C EX+C SED+RRF EX+ RRF

Teste AONOVA (P=0,270)

Figura 14. Atividade de SOD no tecido do intestino.

32



D) Catalase

Em relacdo aos niveis de catalase nas amostras de intestino grosso, houve diferencas
entre os animais que foram submetidos ao modelo de dieta com redugdo de fibra. Nestes
animais, houve concentracdo significativamente menor nos animais submetidos a intervencao
exercicio fisico em comparacdo aos animais sedentarios. Ndo foram observadas diferencas

significativas das concentracdes de catalase nas demais comparacées entre grupos (Figura 15).

12+
1,0 -
0.8 4

ab a
0.6 4 -

0.4 T b

0.2

Niveis de catalase (pmol/mg)

0,0 T T T T
SED+C EX+C SED+RRF EX+ RRF

A diferenga entre 0s grupos esta representada pelas letras 2e b, onde grupos representados por letras iguais ndo possuem diferengas
significativas e grupos com letras diferentes apresentam um P=<0,05. Teste ANOVA (P=0,002) e Tukey

Figura 15. Niveis de concentragdo de catalase no tecido do intestino.
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5. Discussao

Atualmente existem alguns tipos de modelos experimentais em animais que buscam
mimetizar a constipacdo intestinal, para melhor estuda-la. A constipacdo induzida por
medicamentos € utilizada na maioria dos estudos. As drogas mais comumente descritas para a
inducdo da constipacdo de forma aguda sd@o o cloridato de loperamida e atropina-

difenoxilato.5%:60

Alguns medicamentos prescritos para adultos como antidepressivos ou opioides podem
gerar como efeito colateral a diminuicdo do transito colonico. Entretanto, a constipacéo
induzida por medicamentos foge da fisiopatologia da constipacdo funcional tipica da populacéo
pediatrica. Portanto, para se obter um modelo de investigacdo experimental que simule mais
adequadamente a constipacdo em criancas, deve-se utilizar cenarios que cursem com
fisiopatologias semelhantes as da CF como, por exemplo, por meio da alteracdo na ingestédo

alimentar, mais especificamente, na ingestéo de fibras.5%61.62

O modelo desenvolvido em nosso estudo foi descrito anteriormente por Rezende &
Machado, em 2006.% Este modelo propde a inducdo experimental de constipacéo intestinal
aguda em ratos, por meio da reducdo da ingestdo de fibras alimentares na dieta, substituindo a
racdo padrdo em 30% de sacarose. Em nosso estudo, este modelo foi reaplicado pela primeira
vez, demonstrando-se factivel, com baixo custo e alta replicabilidade. N6s obtivemos resultados
semelhantes ao estudo original em relacdo a fase de inducdo de constipacéo intestinal. Apesar
de a sacarose ser um carboidrato simples, de digestdo rapida e de maior indice glicémico, ndo
houve maior ganho de peso nos animais que receberam dieta com substituicdo de fibras por
sacarose. Pelo contrario, houve menor ganho de peso nos animais submetidos a essa dieta e
menor ingestdo de racdo. Isso pode ter ocorrido em virtude do elevado valor calérico desta

racdo, levando mais precocemente & sensacdo de saciedade. Ainda na fase de indugdo, ndo
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houve diferencgas significativas entre 0os grupos que receberam racdo controle e racdo com
reducéo de fibras em relagdo a taxa de eficiéncia alimentar, que é a relacdo da ingestéo de racéo
e 0 ganho de peso ponderal, ou seja, em ambas as dietas, esse alimento foi convertido em massa
corporal de forma semelhante. A racdo reduzida em fibras alimentares possui um maior valor
calérico que a racdo controle, porém é pobre em fibras alimentares, nutrientes, proteina e

gordura, e rica em carboidrato simples.*

Quanto a producdo fecal na fase de inducdo, observamos que 0s animais que receberam
racdo reduzida em fibras alimentares produziram fezes com menor peso fecal, o que pode ser
explicado pela menor umidade das fezes devido a redugdo de fibras alimentares, que sdo
responsaveis por reter 4gua no colon e manter as fezes mais Umidas. Este fato é comprovado
pelo conteldo de agua presente nas fezes, que foi significativamente menor nos animais do
grupo racdo reduzida em fibras alimentares, ja que suas fezes sdo expelidas com pouca
quantidade de agua para ser perdida no processo de secagem na estufa. Esses resultados
demonstram grande aproximacdo com 0 que encontramos nos sintomas apresentados por
criancas e adolescentes com constipacéo funcional induzida por dieta, que comumente evacuam

fezes ressecadas ou em cibalos.®

A taxa de eficiéncia fecal nos mostra a capacidade do animal transformar o que ele
ingere de racdo em fezes. Durante a fase de inducdo, os animais do grupo racdo reduzida em
fibras alimentares apresentaram maior dificuldade em transformar a racdo ingerida em fezes
quando comparados ao grupo racao controle, com taxa de eficiéncia fecal significativamente
menor. Isso pode ser explicado pela menor concentracdo de fibras alimentares, que prejudica a
formacdo adequada do bolo fecal. Nossos resultados da fase de inducdo sdo bastante

semelhantes aos obtidos por Zhiyong Li (2023) que realizou indugéo de constipacdo por ragdo

