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RESUMO

Fundamento e objetivo: Mudancas na ingestdo de fibra e &gua podem influenciar a fisiologia
intestinal. Este conceito simplista fundamenta a recomendacdo médica popular de aumentar o
consumo de fibras e ingerir 2 litros de agua por dia para o tratamento da constipacao
intestinal. O nosso objetivo foi avaliar o que ha de verdadeiro nesta recomendacao,
primeiramente em individuos saudaveis. Métodos: Neste ensaio clinico randomizado, nao
cego, de grupos paralelos, 20 voluntarios sadios tiveram suas varidveis basais determinadas
(dieta, habito intestinal, qualidade de vida e microbiota intestinal), seguido de randomizacéo
para tratamentos de 14 dias com aumento na ingestdo de fibras (grupo F) ou aumento de
fibras acompanhado da ingestdo de 2 litros de agua por dia (grupo FA), repetindo-se a
afericdo das variaveis ao final. Resultados: Dezenove participantes foram analisados, sendo
10 no grupo F e 9 no grupo FA. A maioria dos participantes (68,4%) desenvolveu um ou mais
sintomas abdominais, particularmente os do grupo F, em comparacdo ao FA (90% vs. 44%; P
= 0,034). Participantes de ambos os grupos aumentaram significativamente o numero de
evacuacgodes/semana (grupo F: 6,8 antes vs. 8,8 depois; grupo FA: 8,4 antes vs. 9,9 depois; P <
0,05), enquanto que apenas os participantes do grupo FA apresentaram aumento no peso bruto
fecal (71,5 g vs. 126 g; P = 0,020) e no percentual de agua nas fezes (74,5% vs. 78,4%; P =
0,038). A qualidade de vida mensurada pelo WHOQOL-Bref ndo diferiu em nenhuma
intervencdo. O tratamento com FA aumentou significativamente a populacdo de bactérias do
género Bacteroides e Prevotella, Faecalibacterium prausnitzii e Bifidobacteriums sp,
enquanto que ambos FA e F reduziram a contagem das bactérias do género Desulfofibrio.
Conclus6es: Em voluntarios sadios, 0 aumento no consumo de fibras e agua melhorou o

habito intestinal, mas foi acompanhado de sintomas abdominais, particularmente quando o



aumento na ingestdo de fibras ndo foi acompanhado por aumento no consumo de agua. O

efeito na microbiota também foi superior no grupo tratado com fibra e agua.

Palavras chave: Agua; fibras alimentares; habito intestinal; qualidade de vida; microbiota.



ABSTRACT

Background and aims: Intestinal physiology can be influenced by changes in fiber and water
intake. This simple concept supports the recommendation of increasing fiber and water
ingestion for treatment of bowel constipation. The aim of our study was to test whether such
recommendation is true in healthy volunteers. Methods: In this open label clinical trial, 20
healthy participants had their basal characteristics determined (diet, bowel function, quality of
life and intestinal microbiota), followed by randomization for 14 days treatment with
increased fiber consumption (group F) or increased fiber and water intake (group FW), with
reassessment of the variables at the end. Results: Nineteen participants were analyzed (10 F
and 9 FW). The majority of them (68.4%) developed one or more abdominal symptoms
during the treatments, particularly the group F as compared to FW (90% vs. 44%; P = 0.034).
Both groups showed increased number of evacuations per week (group F: 6.8 before vs. 8.8
after; group FA: 8.4 vs. 9.9; P < 0.05), whereas group FW presented an increase in both fecal
weight (71.5 g vs. 126 g; P = 0.020) and water percentage in feces (74.5% vs. 78.4%; P =
0.038). Quality of life measured by WHOQOL-Bref did not differ in any intervention.
Participants receiving FW had a significant increase in bacteria from the Bacteroides and
Prevotella genus, Faecalibacterium prausnitzii and Bifidobacterium, whereas both FW and F
had a reduced number of Desulfofibrio. Conclusions: In healthy volunteers, a higher intake of
fiber and water improved the bowel function but was accompanied by abdominal symptoms,
particularly when the dietary fiber was introduced without changes in water intake. The effect

on fecal microbiota was superior in participants treated with fiber and water.

Keywords: Alimentary fiber; bowel habit; quality of life; microbiota; water.
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INTRODUCAO

O trato gastrointestinal e seus 6rgdos anexos sao cruciais ha homeostase humana por serem
responsaveis pela digestdo e absorcao dos alimentos e a eliminacao de residuos. O 6rgao onde
ocorre a maior parte da absorcao de nutrientes é o intestino delgado, enquanto que o intestino
grosso absorve agua e armazena os residuos alimentares para posterior excre¢do na forma de
fezes. Em pessoas saudaveis o trato gastrointestinal tem funcionamento regular e a eliminagéo
de fezes se da em consisténcia pastosa. Definir a frequéncia “normal” de evacuagdo ndo ¢
uma tarefa facil, mas se aceita que 1 a 2 evacuagbes ao dia ou em dias alternados seja
indicativo de normalidade. Alteragdes no hébito intestinal podem se manifestar como diarreia
e constipacdo, além de sintomas abdominais e prejuizo na qualidade de vida. Constipacéo é
uma das principais queixas em atendimentos de cuidados primarios, acometendo pessoas de
todas as idades e de ambos os sexos. Dentre os tratamentos para constipacdo cursa a
recomendacéo usual de que o paciente consuma uma quantidade maior de fibras alimentares e
aumente a ingestdo de agua para 2 litros.

Fibras alimentares sdo carboidratos complexos que passam quase que intactos pelo trato
gastrointestinal desempenhando importantes fungdes. Entre elas podemos ressaltar o aumento
do volume fecal, principalmente pela ingestdo de fibra insoluvel. A fermentagdo das fibras
alimentares é realizada por bactérias que habitam o intestino produzindo acetato, propionato e
butirato, conhecidos como acidos graxos de cadeia curta (AGCC), além de acido latico e
gases. Algumas fibras séo consideradas como prebi6ticos porque no processo de fermentacao
fornecem substrato para o aumento de bactérias benéficas e, com isso, ha reducdo de bactérias
patogénicas ao hospedeiro. Na pratica clinica € comum recomendar o aumento da ingestdo de
agua alem de fibras, porém alguns estudos baseiam-se apenas na ingestdo de liquidos para

avaliar o habito intestinal. Por outro lado, estudos que experimentaram o aumento de fibras



em pessoas saudaveis ou pacientes, geralmente, ndo mencionam a quantidade de agua que €
ingerida, tornando-se uma orientacdo vaga do ponto de vista cientifico.

Diante destas observacdes decidimos realizar um ensaio clinico onde testamos em voluntarios
saudaveis o aumento da ingestdo de fibras acompanhado ou ndo do aumento da ingestdo de
agua, observando sintomas, habito intestinal, qualidade de vida, caracteristicas fisicoquimicas

das fezes e variagGes na microbiota intestinal.



REVISAO DE LITERATURA

O trato gastrointestinal é essencial na manutencdo da homeostase humana, especialmente por
sua acao nos processos de digestdo e absor¢do dos nutrientes. Nao menos importante é seu
papel no preparo e eliminacdo de gases e bolo fecal, fungdo que determina o habito intestinal
humano® 2. Este pode ser influenciado por fatores intrinsecos e ambientais, dentre os quais
salientamos o consumo de fibras e de 4gua na dieta. Na prética clinica, disturbios do habito
intestinal, manifestos como diarreia e, especialmente, a constipacdo intestinal, séo
frequentemente manejados com mudangas na composi¢cdo e aumento no volume de fibras
ingerido, usualmente acompanhado da recomendacao do aumento da ingestdo de liquidos, em
especial a agua, para 2 litros por dia. E sabido que a fibra alimentar, por sua resisténcia ao
processo digestivo, exerce diversas acfes que podem resultar em estimulo ao peristaltismo
intestinal e a formacdo do bolo fecal, podendo facilitar e melhorar o funcionamento do
intestino. Assim, a recomendagdo mais popularmente conhecida “para seu intestino funcionar
melhor, ingira mais fibras e tome 2 litros de agua por dia” ndo leva em consideracdo a
qualidade de fibras nem tampouco o esforco despendido para o elevado consumo de dgua na
vida corriqueira. Além disso, essa conduta é respaldada por um escasso nimero de estudos
cientificos, especialmente os que abordam a fisiologia intestinal'™.

Constipacdo intestinal (CI) é conceituada como a reducéo na frequéncia das evacuagfes ou
simplesmente uma maior dificuldade em eliminar as fezes, em comparagdo a um héabito
normal*® . A CI pode ser aguda ou, se durar mais de 3 meses, cronica®. E uma das queixas
mais comuns que leva os pacientes a procurarem atendimento médico, principalmente em
cuidados primarios. No continente americano, aproximadamente 15% a 20% da populacdo
adulta tem constipacdo’°. A manifestacdo clinica se d& através de varios sintomas que
variam em complexidade, cronicidade e intensidade, embora alguns considerem apenas como

uma diminuicdo da frequéncia evacuatéria °. E relatada mais frequentemente pelo sexo
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feminino e em cerca de 30% dos idosos, mas ocorre em ambos 0S sexos e atinge todas as
idades’. Critérios consensuais como o Roma I11 auxiliam no diagnéstico, ja que muitas vezes
pacientes e médicos divergem na definicdo da doenca com base na apresentacdo de
sintomas'?. Segundo os critérios de Roma 111, a Cl se caracteriza pela presenca de 2 ou mais
entre 6 sintomas listados no Quadro 1, e presentes por pelo menos 12 semanas durante 0s
Gltimos 6 meses™. Dentre inimeras opcdes terapéuticas para o manejo de pacientes

constipados, consta 0 aumento da ingestdo diaria de fibras e agua.

Quadro 1. Critérios de Roma Il para diagnéstico de constipacdo intestinal

1. Esforgo aumentado para eliminar as fezes em pelo menos ¥4 das evacuages.

2. Fezes fragmentadas ou endurecidas em pelo menos ¥4 das evacuagoes.

3. Sensacéo de evacuacdo incompleta em pelo menos ¥ das eliminagdes.

4. Necessidade de manobra manual para eliminar as fezes em pelo menos ¥ das evacuacoes.
5. Sensacdo de bloqueio evacuatdrio ao nivel do reto ou do canal anal em pelo menos % das
evacuacoes.