35



reduzida em fibras alimentares em animais e também identificou altera¢cbes nos pardmetros:

reducéo da quantidade de fezes e quantidade de agua fecal.®®

Por outro lado, na andlise do transito intestinal apds a conclusdo da fase de inducdo,
identificamos que a reducgéo de fibras alimentares ndo provocou alteracGes significativas no
tempo de transito, sem promover, portanto, constipacdo de transito lento. A constipacéo
desenvolvida no modelo experimental utilizado no presente estudo é decorrente da alteracdo na
racdo ingerida pelos animais, com reducdo de fibras, diminui¢do da umidade e da quantidade
de agua fecal, promovendo alteracdo na consisténcia das fezes. Por outro lado, a constipacéo
intestinal é considerada uma doenca multifatorial em criangas e adolescentes, que pode
envolver aspectos comportamentais, psicologicos, dietéticos, genéticos e relacionados a
motilidade intestinal.® Em nosso modelo, ndo conseguimos simular o papel destes outros fatores
na fisiopatologia da constipacao induzida nos animais. Nosso modelo foi embasado apenas no
fator dieta pobre em fibras, ao qual a grande maioria dos pacientes pediatricos com constipacéo

funcional estfo sujeitos.!® 13

Apos o periodo de treinamento fisico moderado, os animais dos grupos submetidos a
intervencao exercicio fisico apresentaram a mesma performance no teste de esforco maximo,
independentemente do tipo de dieta e da presenca ou ndo de constipacdo induzida. Ao término
da intervencdo exercicio, os animais de todos os grupos ndo apresentaram diferencas

significativas no peso, na ingestdo de racdo e na taxa de eficiéncia alimentar.

Ao final da fase de intervencdo exercicio fisico, ndo foram identificadas diferencas
significativas entre 0s grupos submetidos ao exercicio fisico e 0s grupos de animais sedentarios
para as variaveis relacionadas a funcdo intestinal. Houve valores significativamente menores
para o peso das fezes, quantidade de fezes, quantidade de &gua eliminada nas fezes e taxa de

eficiéncia fecal para os animais que receberam dieta com reducédo de fibras nas comparagdes
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com 0s animais que receberam dieta controle, demonstrando a manutengdo das alteracGes
funcionais compativeis com constipacdo intestinal funcional nestes animais. Entretanto, isso
ocorreu de forma independente, nos animais expostos ou ndo a intervencdo exercicio fisico.
Portanto, a intervencdo proposta em nosso modelo, exercicio fisico de moderada intensidade
por 4 semanas, ndo foi capaz de demonstrar influéncia sobre os aspectos funcionais intestinais

em ratos com ou sem constipagéo induzida por dieta.

Nas andlises pds-eutanasia, nao identificamos alteracdo no indice de adiposidade em
nenhum dos grupos, demonstrando que nem o exercicio, nem a modificagéo dietética, alteraram
de forma significativa a composicdo adiposa dos animais. 1sso pode ser justificado pelo curto
tempo de intervencdo. O peso do intestino delgado cheio dos animais sedentarios com ragao
reduzida em fibras alimentares foi significativamente menor que o grupo sedentario com racéo
controle. Isso pode ser explicado, apesar de ndo ter havido diferencas estatisticamente
significativas, pela menor ingestdo de racdo pelos animais submetidos a dieta pobra em fibras,
gue também ndo retém tanta &gua no interior do limen intestinal, diminuindo o peso do intestino
delgado. Chama a atencéo que esta diferenca significativa no peso do intestino delgado nao se
reproduziu entre os animais dos grupos racdo controle versus racdo com reducdo de fibras
submetidos ao protocolo de exercicio fisico. Isso pode ser explicado, apesar de ndo ter havido
diferencas estatisticamente significativas, pelos maiores valores médios de peso fecal e de
retencdo de agua nas fezes apresentados pelos animais submetidos ao exercicio em comparagédo
aos grupos sedentarios, o que pode indicar potencial influéncia positiva do exercicio fisico em

aspectos funcionais intestinais.

Apesar da alteracdo referente ao contetudo de agua fecal encontrada nos animais com
racdo reduzida em fibras alimentares, ndo observamos diferencas referentes ao peso do intestino

grosso entre 0s grupos. Sabemos que € no colon que acontece a maior absorcdo de agua das
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fezes. Entretanto, em nosso estudo, apesar de termos evidenciado a presenca de fezes mais leves
e com menor contedo de &gua nos animais submetidos a dieta com reducdo de fibras, ao
pesarmos o intestino grosso associado a seu contetdo fecal, ndo identificamos diferencas

significativas.