6. Menos de 3 evacuagOes por semana.

Fibras sdo carboidratos complexos que resistem a hidrélise pelas enzimas digestivas,
passando quase que intactas pelo trato gastrointestinal'®. Sdo classificadas em soliveis e
insoluveis. Dentre as soluveis destacam-se pectina, goma, mucilagens e hemicelulose,
enquanto que as insoltveis sdo representadas pela celulose, lignina, algumas hemiceluloses e
mucilagens. Também diferem quanto ao segmento intestinal onde ocorre sua fermentagéo,
sendo a fibra soltuvel rapidamente fermentada no coldén proximal e as insoltveis (pouco

fermentaveis) ao longo do colon. A fermentacao é realizada por bactérias anaerobias, levando
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a producdo de acido latico, acidos graxos de cadeia curta e gases. Consequentemente, ha
reducdo do pH do lumen intestinal e estimulacdo da proliferacdo de células epiteliais do
c6lon®. Dessa forma uma dieta com uma mistura de fibras soldveis e insol(veis é necesséria
para expandir os produtos da fermentacdo em todo o epitélio coldnico™. Inulina,
frutooligossacarideos e amidos (resistentes a digestdo) sdo funcionalmente semelhantes as
fibras e portanto s&o incluidos em seu grupo®. A recomendacéo quanto ao consumo diario
ideal de fibras para adultos (19 a 50 anos), segundo as DRIS (Dietary Reference Intakes)*’, é
de 38g para homens e 25g para mulheres. No Brasil, o Ministério da Satde recomenda uma
ingestdo diaria minima de 25g, independente do sexo®. Diversos beneficios s&o promovidos
ao organismo pela ingestdo de fibras alimentares. As fibras solGveis tém, entre outros, a
capacidade de lentificar o esvaziamento gastrico, otimizar o indice glicémico dos alimentos e
reduzir o colesterol sérico. Inulina e frutooligossacarideos agem como prébioticos, isto €, ao
serem fermentados no coldn, o produto de seu metabolismo promove uma selecdo bacteriana,
aumentando o numero de bactérias benéficas em detrimento das bactérias potencialmente
prejudiciais'®. J& as fibras insoldveis, entre outras funcdes, retém &gua e dessa forma
aumentam o volume das fezes, sendo amplamente recomendadas no tratamento da
constipacdo intestinal™ ?°. Porém, hé estudos que mostram que a ingest&o de baixa quantidade
de fibras n&o leva a constipacdo, ja que controles e pacientes tiveram ingestio semelhantes®"
22 Recente ensaio clinico testou o aumento da ingestdo de gréos integrais por seis semanas e
observou tendéncia ao aumento no peso das fezes, sem efeito quanto a frequéncia evacuatoria.
Neste referido estudo ndo houve alteracéo nos sintomas e na microbiota intestinal . Kok-Sun
Ho e colaboradores acompanharam por seis meses os efeitos de trés tipos de dieta: rica em
fibras, reduzida em fibras e isenta de fibras em pacientes com constipacdo. A conclusdo dos
autores foi que a reducdo da ingestdo de fibras melhorou sintomas (como inchago, dor e

flatos) e a frequéncia de evacuagbes®®. Sintomas semelhantes aos causados pelas fibras
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podem ocorrer devido a ma absorcdo de carboidratos de cadeia curta (oligossacarideos,

dissacarideos, monossacarides e poliéis), conhecidos como FODMAPs®?.

No entanto,
outros fatores estdo relacionados tais como presenca de doenca na mucosa intestinal e
alteracdes na microbiota, ocorrendo geralmente em pacientes com sindrome do intestino
irritavel 2.

Alteracdes no habito intestinal podem afetar a qualidade de vida, sendo que a intensidade dos
sintomas esta diretamente relacionada com a diminuicdo do bem estar *®. Por definicéo,
qualidade de vida (QV) € um parametro subjetivo e, por esta razdo, o questionamento direto
utilizando-se instrumentos com aprovacdo psicométrica torna-se uma maneira simples e
rapida de coletar informagdes sobre como o paciente sente-se e vive 2°. Assim, a maneira de
avaliar QV da-se no formato de questionarios, que mensuram as “dimensdes” ou “dominios
da saude", seja em relacdo a qualidade de vida no aspecto geral, os chamados questionarios
genéricos, seja através de questionarios especificos para determinadas enfermidades. Na
avaliagdo da QV néo especifica, o WHOQOL é amplamente utilizado *°. Sua versao abreviada
chamada WHOQOL-bref foi elaborada, a semelhanca da versdo longa, pelo grupo de
Qualidade de Vida da Organizagdo Mundial da Saude sendo um dos instrumentos mais
utilizados para avaliar QV em individuos adultos *!. Ambas as versdes foram traduzidas para
0 Portugués do Brasil por Fleck e colaboradores mostrando-se igualmente eficazes na
populacéo brasileira 3 *,

Microbioma refere-se ao numero total de microrganismos e seu material genético, ao passo
que microbiota refere-se ao microbioma presente nos diferentes ecossistemas do corpo
humano®*. O trato gastrointestinal de mamiferos é colonizado por bactérias, fungos, parasitas

e virus e 0 numero destes micro-organismos aumenta exponencialmente no sentido proximal

para o distal, portanto a maior concentragdo se d& no célon®*. Em pessoas saudéveis a
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microbiota intestinal € composta por mais de 1000 espécies de bactérias que participam
ativamente dos estados de sadde e doenca, sendo alvo de varios estudos recentes %8, Para a
homeostase intestinal, a microbiota deve ser diversificada e abundante, com dominio dos filos
Firmicutes, Bacteroidetes e em menor propor¢cdo Actinobacteria, além de outros fatores que
mantenham a barreira intestinal intacta. A alteracdo na diversidade microbiana, com aumento
de patégenos oportunistas, caracteriza a disbiose *°. Na literatura a microbitoa é analisada
através de parametros ecologicos globais, incluindo diversidade, quantidade e uniformidade
de comunidades microbianas “°. Alteracdes na dieta pelo consumo aumentado de fibras tém
sido associadas a mudancas significativas na microbiota*'. Em 2011, Walker e colaboradores
concluiram que mudancas alimentares de curto prazo podem interferir substancialmente na
composicdo da microbiota e que o estimulo para estas respostas depende do estado intestinal
anterior a intervencdo, a fermentacdo microbiana de substratos alimentares no colon e estdo
sujeitas a diferencas interindividuais. Os autores sugeriram que o aconselhamento dietético
referente ao consumo de fibras deva ser personalizado em abordagens terapéuticas®’. A
quantidade e diversidade da microbiota tém sido avaliadas utilizando-se analise parcial do
DNA bacteriano, em fezes ou amostras de mucosa intestinal, amplificando o DNA de
interesse através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para o estudo das bactérias,
usualmente utiliza-se primers do gene 16S do RNA ribossomal (rRNAL6S) pois é 0 gene que
se mantém mais conservado®? 3,

O aumento da ingestdo de liquidos tem sido frequentemente recomendado por médicos como
parte do tratamento para constipacdo em nivel de cuidados primarios**“°. Segundo James et
al, a ingestdo de pelo menos 2 litros de liquidos por dia, preferencialmente agua, é necessaria
para um bom funcionamento intestinal™*. Em 1990 Klause e colaboradores avaliaram o
impacto da ingestdo reduzida de liquidos na frequéncia intestinal de voluntarios saudaveis e

provaram gque um breve periodo de privagédo de liquidos diminui a frequéncia evacuatoria e o
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peso das fezes. Neste mesmo estudo, o tempo médio de transito oral-anal ndo foi alterado®’.
Em contraste, um estudo posterior demostrou que o aumento no consumo de fluidos (agua ou
fluido isotonico) ndo alterou o volume de fezes de modo significativo®®. Estes achados
controversos podem ser justificados pela grande capacidade intestinal de absorcéo de fluidos
(até 15 L), mantendo constante o percentual de agua nas fezes*. Outro fator que pode explicar
os resultados conflitantes dos estudos € a variabilidade qualitativa e quantitativa das fibras e
liquidos consumidos pelos participantes. Além disso, encontramos apenas um estudo com
intervencdo simultdnea na quantidade de fibras e agua, porém sem abordagem quanto a

sintomas, caracteristicas fisicoquimicass das fezes e microbiota intestinal®.
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JUSTIFICATIVA

Embora os beneficios das fibras no hébito intestinal sejam amplamente divulgados, alguns
estudos relatam prejuizos quanto ao aparecimento de sintomas abdominais, tempo de transito
intestinal, frequéncia de evacuagfes e consisténcia das fezes ap6s aumento do consumo de
fibras. Por outro lado, ingerir pouca &gua pode retardar o habito intestinal e produzir fezes
mais consistentes. No entanto, a ingestdo elevada de &gua, isoladamente, ndo parece trazer
beneficios ao habito intestinal em voluntarios sadios*. Assim, a sentenca “para seu intestino
funcionar melhor, coma mais fibras e tome 2 litros de dgua por dia” carece de comprovagao
cientifica. Decidimos executar um ensaio clinico em individuos saudaveis para obter
conhecimento da fisiologia intestinal frente ao desafio com fibras e 4gua, para posteriormente

embasar estudos em pacientes com alteracdo do habito intestinal.
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QUESTAO DA PESQUISA

Qual é a fundamentacao cientifica para a recomendacao “para seu intestino funcionar melhor,

coma mais fibras e tome 2 litros de agua por dia”?

HIPOTESE

Em voluntarios sadios, a recomendacdo “Para seu intestino funcionar melhor, coma mais

fibras e tome 2 litros de dgua por dia” é verdadeira.

OBJETIVOS

Geral
Verificar o que ha de verdadeiro na recomendagdo “para seu intestino funcionar melhor, coma

mais fibras e tome 2 litros de agua por dia” em voluntarios sadios.

Especificos

1. Avaliar se a ingestdo aumentada de fibras e de fibras mais 4gua provocam sintomas
abdominais.

2. Verificar se a ingestdo aumentada de fibras e de fibras mais agua altera o habito
intestinal em relacdo a frequéncia e esforco evacuatorios.

3. Avaliar se a ingestdo aumentada de fibras e de fibras mais agua modifica a qualidade
de vida relacionada a saude geral.

4. Avaliar se a ingestdo aumentada de fibras e de fibras mais agua altera a consisténcia e
0 peso das fezes, e a diurese.

5. Determinar o efeito destas abordagens na microbiota intestinal.
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METODOS
Delineamento: Estudo do tipo ensaio clinico randomizado, ndo cego, de grupos paralelos.
Fatores em estudo: Consumo aumentado de fibras e consumo aumentado de fibras e de 4gua.

Desfechos
Priméarios: Sintomas abdominais, habito intestinal e qualidade de vida.

Secundarios: Caracteristicas das fezes, diurese e microbiota intestinal.

Participantes

Voluntarios sadios foram recrutados através de cartazes expostos em centros médicos de
Passo Fundo. Foram incluidas pessoas saudaveis, com idade entre 19 e 50 anos, de ambos 0s
sexos, com indice de massa corporal entre 18,5 e 29,9 kg/m? e que negassem qualquer
sintoma abdominal relevante. Para auxiliar nos critérios de inclusdo foi aplicado o
questionario de avaliacdo de sintomas intestinais (Anexo 7). Os critérios de exclusdo foram:
uso de farmacos ou nutracéuticos que atuem no trato gastrointestinal, passado de cirurgia
abdominal e qualquer doenca aguda ou crénica. Aqueles que manifestaram desejo em
participar assinaram do Termo de Consentimento Livre e esclarecido (TCLE, Anexo 1). O
tamanho amostral final foi de 20 participantes, que foram divididos em dois grupos de

intervencao (n=10 por grupo).
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Consumo experimental de fibra e 4gua

Primeiramente, documentamos o consumo basal de fibras, de dgua e de FODMAPs de cada
participante (etapa 1). Sob supervisdo nutricional, incluimos aqueles que na dieta basal
atingiram até 50% da recomendacéo de fibras, além do consumo diério de agua ndo superior
a 1 litro. Para o calculo foi usado o software ADS nutri (Universidade Federal de Pelotas —
UPPel-, Brasil). A intervengdo nutricional foi planejada para atingir a recomendacdo da
ingestdo diaria de fibras (389 para homens e 25g para mulheres), com quantidade usual de
FODMAPs. Dessa forma cada participante foi orientado a ingerir o suplemento de fibras
prescritas pela nutricionista Gissele Vargas da Rosa Gongalves, totalizando 13g para mulheres
e 20g para homens ao dia (Tabela 1), e manter ou aumentar o volume de agua conforme o
grupo que foi sorteado. Todos os participantes receberam um copo graduado para o controle
de ingestdo de agua. O grupo que foi sorteado para aumentar 0 consumo de agua recebeu agua
mineral (1 garrafa de 1,5L e outra de 0,5L por dia, para ser ingerida diariamente durante a
etapa de tratamento (14 dias). Nos ultimos trés dias da etapa de tratamento os participantes
registraram novamente toda sua ingestdo alimentar em diario (liquidos e sélidos), para fins de
comparacdo com a etapa basal. A fibras escolhidas (farelo de trigo, pectina e farinha de
banana verde) tem como fundamento a mistura de fibras solGveis e insoltvel, além de facil

acesso a estes componentes.
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Tabela 1. Composicédo do saché de fibra oferecido aos participantes do estudo

Fonte de fibra/ tipo de fibra Quantidade para Quantidade para
mulheres () homens (g)

Farelo de trigo (insoltvel) 2,6 4,0

Pectina (soltvel) 2,6 4,0

Farinha de banana verde (amido resistente) 1,3 2,0

Cada participante devera consumir 2 sachés ao dia, totalizando 13g para mulheres e 20g para
homens (preparados pela farmacia de manipulacdo Natupharma de Passo Fundo, obedecendo

as devidas condicdes fitossanitarias, sob responsabilidade da Farmacéutica Aline Bianchesi).

Protocolo do estudo

Dados demograficos e clinicos foram coletados e registrados na primeira entrevista (Anexo
2), apos assinatura do TCLE (Anexo 1). Na sequéncia, o protocolo foi composto de duas
etapas (Figura 1). Na etapa 1 estudamos os participantes na fase basal, enquanto que na etapa
2 eles foram randomizados para formar dois grupos de 10 cada. A etapa basal teve duracao
de 7 dias, onde os participantes registraram sua dieta habitual em um diario (Anexo 3),
durante os 3 primeiros dias [domingo (dia 1) a terca (dia 3)], anotando os alimentos,
preparacOes e liquidos que ingeriram. Os registros foram avaliados pela autora do estudo
através do software ADS Nutri, determinando um padrdo dietético basal para comparacao
com os grupos de tratamento. Durante toda esta etapa os participantes descreveram seu habito
intestinal com horérios das evacuagdes, graduacdo do esforgo evacuatorio e consisténcia
subjetiva das fezes (Anexo 4). Para auxilia-los no registro foi fornecido uma escala para
esforgo evacuatério [tipo Likert, de 1 (nenhum) a 5 (méximo)] e a escala de Bristol para
consisténcia das fezes (Anexos 5 e 6). No dia 7 houve a coleta das fezes e urina de 24 horas,

além de respostas aos questionarios de sintomas e qualidade de vida (Anexos 7 e 8).
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Na sequéncia ocorreu a randomizacdo para os dois grupos de tratamento. Para o sorteio

utilizamos um envelope com numeros aleatorios gerados em computador pelo web site

Research Randomizer. A etapa tratamento teve duracao de 14 dias.

Durante os 14 dias de tratamento os participantes registraram seu habito intestinal

(diariamente) e responderam quanto aos sintomas e qualidade de vida no décimo quarto dia.

Neste mesmo dia coletaram suas evacuacoes de fezes e urina de 24h.

Figura 1. Fluxograma mostrando as etapas do estudo

Voluntarios sadios selecionados: 21

e

1 excluido por alta ingestéao de fibras

Randomizados: 20

Grupo fibra: 10
14 dias

Grupo fibra e agua: 10
14 dias

—> | 1 excluido por diarreia aguda

Concluiram estudo: 10

Concluiramestudo: 9
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Avaliacdo de qualidade de vida

Utilizamos o questionario simplificado WHOQOL-Bref, instrumento traduzido e validado
para o Portugués do Brasil*®. E composto por 26 questdes cujas respostas variam em uma
escala Likert de 1 a 5 pontos. As duas primeiras questdes referem-se a percepgdo e a
satisfacdo geral da qualidade de vida e as demais 24 se dividem em quatro dominios: fisico (7
questdes), psicologico (6 questdes), relacdo social (3 questdes) e meio ambiente (8 questdes).
A pontuacdo final de cada dominio é obtida pela média dos itens dentro do dominio,
resultando em uma escala de 4 (pior) a 20 (melhor). A qualidade de vida global é calculada a
partir das médias das notas finais dos dominios, gerando uma escala de 4 a 20. Os
participantes responderam os questionarios sozinhos, apds breve explicacdo, no ultimo dia de

cada fase do estudo (basal e tratamento).

Analise das fezes

Foi realizada no laboratério de microbiologia e imunologia avancada, no campus | da
Universidade de Passo Fundo (UPF). As fezes foram coletadas em sacos plasticos estéreis,
com capacidade de 1650 mL, contendo tarja de identificacdo e arame de fechamento. Os
sacos foram fornecidos apds a andlise dos diérios alimentares e inclusdo dos participantes.
Eles foram orientados a ndo misturar fezes com urina no momento da coleta. No dia anterior a
coleta, cada participante recebeu uma caixa de isopor com capacidade de 3L contendo gelo
quimico, para ser mantido no congelador até 0 momento da coleta. Imediatamente apos a
coleta os participantes colocaram a amostra na caixa com gelo e comunicaram a autora, que
prontamente executou o transporte das amostras até o laboratério. O tempo médio para as
analises foi de 2 horas, ndo ultrapassando 3 horas. No laboratério foi separada a quantidade

necessaria para as analises fisica, quimica e microbioldgica, descritas a seguir:
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1 Anaélise fisica: o peso bruto das fezes foi mensurado com balanca de precisdo. Apos,
foi retirado aproximadamente 30g da amostra in natura, para avaliacdo do teor de
matéria seca pelo método tradicional em estufa de circulacdo forcada a 55° C durante
72 horas™. Apbs esta etapa, as fezes foram moidas em peneiras de aco com
perfuracdes de 1 mm. Um grama das amostras pré-secas foi pesado em placas de Petry
e levados a estufa a 105°C, onde permaneceram por 12 horas. Passado este periodo de
secagem, as placas com as amostras secas foram pesadas. Os valores obtidos foram
usados na realizacdo dos calculos para estimar o percentual de agua das fezes (Tabela

2).

Tabela 2. Formulas utilizadas para calculo da matéria seca

Formulas

Matéria pré seca massa final a 55° C x 100/ 30g (massa inicial a 55° C)
Matéria seca definitiva massa final a 105° C x 100/ 1g (massa inicial a 105° C)

Matéria seca final matéria seca definitiva x matéria pré seca / 100

2 Analise quimica: o pH das fezes foi mensurado usando um potenciometro. Para esta
analise, 1g de fezes foi diluida em 9 mL de agua miliQ e devidamente homogeneizada
com auxilio de um vortex. Apos, fez-se a mensuragdo do pH.

3 Anélise por PCR: a presenca de populacdes especificas de bactérias nas fezes dos
participantes do estudo foi estimada por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Para tanto, o DNA das amostras fecais foi extraido utilizando-se kit comercial
((Norgen Biotek Corporation, Ontario, Canada), conforme orientagfes indicadas pelo

fabricante. Apés, a concentragio do DNA foi mensurada (ng/ul) em
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nanoespectofotdmetro e congelado a -20°C até a andlise ser feita. Para a PCR foram
utilizados primers especificos para o gene 16S das seguintes bactérias (Tabela 3):
Todas  Eubactérias, bactérias do grupo (género) Bacteroides e Prevotella,
Faecalibacterium prausnitzii, género Bifidobacterium, Ruminococcus albus,
Clostridium  butyricum, Clostridium clostridiiforme, bactérias da familia
Enterobacteriaceae, Enterococcus faecalis, e género Desulfovibrio °2 °* 4. As fotos
dos géis de agarose foram tiradas com o equipamento Amersham Imager 600 e
posteriormente as bandas de interesse foram quantificadas através de software do

préprio equipamento.
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Tabela 3. Primers usados para o estudo de DNA de bactérias da microbiota

Bactéria Conjunto de primers Sequéncia de primers
(5°>3)
Todas eubactérias Uni331F TCCTACGGGAGGCAGCAGT
Uni797R GGACTACCAGGGTATCTATCCTGTT
Bacteroides e Prevotella Bac303F GAAGGTCCCCCACATTG
Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG
Faecalibacterium prausnitzii ~ Fprau223F GATGGCCTCGCGTCCGATTAG
Fpraud20R CCGAAGACCTTCTTCCTCC
Género Bifidobacterium Bif164F GGGTGGTAATGCCGGATG
Bif601R TAAGCCATGGACTTTCACACC
Ruminococcus albus Ralb561F CAGGTGTGAAATTTAGGGGC
Ralb807TR  GTCAGTCCCCCCACACCTAG
Clostridium butyricum Cbut825F GTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTAT
Cbut1l038R ACCATGCACCACCTGTCTTCCTGCC
Clostridium clostridiiforme Cclos99F AATCTTGATTGACTGAGTGGCGGAC
Cclos247TR CCATCTCACACTACCGGAGTTTTTC
Enterobacteriaceae Ecol457F  CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC
Ecol652R  CTCTACGAGACTCAAGCTTGC
Enterococcus faecalis Efs130F AACCTACCCATCAGAGGG
Efs490R GACGTTCAGTTACTAACG
Género Desulfovibrio Dsv691F CCGTAGATATCTGGAGGAACATCAG
Dsv826R ACATCTAGCATCCATCGTTTACAGC
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Urinade 24 h

A urina de 24 h foi coletada em coletor graduado com capacidade de 2L, na etapa basal e
tratamento. Cada participante descartou a primeira amostra de urina nos dias 6 (basal) e 13
(tratamento) e coletou todo o volume urinario nas proximas 24 h. A primeira urina do dia
seguinte fez parte da amostra, finalizando a coleta. O volume total de urina foi quantificado
em mL. Na eventualidade de um volume urinario maior que 2 L, o participante foi orientado a

desprezar os primeiros 2 L e manter a coleta.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram descritos utilizando-se média + desvio padrdo enquanto que
dados qualitativos foram apresentados com frequéncia absoluta e percentual. Utilizamos o
teste t para dados emparelhados na comparagdo intragrupo e o teste t para amostras
independentes na comparacao intergrupos para dados com distribui¢cdo normal, ou os testes de
Wilcoxon e Wilcoxon-Mann-Whitney, respectivamente, para dados assimétricos. As
comparacdes entre tratamentos envolvendo dados qualitativos foram feitas usando o mid-P .
As analises foram realizadas com os softwares Graph Prism 4.0 e WInPEPI, e utilizou-se P
< 5% como indicativo de significancia estatistica.