O malondialdeido (MDA) é um biomarcador secundério da peroxidacdo lipidica. A
avaliacdo dos seus niveis € uma das melhores formas de se identificar lesdo oxidativa. A
catalase tem como funcdo deteriorar o perdxido de hidrogénio que é toxico para as células. A
presenca de niveis aumentados de catalase é um sinal indireto de aumento da presenca de
perdxido de hidrogénio e, portanto, de lesdo oxidativa.Alguns estudos tem demonstrado um
aumento de marcadores de estresse oxidativo como o MDA no tecido intestinal de animais
submetidos a dietas pobres em fibras alimentares.%* Ha, também, evidencias de que a
constipacdo intestinal em criancas e adolescentes possa ser um potencial causador do estresse

oxidativo, com aumento da producéo de SOD e catalase.® °°7

Nos identificamos diferencas significativas relacionadas aos biomarcadores de stress
oxidativo MDA e catalase, nas amostras de colon dos animais submetidos ao modelo
experimental de constipacdo com reducéo de fibras na dieta. Nestes animais, com constipacéo
induzida por dieta, a intervencdo exercicio fisico esteve associada a menor producdo de MDA
e de catalase. 1sso nos mostra que o exercicio fisico de moderada intensidade induziu melhora
no perfil oxidativo frente ao quadro de constipacdo induzida por reducdo de fibras alimentares

nos animais, demonstrando um potencial efeito benéfico desta intervenco.58%°

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes que merecem ser destacadas, incluindo a
ndo afericdo da quantidade de agua ingerida pelos animais, do débito urinario e do tempo de
trénsito intestinal apos a intervencdo. 1sso pode ser justificado pelas dificuldades técnicas de

afericdo destas variaveis, devido as garrafas de agua dos animais apresentarem vazamentos ao
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longo do estudo, ndo foi possivel quantificar a agua dos animais de maneira fidedigna, portanto
optamos por ndo utilizar esse dado, a estrutura que temos disponivel para a coleta de urina ndo
traz a possibilidade de manter os animais por muito tempo devido o fator estressante da
estrutura, e obtivemos problemas para realizar as gavagens da Ultima avaliacdo de tempo de
trénsito dos animais. O tempo e a intensidade da intervencdo exercicio fisico também podem
ser pontos de debate. Nés optamos por exercicios de moderada intensidade pela possibilidade
ser mais translacional posteriormente para a clinica e devido aos maiores ricos de efeitos

negativos para o trato gastrointestinal em exercicios de alta intensidade.™

Por outro lado, séo fortalezas deste estudo que merecem ser destacadas: NOs utilizamos
um modelo de constipacéo intestinal relacionado a fisiopatologia mais comum desta condicéo
em criangas, com reducédo da ingestdo de fibras alimentares, sem uso de medicagdes obstipantes
como utilizado na maioria dos estudos publicados em modelos animais.*® 3 Pela primeira vez
foi proposta uma intervencdo terapéutica em animais submetidos a este modelo experimental
da constipacdo induzida por dieta. Nosso estudo utilizou ratos recém-desmamados, simulando
de forma mais adequada as condi¢des da populacdo pediatrica, iniciando o experimento com 0s
animais possuindo 21 dias de vida, em fase de crescimento rapido. Além disso, nosso estudo
obedeceu a metodologia experimental bastante regrada, baseada nos principais guias
internacionais de experimentagdo animal com randomizacao e intervengdes controladas.*”* A
intensidade do exercicio fisico foi baseada em teste de esforco realizado previamente ao inicio
da intervencdo e foram avaliados desfechos funcionais intestinais e laboratoriais do

microambiente coldnico.
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6. Conclusao

Podemos concluir que o modelo animal de constipagéo induzida por dieta utilizado em
nosso estudo é factivel, de baixo custo e alta replicabilidade. Este modelo animal é capaz de
promover alteragdes funcionais intestinais compativeis com constipacdo em ratos recém-

desmamados.

A intervencdo exercicio fisico de moderada intensidade por 4 semanas nao foi capaz de
demonstrar impacto funcional intestinal nos animais submetidos ao modelo de constipacéo

induzida por dieta e nos animais que receberam racao controle.

O exercicio fisico de moderada intensidade induziu melhora no perfil oxidativo nas
amostras de colon dos animais que foram submetidos ao modelo de constipacao induzida por
dieta, demonstrando um potencial efeito benéfico desta intervencdo. Este potencial beneficio e
o papel fisiopatologico desta intervencdo estimula a realizacdo de novas pesquisas

experimentais.
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