O tamanho amostral final foi de 20 participantes, que foram divididos em dois grupos de
intervengdo (n=10 por grupo), tendo como expectativa um aumento de 50% da frequéncia
intestinal durante os tratamentos com alfa de 5% e poder estatistico de 80%. Esse efeito teve
como base o limite superior dos intervalos de evacua¢@es em individuos normais, ou seja,
uma a cada trés dias. Com o aumento esperado de 50% da frequéncia evacuatdria, 0S

participatntes passariam a evacuar uma vez a cada dois dias, pelo menos.
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CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética e pesquisa da UPF no dia 10 de julho de 2014
(CAAE: 32307214.4.0000.5342). Todos os participantes assinaram o TCLE antes de

iniciarem as etapas do estudo.

RESULTADOS

Participantes

Vinte e um voluntarios sadios iniciaram a etapa basal do estudo. ApoOs esta etapa, um
participante foi excluido pela analise do diario alimentar de 3 dias, por ter ingerido grande
quantidade de fibras (78% do recomendado). Os 20 restantes completaram todas as etapas do
estudo, sendo 10 para o tratamento com fibra (grupo F), e 10 para o tratamento com fibra e
agua (grupo FA). Para a analise, um participante do grupo FA foi excluido por ter apresentado
diarreia aguda durante a etapa basal. Assim, todas as analises foram realizadas com base em
19 participantes. As caracteristicas destes grupos estdo na Tabela 4. Os grupos F e FA nédo
diferiram significativamente quanto a sexo, idade e IMC. Na andlise da dieta ndo houve
mudangas significativas quanto ao valor calorico ingerido. Os participantes conseguiram
aumentar a quantidade de fibras (grupos F e FA) e modificar o volume de agua durante os
tratamentos (no grupo FA), conforme solicitado. Assim, durante 14 dias de tratamento, 14
entre 19 participantes ingeriram todos os saches de fibras, enquanto seis devolveram uma
quantia inferior a 20% do total de saches ao final da etapa (entre 1 e 5 saches). As devolucdes

ocorreram em ambos 0s grupos, nao diferindo significativamente.
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Tabela 4. Caracteristicas dos participantes (n = 19)

Grupo fibra Grupo fibra + 4gua p
(n=10) (n=9)
Mulheres, n (%) 5 (50) 5 (55) 0,999
Idade, média + dp 31,3+6,3 30,0+7,0 0,677
IMC, média + dp 24,2+ 4,0 22,7+23 0,339

Ingestdo de fibras e liquidos

A ingestéo de fibras durante a etapa basal foi similar entre os grupos (aproximadamente 40%
do recomendado), e dobrou na etapa tratamento em ambos F e FA, ficando préximo dos 85%
do recomendado (Tabela 5). Na andlise por sexo, o consumo médio de fibras durante os
tratamentos foi de 22,59 para mulheres (versus 11,2g na etapa basal) e 31,59 para homens
(versus 14,49 na etapa basal). O consumo de agua foi similar entre os grupos na etapa basal, e
posteriormente, significativamente maior no grupo FA, pelo critério de alocagdo. A ingestéo
dos demais liquidos que ndo agua foi semelhante na etapa basal, mantendo-se estavel no
grupo F e reduzido no grupo FA. Finalmente, o consumo de liquidos totais se manteve estavel

no grupo F e quase dobrou no grupo FA comparando as etapas basal e tratamento.
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Tabela 5. Ingestdo de fibras e liquidos durante as etapas basal e tratamento

Fibra (n = 10) Fibra + 4gua (n = 9) p

Fibra (%)

Basal 37,2+12,0 46,2 + 6,6 0,064

Tratamento™* 83,7+ 14,0 89,9+5,9 0,172
Agua (mL)

Basal 618 + 254 538 + 384 0,596

Tratamentof** 576,7 £ 218 1989 + 27,24 0,0001
Demais liquidos (mL)

Basal 794 + 503 644 + 265 0,435

TratamentoT 766+ 462 360 + 250 0,027
Liquidos totais (mL)

Basal 1413 + 560 1183 + 393 0,320

Tratamentof 1343 + 492 2348 + 242 <0,001

* Houve aumento no percentual de fibras na etapa tratamento em ambos os grupos (p <

0,001).

**Houve aumento significativo no volume de agua ingerido apenas no grupo FA (basal vs.
tratamento com p = < 0,001), como esperado, e manutencdo do mesmo volume no grupo F (p

= 0,470).

t+Houve reducdo no volume dos demais liquidos ingerido pelo grupo FA (basal vs. tratamento
com p = 0,014), e manutengéo do volume no grupo F (p = 0,695).
tHouve aumento no volume ingerido de liquidos totais no grupo FA (basal vs. tratamento
com p=0,003), e manutencao deste volume no grupo F (p = 0,391).
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Sintomas abdominais

Durante a etapa basal de sete dias, nenhum participante relatou constipacao, diarreia ou
desconforto abdominal. Entre os 19 participantes, 13 (68,4%) desenvolveram sintomas
abdominais durante as etapas de tratamento: dois relataram constipacdo (10,5%, sendo um do
F e um do FA), quatro relataram diarreia (21%, todos do grupo F), e cinco registraram
desconforto abdominal (26%, sendo quatro do F e um do FA). Outros sintomas foram
relatados: distensdo abdominal em 4 participantes do grupo F e em 3 do grupo FA, e urgéncia
evacuatoria em 6 do F e em 2 do FA. Entre 10 participantes que receberam apenas fibras, 9
(90%) desenvolveram pelo menos um sintoma abdominal, comparado a 4 entre 9 (44%) que

receberam fibra e agua (mid-P = 0,034).

Habito intestinal

Refere-se a0 numero de evacuagdo por semana, esforco evacuatdrio (escala de Likert) e
consisténcia das fezes (escala de Bristol), apresentados na Tabela 6. Na analise de todos 0s
19 participantes em um Unico grupo (dados ndo mostrados na Tabela 6), 0 nimero médio de
evacuacdes na etapa basal foi 7,6 por semana, subindo para 9,3 durante os tratamentos (p <
0,001). Ambos os grupos F e FA apresentaram um aumento significativo no nimero de
evacuacgdes/semana durante as etapas tratamento, em comparacdo com a basal. Esforco e

consisténcia ndo diferiram significantemente entre a etapa basal e a etapa tratamento.
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Tabela 6. Habito intestinal dos participantes nas etapas basal e tratamento

Basal F  TtoF p Basal FA  TtoFA p
Média + dp (n=10) (n=10) (n=9%) (n=9%)
EvacuacOes/semana 6,8+20 88+29 0008 84+£30 99+£35 0,048
Esforco (Likert 1-5) 21+08 19+08 0391 20+08 17+08 0,143

Consisténcia (Bristol 1-7) 4,1+08 43+08 0400 38+08 38+06 0,552

*Um participante foi excluido deste grupo pela ocorréncia de diarréia aguda durante a fase
basal. Tto= tratamento Tto F= tratamento com aumento de fibras. Tto FA= tratamento com
aumento de fibras e gua.

Qualidade de vida

N&o houve diferenca significativa em nenhum dos dominios comparando as etapas basal e
tratamento (Tabela 7). O efeito de cada tratamento nos dominios também néo diferiu entre os
pacientes que receberam F e FA. O escore geral de qualidade de vida foi semelhante na

comparacao intra e intergrupos.
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Tabela 7. Qualidade de vida dos participantes nas etapas basal e tratamento (Tto)

Dominios Basal F Tto F p Basal FA Tto FA p
Média + dp (n=10) (n=10) (n=9) (n=9)

Fisico 16,9+0,8 16,7+1,1 0,476 16,4 +1,7 16,2+1,3 0,801
Psicologico 152+1)9 149+23 0,535 159+1,6 16,2+1,8 0,684
Relacdo social 14,7 +2,9 140+3,0 0,398 16,0+ 2,1 16,1+2,9 0,999
Meio ambiente 14,4+ 2,2 155+19 0,692 138+15 142+15 0,431
Auto avaliacdo 14,8 £1,7 146+21 0,726 158+ 3,1 16,0+2,2 0,728
Geral 153+1,3 152+15 0,518 154+14 156 +0,9 0,701

Tto= tratamento Tto F= tratamento com aumento de fibras. Tto FA= tratamento com aumento

de fibras e 4gua
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Caracteristicas das fezes

Observamos um aumento significativo no peso bruto das fezes no grupo FA apos o tratamento em
comparacdo com a etapa basal, enquanto que o grupo F ndo diferiu entre basal e tratamento. O
grupo FA também apresentou aumento signficativo no percentual de agua das fezes (e
correspondente reducdo na matéria seca) apds o tratamento. O percentual de dgua e matéria seca
das fezes ndo foi modificado no grupo F. O pH fecal caiu numericamente em direcdo a
neutralidade em ambos 0s grupos e na mesma magnitude, porém sem significancia estatistica na

comparacao intragrupo (Tabela 8).

Tabela 8. Caracteristicas fisicoquimicas das fezes

Basal F Tto F p Basal FA Tto FA p

Média £ dp (n=10) (n=10) (n=9) (n=9)

Pesobruto(g) 81,8+625 96,2+523 0428 715+445 126,1+70,9 0,021
Agua (%) 71+6,4 735+6 0,193 745+56  784+56 0,038

pH 7,7+0,6 7,3%+0,5 0,130 7,7+0,9 7,3%+0,5 0,080

Tto= tratamento Tto F= tratamento com aumento de fibras. Tto FA= tratamento com aumento
de fibras e agua.

Diurese

Na andlise conjunta dos 19 participantes, a diurese basal subiu durante as etapas de tratamento
(1126 £ 521 ml vs. 1403 + 548 ml; p = 0,002). Na andlise por grupo, 0s participantes que
receberam apenas fibras apresentaram diurese semelhante entre as etapas basal e tratamento (1146
+ 461 ml vs. 1226 + 514 ml; p = 0,353), enquanto que os participantes do grupo FA urinaram

mais ap0s 0 tratamento comparado ao basal (1104 + 609 ml vs. 1567 + 578 ml; p < 0,001.
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Microbiota intestinal

As fotos dos géis de agarose para analise dos resultados estdo exemplificadas na figura 2, que se
refere & contagem de material genético referente ao grupo dos Bacteroides e Prevotella. Na anélise
dos 19 participantes conjuntamente, observamos alteracdo na microbiota intestinal apds o0s
tratamentos (Tabela 9). Ocorreu aumento significativo nas populacdes de bactérias do género dos
Bacteroides e Prevotella, Faecalibacterium prausnitzii, Bifidobacterium e Ruminococcus albus
apos o0s tratamentos, enquanto que bactérias do género Desulfovibrio apresentaram reducdo em sua
populacdo. As demais bactérias analisados (Eubacterias, Clostridium butyricum, Clostridium
clostridiiforme, Enterobacteriaceae e Enterococcus faecalis ) ndo sofreram mudancas
significativas em suas populagdes.

Na comparacdo entre os tratamentos F e FA, as alteragdes na microbiota foram mais evidentes no
grupo tratado com fibra e &gua, onde observamos aumento significativo das populagdes de
bactérias do género Bacteroides e Prevotella, Faecalibacterium prausnitzii e Bifidobacterium em
todos os participantes deste grupo. (Tabela 10). As bactérias do género Desulfovibrio tiveram suas
populacdes reduzidas em ambos os tratamentos. No grupo F esta foi a Unica alteracdo significativa

na microbiota intestinal.

Figura 2. Foto do gel de agarose referente as bactérias do grupo dos Bacteroides e Prevotella
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M

pb representa os pares de base do marcador M; AxB representa a amostra com o nimero do participante na etapa basal; AxT representa a amostra com o mimero do participante na etapa tratamento.
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Tabela 9. Microbiota intestinal nos 19 participantes

a

Nanogramas de DNA

Variacao em funcéo do Tratamento (Média + SEM)® Valor

Populagéo bacteriana - Variacédo®
Aumentou Reduziu  Nao alterou Basal Tratamentos dep

Todas Eubacterias 52,6% 42.1% 5,3% 17+10 18+0,3 + 1,06 0,3700
Grupo dos Bacteroides e gq 5o, 10,5% 0% 10049,2  140+4,9* +1,4 0,0008
Prevotella
Faecalibacterium 84.2% 15,8% 0% 140474 17047,2* +1,2 0,0013
prausnitzii
Genero Bifidobacterium 76,7% 10,5% 15,8% 83128 230+35* + 2,7 0,0037
Ruminococcus albus 68,4% 21,1% 10,5% 32+11 70+14* +2,2 0,0375
Clostridium butyricum 57,9% 42,1% 0% 92114 110£18 +1,2 0,4600
Clostridium clostridiiforme  63,1% 31,6% 5,3% 30+4,0 37+3,0 +1,2 0,2093
Enterobacteriaceae 26,3% 42,1% 31,6% 140+33 11027 -0,3 0,4336
Enterococcus faecalis 42,1% 26,3% 31,6% 6,9+1,7 6,9+19 -0,0 0,9805
Genero Desulfovibrio 21,0% 73, 7% 5,3% 110+16  18+7,8* -6,1 0,0001

8 Os valores indicados representam o percentual de individuos (n = 19) em que ocorreu a alteragdo
indicada. ® Os valores indicados representam a quantidade média + SEM de DNA obtido apds a
amplificacdo do DNA bacteriano por meio da PCR, de todos os individuos (n = 19), e € proporcional a
quantidade de bactérias presentes nas fezes. ¢ Variagio refere-se ao aumento ou diminuicdo da quantidade
de DNA (ng) em relacdo a quantidade presente na coleta basal. *Indica alteracdo significativa (analise
estatistica foi feita utilizando-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitney U Test).

34



Tabela 10. Microbiota intestinal nos grupos fibras (F) e fibras mais agua (FA)

Dieta
Fibras (n=10) Fibra + Agua (n=9)
Nanogramas de Nanogramas  de

Alteracdo DNAP Alteracdo (%) DNA
Populagdo Bacteriana (%)° (MédiatSEM) (MédiatSEM)

L e L U S
Todas Eubacterias 50 40 10 16+19 18+04 1,1 0,6305 55 45 0 18+0.6 19+0,5 1,05 0,8633
Bacteroides e Prevotella 80 20 O 100+14 1306 1,3 0,0753 100 0 O 96+12  150+6,8* 1,5 0,0019
Faecalibacterium prausnitzii 70 30 0 150+£8,9 160+12 1,06 0,5288 100 0 O 130£11 19045,2* 15 0,0001
Bifidobacterium genus 50 20 30 110445 200451 1,8 0,2414 100 0 O 61+32 260+48* 43 0,0057
Ruminococcus albus 70 20 10 24+13 6320 2,6 0,0996 67 22 11 41+18 78%20 1,9 0,1689
Clostridium butyricum 70 30 O 89+23  120+26 1,3 0,2729 45 55 0 95+17 91+25 0,0 1,000
Clostridium clostridiiforme 50 40 10 33+4,7 33+4,8 0,0 0,9705 78 22 0 26+6,7 40+3,2 1,5 0,0939
Enterobacteriaceae 10 50 40 160+52 120+43 -0,2 0,5523 45 33 22 120+39 100+34 -0,17 10,7889
Enterococcus faecalis 40 30 30 7325 6.4+2,6 -0,1 0,9670 45 22 33 6.4+2,6 7.5+3 1,2 0,5439
Genero Desulfovibrio 20 70 10 120+23 17+12* -7,0 0,0032 22 78 O 81+22  18+10* -45 0,023

2 Os valores indicados representam o percentual de individuos naquela populacdo em que ocorreu a alteracéo indicada. ® Os valores indicados representam a quantidade média
+ SEM de DNA obtido apds a amplificacdo do DNA bacteriano por meio da PCR e é proporcional a populagdo bacteriana presente nas fezes. A: significa alteragdo
proporcional (aumento ou diminui¢do) da quantidade de DNA bacteriano presente na coleta apds a dieta em relagdo a quantidade DNA presente na coleta pré-dieta. P; valores
de P seguidos de asterisco indicam alteracdo significativa entre os valores obtidos dentro do grupo (teste ndo paramétrico Mann-Whitney U Test)
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DISCUSSAO

“Para seu intestino funcionar melhor, coma mais fibras e tome 2 litros de agua por dia”. Esta
recomendac&o é frequente na pratica médica e nutricional, e popular entre leigos. No entanto,
a literatura que aborda esta recomendacgéo é escassa e controversa, particularmente em relacdo
ao efeito do aumento na ingestdo de fibras™® *’. Segundo as DRIS, a quantidade de fibras que
deve ser ingerida diariamente para adultos entre 19 e 50 anos é de 25 g para mulheres e 38 g
para homens®’. Os estudos Brasileiros sugerem que a ingest&o de fibras pela populacéo geral é
abaixo do recomendado, tanto em adolescentes quanto em adultos®®®°. Em concordancia, a
maioria dos nossos participantes ingeria menos de 50% da recomendacédo de fibras, mesmo
tendo habito intestinal considerado normal. A teoria mais aceita para explicar o beneficio do
aumento na ingestdo de fibras e 4gua no habito intestinal é a capacidade das fibras em reter
4gua no limen intestinal, aumentando o bolo fecal e estimulando o peristaltismo®. Presume-
se que sem uma boa hidratacdo os efeitos benéficos das fibras seriam anulados. Potenciais
fatores adicionais que podem influenciar na acdo da fibra e da agua a nivel intestinal incluem
microbiota, estado emocional, condicdes ambientais como temperatura e umidade, demais
componentes da dieta, comorbidades e farmacos ®2. Com base nisso, decidimos realizar um
estudo fisioldgico para avaliar os efeitos do aumento da ingestdo de fibras e agua em
individuos saudaveis. Acreditamos que os resultados do presente estudo poderdo embasar
pesquisas futuras em pacientes com alteracdo do hébito intestinal.

Os nossos achados foram: 1. Aproximadamente 2/3 dos voluntéarios sadios desenvolveram
sintomas abdominais durante as etapas de tratamento, particularmente no grupo que usou
apenas fibra; 2. A frequéncia evacuatoria aumentou nos dois grupos de tratamento e esteve
associada a urgéncia evacuatéria no grupo F; 3. O peso bruto das fezes e percentual de agua
nas fezes aumentou somente no grupo tratado com fibra e agua; 4. Os tratamentos

ocasionaram alteraces significativas nas populacfes da metade das bactérias estudadas. 5. Os
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demais desfechos avaliados ndo diferiram entre os grupos, incluindo qualidade de vida,
consisténcia subjetiva das fezes, esforco evacuatério e pH fecal. Como esperado, a diurese
aumentou substancialmente no grupo que recebeu fibra e dgua.

A maioria dos participantes desenvolveu um ou mais sintomas abdominais nas etapas de
tratamento. Os participantes que aumentaram apenas fibras desenvolveram mais sintomas que
aqueles tratados com fibra e agua (90% vs 44%; mid-P = 0,034). Os sintomas foram variados,
incluindo desconforto abdominal, diarreia, constipacéo, distensao e urgéncia evacuatoria. Este
ultimo tendeu ser mais comum no grupo tratado apenas com fibra. Podemos especular
mecanismos para este achado: a presenca de maior quantidade de fibra no lumen intestinal
teoricamente aumentou o volume de conteddo luminal pela retencdo de agua e producéo

gasosa, provocando sintomas pela distensdo abdominal®

. O habito intestinal modificado para
constipacdo ou diarreia pode ser explicado pela mudanca no comportamento motor do trato
gastrointestinal. Na préatica clinica, € sabido que pacientes referem melhora intestinal logo
apos a introducdo de fibras, porém alguns retornam ao basal poucos dias apds, sugerindo que
0 intestino se adapta a mudanca no contetido de fibras apés um breve periodo de resposta®.
Estas modificagdes podem ter sido transitorias e justificadas pelo mecanismo de adaptacdo
intestinal a um novo volume de fibras®™. As diferencas encontradas entre os grupos F e FA em
relacdo a sintomas devem-se ao efeito da agua na interacdo fibra-intestino. Estes mesmos
efeitos poderiam ser diferentes se avaliados em pacientes com sindrome do intestinal irritavel,
indicando a necessidade de estudos adicionais. As queixas abdominais registradas pelos
nossos participantes corroboram os estudos que mostram que adicdo de fibras pode gerar
sintomas abdominais ao em vez de beneficios®* °®®®. Salientamos que o volume de fibras

atingido durante as etapas de tratamento dobrou e chegou proximo de 85% da recomendada

pelas DRIS.
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A frequéncia de evacuacdo aumentou em ambos 0s grupos de tratamento, particularmente no
grupo tratado apenas com fibras. Neste grupo as evacuacdes mais frequentes foram
acompanhadas de urgéncia evacuatdria (60% dos participantes). Alguns ensaios clinicos
mostraram aumento na frequéncia evacuatdria apés incremento no consumo de fibras ®° %. No
entanto, em pacientes constipados, a melhor resposta intestinal ocorreu quando o aumento da
ingestdo de fibras foi acompanhado do aumento do consumo de agua, em discordancia com
nossos achados>. Porém, nosso estudo foi realizado em voluntérios sadios, podendo explicar
esta discrepancia.

Na analise fisica observamos aumento no peso bruto das fezes e no percentual de agua
somente no grupo tratado com fibra e dgua. No periodo de tratamento os participantes
ingeriram sachés com uma mistura de fibra soltvel (pectina), insolavel (farelo de trigo), além
de amido resistente (farinha de banana verde). Este Gltimo também pode ser considerado um
prebiético’®. O aumento isolado da ingestdo de agua parece ndo alterar o volume de
evacuacdo de maneira significativa em voluntéarios saudaveis*®. Ja a privacio de liquidos
parece reduzir o peso fecal e retardar a frequéncia de evacuagdes*’. Além disso, é sabido que
0 aumento no peso das fezes se da de forma diferenciada de acordo com o tipo de fibra
ingerido®.  Fibras soltveis por si s6 ndo causam aumento no peso das fezes, porém se
ingeridas com fibras insollveis a proliferacdo bacteriana € mantida, ocasionando maior peso
fecal pela excrecéo de bactérias mortas’*. Fibras insolGveis como o farelo de trigo aumentam
0 peso das fezes pela presenca da fibra intacta no bolo fecal, além de maior retencdo de agua
nas fezes**. No nosso estudo ambos 0s grupos tiveram ingestdo de fibras semelhantes durante
o tratamento (83,7% no grupo F e 89,9 % no grupo FA), sem mudanca substancial nos demais
componentes da dieta, exceto o volume de agua aumentado no grupo FA. Dessa forma o fato
de ter ocorrido aumento significativo no peso das fezes apenas no grupo FA pode ser

justificado pela presenca de maior quantidade de agua no Iumen intestinal, proporcionando
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uma melhor utilizacdo das fibras insollveis ingeridas (farelo de trigo). Estudo recente em
voluntarios saudaveis testou o aumento da ingestdo de grdos integrais e ndo observou

mudanca no peso fecal®®

. Contudo, o estudo ndo controlou o volume de ingestdo de 4gua antes
e durante a intervencéo.

Quando analisados em conjunto, os tratamentos foram capazes de modificar a microbiota
intestinal, aumentando significativamente o numero de bactérias dos géneros Bacteroides e
Prevotella, Bifidobacterium e também as bactérias das espécies Faecalibacterium prausnitzii
e Ruminococcus albus e reduziram significativamente o nimero de bactérias do género
Desulfovibrio. Analisando separadamente cada tratamento, observou-se maior nimero de
alteracdes no grupo FA, onde 100% dos participantes aumentaram a populacdo das seguintes
bactérias: géneros Bacteroides e Prevotella, Faecalibacterium prausnitzii e  género
Bifidobacterium, representando respectivamente os filos Bacteroidetes, Firmicutes e
Actinobactéria. Destes, Bacteroidetes e Firmicutes sdo filos dominantes no intestino de
adultos saudéveis’®. O filo Actinobactéria pode ser relativamente abundante em alguns
adultos, embora em menor proporcdo . E sabido que a microbiota intestinal em humanos
saudaveis permanece relativamente estdvel dos 30 aos 70 anos de idade, reduzindo a
populacdo de Bifidobacterium, Faecalibacterium prausnitzii e varios Firmicutes com o
envelhecimento’"®. Esta reducgéo est4 associada a mudancas na ingest&o alimentar’’. Além
disso, um menor nimero de bactérias do tipo Faecalibacterium prausnitzii esta associado a
inflamacéo cronica, como na doenca de Crohn’®. Nossos resultados foram interessantes
guanto a0 aumento no numero de bactérias benéficas, sendo que o maior aumento
populacional observado ocorreu com bactérias do género Bifidobacterium (430% no grupo
FA). E possivel inferir que a diferenca no aumento desta populacio bacteriana entre os
tratamentos foi devido ao maior volume de agua ingerido no grupo FA, proporcionando

melhor utilizacdo das fibras. Vaughan e colaboradores afirmam que em adultos saudaveis, as
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Bifidobacterium representam apenas 3% das bactérias intestinais’®. Mesmo assim, diversos
beneficios a satde humana s@o proporcionados por elas, dentre 0s quais prevencao de doencas
causadas por patdgenos, protecdo contra diarreia infecciosa, reducdo do colesterol sérico,
melhora na digestdo da lactose, efeitos imunoestimulantes e capacidade anticancerigena®®. Os
efeitos benéficos citados ocorrem pela acdo dos produtos da degradacdo microbiana
anaerdbica sobre polissacarideos, oligossacarideos e proteinas da dieta, originando acidos
graxos de cadeia curta (AGCC). Bifidobactérias produzem AGCC ao metabolizar
carboidratos ndo digeriveis, como celulose e amido resistente, fibras estas que foram
oferecidas aos participantes deste estudo, respectivamente no farelo de trigo e na farinha de
banana verde “° &,

Holscher e colaboradores mostraram que a adi¢do de polidextrose ou fibra de milho solavel
na dieta alterou o numero de bactérias ja presentes na microbiota intestinal antes da
intervencdo®. Neste mesmo estudo houve aumento da relagdo Bacteroidetes/Firmicutes com
ambas as fibras, porém reducdo de Eubacterium e Bifidobacterium, que sdo produtoras de
butirato. Dentre os AGCC, butirato é tido como fonte principal de energia para células
epiteliais do colén®. No presente estudo ndo houve alteragdo significativa nas Eubacterium,
ao passo que observamos aumento no nuimero populacional de Bifidobacterium, sugerindo
que a combinacéo de fibras aqui utilizada pode ser superior as testadas por Holscher, ou que,
em seu estudo, os participantes ingeriram pouca agua (dado ndo mencionado).

As bactérias Desulfovibrio, quando analisamos todos os participantes, foram as que tiveram
maior reducdo numérica (-610%). Em ambos os tratamentos a populacdo de Desulfovibrio foi
reduzida. Bactérias deste género sdo redutoras de sulfato sendo lactato o substrato mais
utilizado por elas. Porém a oxidacéo de lactato se da de forma incompleta até acetato e ocorre
concomitantemente com reducdo de sulfato a sulfeto, tendo como produto sulfureto de

hidrogénio. Ambos, acetato e sulfureto de hidrogénio, em concentracdes elevadas, sdo

40



téxicos, pré-inflamatérios, mutagénicos e cancerigenos as células epiteliais do intestino® .

Estudos associam aumento de bactérias redutoras de sulfato com doencas inflamatorias

intestinais, incluindo o género Desulfovibrio, considerado assim um patégeno intestinal®

8 A reducdo desta bactéria aqui observada pode ter ocorrido devido ao grande aumento de
bactérias probioticas, como a Bifidobacterium. No entanto, a reducédo do género Desulfovibrio
também no grupo tratado apenas com fibra sugere outros mecanismos, como o efeito da

prépria fibra, uma vez que neste tratamento ndo observamos aumento de Bifidobacterium.

Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer estas interacdes.

Os demais desfechos avaliados nao diferiram entre os grupos. Qualidade de vida pode néo ter
sido alterada devido a uma adaptacéo fisioldgica a quantidade elevada de fibras, visto que o
questionario foi aplicado ap6s 14 dias de tratamento e o0s sintomas tiveram maior incidéncia
na primeira semana. Outras explicaces seriam 0 periodo curto de tratamento e o tamanho
amostral reduzido. A auséncia de efeito dos tratamentos na consisténcia das fezes e no esforco
evacuatério pode ter ocorrido pela natureza subjetiva destas variaveis e também pelo nimero
reduzido de participantes. Em contraste, o percentual de dgua nas fezes aumentou no grupo
tratado com fibra e 4gua e, como esperado, se manteve semelhante no grupo que recebeu
apenas fibras. Traduzindo para a préatica clinica, pacientes com constipacdo e queixa de fezes
em cibalos podem ter maior beneficio com aumento no consumo de fibras combinado a maior
ingestdo de 4gua, como demonstrado por Anti et al *°. De fato, estudos indicam que o
incremento isolado na ingestdo de fibras pode aumentar a frequéncia de evacuacdo, porém
sem alteracdo na consisténcia das fezes*®. A analise do pH fecal mostrou dicreta redugdo dos
valores ap0s o tratamento, 0 que pode ter sido causado pela producéo de acido latico e/ou de
AGCC proveniente da fermentacdo bacteriana sobre as fibras. Dados semelhantes foram

encontrados em outros estudos®> *°.
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Como esperado, a diurese aumentou substancialmente no grupo FA. Investigacdo recente
mostrou que o0 aumento da ingestdo de dgua provoca aumento agudo no volume urinario. No
entanto, este aumento pode diferir conforme a velocidade de ingestdo de agua®®, variavel esta
que ndo foi aqui controlada.

Nosso estudo ajudou a mostrar a importancia da ingestdo combinada de fibras e a4gua na
funcdo intestinal. Com base nos achados em voluntarios sadios, podemos esperar que
sintomas abdominais, em pacientes, possam ser amenizados quando uma maior oferta de
fibras dietéticas € combinada com maior aporte hidrico. Alteracdo na consisténcia das fezes
produzida pelo aumento do percentual de agua fecal pode ser conseguida com aumento
combinado de fibras e agua, como sugerido no presente estudo. Por outro lado, sintomas
abdominais também podem ocorrer com adicdo de fibras, isoladamente, com demonstrado
aqui em individuos saudaveis. Os tratamentos alteraram a microbiota intestinal, sendo o
tratamento com fibras e 4gua mais eficaz. Assim, a recomendagédo “coma mais fibras ¢ beba
dois litros de agua por dia” quando testada em individuos sadios melhorou a funcgdo intestinal,
particularmente no grupo que aumentou fibras e agua. Comparativamente, 0 grupo que
aumentou somente fibras desenvolveu mais sintomas abdominais. O profissional de salde
deve considerar também os custos relacionados ao aumento das fibras na dieta, eventuais
queixas quanto ao paladar, e o esforco em consumir mais dgua no dia a dia.

Reconhecemos algumas limitagdes em nosso estudo. A falta de um grupo tratado somente
com aumento na ingestdo de dgua pode ser justificada pelo maior volume de evidéncias de tal
conduta na literatura. Estudos adicionais deverdo testar tempos mais longos de tratamento,
além de maior diversidade de fibras. Apesar de ndo controlado pela alta complexidade,
estimamos que a ingestdo de FODMAPs ndo foi modificada durante as etapas de tratamento,
visto que os participantes foram instruidos a manter sua dieta normal, acrescida dos

tratamentos que foram idénticos em relacdo as fibras utilizadas. Um instrumento de
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verificacdo de ingestio de FODMAPs precisa ser desenvolvido para que essa variavel seja
fielmente controlada ou modificada em estudos futuros. Finalmente, ao estratificar os dados
de microbiota em grupos de tratamentos, houve reducdo Obvia do tamanho da amostra e
aumento da variabilidade dos dados, reduzindo o poder estatistico para a analise do efeito das

intervencdes nas populacdes bacterianas.

CONCLUSOES

O aumento no consumo de fibras e &gua em voluntarios sadios melhorou o héabito intestinal,
mas foi acompanhado de sintomas abdominais, particularmente quando o aumento na
ingestdo de fibras ndo foi seguido por aumento no consumo de agua. O efeito na microbiota
também foi superior no grupo tratado com fibra e 4gua. Assim, a recomendagdo “para seu
intestino funcionar melhor consuma mais fibras e tome 2 litros de agua por dia” é verdadeira
em voluntarios sadios. Estudos em pacientes com constipacao e diarreia sd0 necessarios para

testar tal recomendacéo.

PERSPECTIVAS

Devido a importancia clinica do tema, esperamos que este estudo tenha continuidade e assim,

possa ser testado em pacientes com constipacao intestinal e outras queixas intestinais.
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ORCAMENTO

Materiais/ Procedimentos Custo/unid (R$) Quant Total (R$)
Folha A4 20,00 (pacote) 2 40,00
Impresséo* 0,15 640 96,00
Copo graduado* 3,00 20 60,00
Sacos plasticos estéreis* 460,00 (pacote) 1 460,00
Fibras para homens** 4,00 280 1120,00
Fibras para mulheres** 2,80 280 784,00
PCR*** 3,00 (por amostra) 400 1200,00
Tubos de centrifuga (15 ml) 21,00 (pacote) 5 105,00
Tubos de centrifuga (50 ml) 23,00 (pacote) 5 115,00
Kits para extragdo de DNA de fezes* 1017,60 1 1017,60
Ponteiras com filtro para PCR (10 uL) 149,60 (pacote) 2 299,20
Ponteiras com filtro para PCR (100 uL) 149,60 (pacote) 2 299,20
Tubos Ependorff (1,5 mL) 35,00 (pacote) 4 140,00
Agua mineral sem gas (1,5L )* 1,80 280 504,00
Agua mineral sem gas (0,5L )* 0,80 280 224,00
Total 6464,00

*Pago pelos pesquisadores

**Patrocinio de 50% do valor pela farmacia Natupharma

*** Fornecido pelo Laboratdrio de Bioexperimentacdo da UPF

Todos o0s equipamentos necessarios para as analises estavam disponives no Laboratdrio

de Bioexperimentacéo da UPF.
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Anexo 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa intitulada “Para seu intestino funcionar
melhor, coma mais fibras e tome 2 litros de agua: quanto verdadeira ¢ esta recomendagdo?”,
realizada pelos pesquisadores Gissele Vargas da Rosa e Fernando Fornari. Vocé foi escolhido
por ser uma pessoa que ndo possui doenca aguda ou cronica, ndo apresenta problemas com o
habito intestinal, ndo passou por cirurgias gastrointestinais e ndo faz uso de farmacos ou
laxantes.

Sua participacdo ndo é obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar
e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relacdo com o
pesquisador ou com entidade vinculada.

O objetivo desta pesquisa é avaliar se o consumo de fibras e &gua conforme as
recomendacdes nutricionais favorecem, pioram ou se ndo causam altera¢fes no habito intestinal
de pessoas saudaveis.

A justificativa para este estudo é que uma quantidade elevada de fibras pode aumentar os
sintomas gastrointestinais em pessoas saudaveis. Além disso, estudos recentes mostram que a
ingestdo elevada de agua ndo interfe no nimero de evacuagBes ou na consisténcia das fezes.
Nosso estudo se justifica porque iremos testar fibra e dgua conjuntamente e dar énfase as
discussfes quanto a este assunto. Além disso, na préatica clinica € comum pacientes queixarem-se
de “estufamento abdominal” e este ser diminuido quando o paciente reduz a quantidade de fibra
ingerida.

Ao aceitar participar vocé terd que registrar sua dieta habitual em um diario que sera
fornecido pelos pesquisadores. O registro devera ser feito por 7 dias, de domingo a sabado, e é
fundamental que vocé registre tudo que ingerir (alimentos solidos, liquidos e agua). Na terca-
feira iremos entrar em contato com vocé para termos acesso as anotacdes do seu diario alimentar

feitas até entdo. Buscaremos as anotacfes na quarta-feira pela manha. VVocé devera
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seguir registrando sua dieta diariamente. NOs analisaremos 0s registros que tivermos acesso.
Nesse momento vocé podera ser excluido do estudo ou se manter nele. Entraremos em contato
com vocé imediatamente caso vocé ndo possa mais participar. Durante esse periodo vocé
também deverd registrar o horério das evacuacgdes, o esforco evacuatorio, a consisténcia das
fezes. Para auxiliad-lo serd fornecido material de apoio e suas ddvidas esclarecidas pelos
pesquisadores. Permanecendo no estudo, vocé receberd instrucGes e embalagens proprias para
efetuar a coleta de fezes e urina do Ultimo dia de registros, ou seja, sdbado. No sétimo dia
(sébado), vocé respondera a questionarios sobre qualidade de vida e héabito intestinal. Estes
questionarios sdo de auto-resposta, ou seja, vocé podera respondé-los em sua residéncia, com ou
sem ajuda dos pesquisadores.

Apos esse periodo vocé tera alguns dias de descanso, até iniciarmos a etapa 2 do estudo.
Nesta etapa vocé deverd manter sua dieta habitual e ingerir sachés de fibras, preparados pela
farmécia de manipulacdo Natupharma de Passo Fundo. Além disso, pelo sorteio, vocé podera ter
que manter sua ingestdo habitual de dgua ou aumenté-la para 2litros ao dia (neste caso vocé
receberd a agua gratuitamente). O ingestdo diaria dos sachés e de agua devera ser seguida por
dez dias consecutivos. Nesse periodo vocé devera novamente registrar seu habito intestinal e
consisténcia das fezes, coletar todas as fezes e urina do ultimo dia, além de responder os
questionarios de sintomas e de qualidade de vida (dia anterior ao tratamento, no sexto e décimo
dia de tratamento).

Ao participar, 0s riscos para vocé serdo minimos. Podera sentir desconforto abdominal ou
alteracdo no habito intestinal, que serdo solucionados ap0s o retorno para sua dieta habitual.
Vocé poderé ser beneficiado(a) pela pesquisa no sentido de melhorar o funcionamento do seu
intestino apos o aumento do consumo de agua e fibras. Vocé também estarad ajudando a entender

o efeito do aumento do consumo de agua e de fibras no funcionamento do intestino humano.
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As informacGes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais, isto é, s6 o0s
pesquisadores saberdo sobre o seus dados, sendo mantido sigilo sobre sua participagdo. Os seus
dados ndo serdo divulgados de modo que permitam a sua identificacéo.

Vocé ndo serd recompensado(a) financeiramente pela sua participagao.

Ao assinar este documento, vocé estard concordando em participar da pesquisa e que
entendeu 0s objetivos, riscos e beneficios da sua participacdo e todas as informacdes que lhe
foram prestadas pelos pesquisadores.

Vocé receberd uma coOpia deste termo onde consta o telefone e o endereco dos
pesquisadores, podendo tirar suas dividas sobre a pesquisa e sua participacdo, a qualquer

momento.

Pesquisador:
Nome: Gissele Vargas da Rosa Gongalves

Assinatura

Telefone: 54.84117693

Participante:

Nome

Assinatura

O presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi elaborado de acordo com a
Res. CNS 196/96 e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de

Passo Fundo.

O participante pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de

Passo Fundo pelo telefone (0xx54) 3316-8370.
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Anexo 2: PROTOCOLO DE DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS (FORNARI & ROSA,

2013)

A. CHECK LIST CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DATA:__ /| |

1. IDADE: ___ anos 2. DATA DE NASCIMENTO: __ /[

3. SEXO: (1) Masculino (2) Feminino

4. PESO: Kg 5. ALTURA: cm 6. IMC:

7. ESCOLARIDADE

(1) Ensino Fundamental Incompleto (2) Ensino Fundamental Completo

(3) Ensino Médio Incompleto (4) Ensino Médio Completo
(5) Ensino Superior Incompleto (6) Ensino Superior Completo
(7) Pés-graduacdo Incompleta (8) Pés-graduacao Completo

8. DOENCAS CONCOMITANTES

8.1 Diabetes: (1) Sim (2) Néao

8.2 Tireoideopatia: (1) Sim (2) N&o

8.3 Cardiopatia: (1) Sim (2) Néao

8.4 Insuficiéncia renal: (1) Sim (2) Néao

8.5 Insuficiéncia hepatica: (1) Sim (2) N&o
8.6 Sangramento digestivo: (1) Sim (2) Néo
8.7 Céncer: (1) Sim (2) Néo

8.8 Outros:
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9. MEDICACOES
9.1 Uso de farmacos para tratamento de alguma doenca? (1) Sim (2) Néao
Se sim, qual?
9.2 Uso de enemas nos Gltimos 30 dias? (1) Sim (2) Nao
9.3 Uso de farmacos que interfiram na microbiota ou motilidade intestinal, nos Gltimos 30 dias:
(1) Laxantes (medicamentos/ chas/ fibras) (1) Sim (2) N&o, Se sim, qual?
(2) Antibioticos (1) Sim (2) Né&o, Se sim, qual?
(3) Procinéticos (Trimebutina, Pinaverio, Otilonio) (1) Sim (2) Né&o, Se sim, qual?
(4) Antidrepessivos (1) Sim (2) Nao, Se sim, qual?

(5) Anti-hipertensivos (1) Sim (2) Nao, Se sim, qual?

10. CIRURGIAS
10.1 Gastrectomia: (1) Sim (2) Néo
10.2 Resseccéo Intestinal: (1) Sim (2) Nao

10.3 Qutras: (1) Sim (2) Ndo Se sim, quais?

Apenas prossiga o preenchimento se o participante atendeu aos critérios de inclusdo e

exclusdo e assinou o termo de consentimento livre e esclarecido: (1) Sim (2) Nao

B.ETAPA 1 DATA: | |

1. Nome do participante: 2. N° do participante:
3. Telefones de contato:

4. Endereco:

5. E-mail:
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6. Ocupacéo:

7. Preencheu o diério de ingestdo alimentar corretamente: (1) Sim (2) N&o
Se néo, por qué?
8. Atingiu no maximo 50% da ingestao de fibras recomendada? (1) Sim (2) Néao
9. Atingiu a ingestdo maxima de 1L de agua por dia? (1) Sim (2) Néo
10. Realizou as coletas de fezes corretamente? (1) Sim (2) Nao
Se néo, por qué?
11. Realizou a coleta de urina corretamente? (1) Sim (2) Néo

Se néo, por qué?

C.ETAPA 2 DATA: [
N° do participante:
1. Peso: _ Kg 2. CA: 3. CQ:
4. Ingeriu os sachés conforme orientagdo: (1) Sim (2) N&o
Se ndo, por qué?
5. Ingeriu a quantidade de 4gua necessaria ao experimento? (1) Sim (2) Nao
Se ndo, por qué?
6. Respondeu aos questionarios? (1) Sim (2) Nao
Se ndo, por qué?
7. Realizou as coletas de fezes corretamente? (1) Sim (2) Néo
Se ndo, por qué?
8. Realizou a coleta de urina corretamente: (1) Sim (2) Nao

Se néo, por qué?

56



Anexo 3: DIARIO DE REGISTRO ALIMENTAR (baseado em WILLETT et al., 1985; KRAUSE et al.,1991

Por favor, preencha de acordo com as orienta¢des dos pesquisadores.

| | Diadasemana: Medida caseira | Peso (se souber informar)
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Anexo 4: DIARIO DE FREQUENCIA, CONSISTENCIA E ESFORCO EVACUATORIO

Numero do participante:

Dias

Horario

Graduacao do esforco

Graduacao da consisténcia

1-Domingo

12 evacuacao

2% evacuagéo

3% evacuacao

2-Segunda-feira

12 evacuacao

2% evacuacao

3% evacuacao

3-Terca-feira

12 evacuacao

2% evacuacao

3% evacuacao

4-Quarta-feira

12 evacuacao

2% evacuagéo

3% evacuagéo

5-Quinta-feira

12 evacuacao

2% evacuagéo

3% evacuagéo

6-Sexta-feira

12 evacuacao

2% evacuagéo

3% evacuagéo

7- Sabado

12 evacuacao

2% evacuagéo

3% evacuagéo

Em algum momento vocé teve mais de 3 evacuagfes? Por favor, relate o dia, horario, esforco e consisténcia.
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Anexo 5: ESCALA PARA ESFORCO EVACUATORIO

1

2

3

4

5

Nenhum esforco

Minimo esforco

Esforco Médio

Esforco

consideravel

Esforco maximo
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Anexo 6: FIGURA PARA ANALISE SUBJETIVA DA CONSISTENCIA DAS FEZES

ESCALA DE BRISTOL PARA CONSISTENCIA DAS FEZES

Pedacos separados,
duros como amendoim

Tipo 01 @ @ @
P Ve @@

) Forma de salsicha,
Tipo 02

mas segmentada

Forma de salsicha, mas
com fendas na superficie

Tipo 03

Tipo 04 ‘ Forma de salsicha ou

cobraq, lisa e mole

o @ Pedacos moles,
-

Tipo 05 & W s contornos nitidos

. ~ Pedacos aerados,
lpeite contornos esgarcados

AQuosa,
Tipo 07 .‘ sem pecas solidos
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Anexo 7: QUESTIONARIO PARA AVALIACAO INTESTINAL

NUmero do participante:

Data do preenchimento:

Que problema intestinal vocé esta tendo?

() Constipagéo ( ) Diarreia () Incontinéncia (perda de fezes)

() Outros (descreva)

Vocé sente 0s seguintes sintomas?

SIM

1. Constipacéo

2. Diarreia

3.Dificuldade em controlar gases

4.Dor abdominal

Se sim, onde esta sua dor abdominal?

5.Dor no reto/anus

6.Dor nas costas (lombar)

Héa quanto tempo vocé tem essa dor?

7.Distensao abdominal/ “inchaco”

8.Vocé sente urgéncia quando precisa evacuar?

9.Quantas evacuacOes vocé tem por semana?

10.Qual foi o maior tempo que ficou sem evacuar?

Surgiu algum outro sintoma que nédo foi questionado ? Se sim, qual?
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Anexo 8: WHOQOL- bref

Este questionario é sobre como vocé se sente a respeito de sua qualidade de vida, saude e outras
areas de sua vida. Por favor, responda a todas as questdes. Se vocé ndo tem certeza sobre que
resposta dar em uma questdo, por favor, escolha entre as alternativas a que lhe parece mais
apropriada. Esta, muitas vezes, podera ser sua primeira escolha. Por favor, tenha em mente seus
valores, aspiracOes, prazeres e preocupagdes. NOs estamos perguntando o que vocé acha de sua
vida, tomando como referéncia a Ultima semana. Por exemplo, pensando na ultima semana, uma

questdo poderia ser:

Nada Muito Médio Muito | Complet

pouco amente

Vocé recebe dos outros o apoio de que 1 2 3 4 5

necessita?

Vocé deve circular o nimero que melhor corresponde ao quanto vocé recebe dos outros o apoio de
que necessita na Ultima semana. Portanto, vocé deve circular o nimero 4 se vocé recebeu "muito”

apoio como abaixo.

Nada Muito Médio Muito | Complet

pouco amente

Vocé recebe dos outros o apoio de que 1 2 3 4 5

necessita?

Vocé deve circular o nimero 1 se vocé néo recebeu "nada” de apoio.

Por favor, leia cada questdo, veja o que vocé acha e circule no numero e lhe parece a melhor

resposta.
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Muito Ruim | Nem ruim, Boa Muito
ruim nem boa Boa
Como vocé avaliaria sua 1 2 3 4 5
qualidade de vida?
Muito Insatisf | Nem Satisfeito | Muito
insatisfeito | eito satisfeito, satisfeito
nem
insatisfeito
Quado satisfeito(a) vocé esta 1 2 3 4 5
com a sua saude?

As questdes seguintes sdo sobre 0 quanto vocé tem sentido algumas coisas nas ultima semana.

Nada Muito Médio Muito | Completame
pouco nte

Em que medida vocé acha que sua 1 2 3 4 5
dor (fisica) impede vocé de fazer
0 que Vocé precisa?
O quanto vocé precisa de algum 1 2 3 4 5
tratamento médico para levar sua
vida diaria?
O quanto vocé aproveita a vida? 1 2 3 4 5
Em que medida vocé acha que a 1 2 3 4 5
sua vida tem sentido?
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7 O quanto vocé consegue se 1 2 3 4 5
concentrar?

8 Quéo seguro(a) vocé se sente na 1 2 3 4 5
sua vida diaria?

9 Quéo saudavel é o seu ambiente 1 2 3 4 5

fisico (clima, barulho, poluicg&o,

atrativos)?

As questles seguintes perguntam sobre quao completamente vocé tem sentido ou é capaz de fazer

certas coisas na ultima semana.

Nada Muito Médio Muito | Completa
pouco mente

10 | Vocé tem energia suficiente para 1 2 3 4 5
seu dia-a-dia?

11 | Vocé € capaz de aceitar a sua 1 2 3 4 5
aparéncia fisica?

12 | Vocé tem dinheiro suficiente para 1 2 3 4 5
satisfazer suas necessidades?

13 | Quédo disponiveis para vocé estdo 1 2 3 4 5
as informagdes que precisa no seu
dia-a-dia?

14 | Em que medida vocé tem 1 2 3 4 5

oportunidades de atividades de

lazer?
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As questdes seguintes perguntam sobre quao bem ou satisfeito vocé se sentiu a respeito de varios

aspectos de sua vida na ultima semana.

Muito Ruim | Nem ruim, Boa Muito
ruim nem boa boa
15 | Quédo bem vocé é capaz de se 1 2 3 4 5
locomover?
Muito Insatisfei | Nem Satisfeito | Muito
insatisfei | to satisfeito, satisfeito
to nem
insatisfei
to
16 | Qudo satisfeito(a) vocé estad com 1 2 3 4 5
0 Seu sono?
17 | Qudo satisfeito(a) vocé estad com 1 2 3 4 5
sua capacidade de desempenhar
as atividades do seu dia-a-dia?
18 | Qudo satisfeito(a) vocé estd com a 1 2 3 4 5
sua capacidade para o trabalho?
19 | Qudo satisfeito(a) vocé esta 1 2 3 4 5
consigo mesmo?
20 | Qudo satisfeito vocé esta com 1 2 3 4 5
suas relagdes pessoais (amigos,
parentes, conhecidos, colegas)?
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21 | Quao satisfeito(a) vocé esta com 1 2 3 4 5
sua vida sexual?

22 | Quao satisfeito(a) vocé estd com o 1 2 3 4 5
apoio que vocé recebe de seus
amigos?

23 | Quao satisfeito(a) vocé esta com 1 2 3 4 5
as condicdes do local onde mora?

24 | Quado satisfeito(a) vocé esta com o 1 2 3 4 5
Seu acesso aos servigos de saude?

25 | Quado satisfeito(a) vocé esta com o 1 2 3 4 5

seu meio de transporte?

As questdes seguintes referem-se a com que frequéncia vocé sentiu ou experimentou certas coisas

na Gltima semana.

Nunca | Algumas | Frequent Muito Sempre
vezes emente | frequente
mente
26 | Com que frequéncia vocé tem 1 2 3 4 5

sentimentos negativos, tais como
mau humor, desespero, ansiedade,

depressédo?

Alguém lhe ajudou a preencher este qUESTIONAIIO?............ccveiveiiiii e

Quanto tempo vocé levou para preencher este qUESLIONATIio?..........ccccevveveeveieeriecve e,

Vocé tem algum comentério sobre o questionario?
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ABSTRACT

Background and aims: Changes in fiber and water intake can affect intestinal physiology. This
simple concept supports the recommendation of increasing fiber and water ingestion to treat
constipation. The aim of our study was to test whether such recommendation is true in healthy
volunteers. Methods: In this open label clinical trial, 19 healthy participants had their basal
characteristics determined (diet, bowel function and intestinal microbiota), followed by
randomization for 14 days treatment with increased fiber consumption (group F) or increased fiber
and water intake (group FW), with reassessment of the variables at the end. Results: Nineteen
participants were analyzed (10 F and 9 FW). Most of them (68.4%) developed one or more
abdominal symptoms during the treatments, particularly the group F as compared to FW (90% vs.
44%; P = 0.034). Both groups had increased number of evacuations per week (group F: 6.8 before
vs 8.8 after; group FW: 8.4 vs 9.9; P < 0.05), whereas group FW had increased fecal weight (71.5 g
vs 126 g; P = 0.020) and water percentage in feces (74.5% vs 78.4%; P = 0.038). Participants
receiving FW had a significant increase in bacteria belonging to the Bacteroides and Prevotella

genus, Faecalibacterium prausnitzii and Bifidobacterium, whereas both F and FW groups had a

reduced number of bacteria belonging to the Desulfovibrio genus. Conclusions: In healthy

volunteers, a higher intake of fiber and water improves
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function but is accompanied by abdominal symptoms, particularly when the dietary fiber is
introduced without changes in water intake. In addition, the intake of fiber and water affects the

microbiome increasing the number of bacteria beneficial to gut health.

Keywords: Alimentary fiber; bowel habit; microbiota; water.
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INTRODUCTION
The gastrointestinal tract is crucial to human homeostasis. Nutrient digestion and absorption are
carried out by small bowel whereas water reabsorption and feces formation and elimination are

performed by the large bowel® 2.

In healthy individuals with regular bowel habits soft stools are
eliminated without any discomfort. Changes in bowel habit are manifested by diarrhea or
constipation, accompanied by abdominal complaints. Indeed, intestinal constipation reaches
approximately 15% of adult Americans and is a major complain during medical appointments at the

primary health care " ®,

In this case, higher consumption of dietary fiber combined with higher
water intake (e.g. 2 liter per day) is one of the most commonly recommended therapeutic
approaches to treat constipation * **.

Dietary fibers are complex carbohydrates that resist to hydrolysis by digestive enzymes. They are
found as soluble and insoluble molecules and are processed at different intestinal segments**°. The
ingestion of both soluble and insoluble fibers is indicated to promote healthy fermentation and fecal
formation in the colonic lumen. According to the Dietary Reference Intakes (DRIS) a daily fiber
ingestion varies from 25 g for women and 38 g for men *’. The major benefits promoted by fiber
consumption are related to feces formation and bowel transit, but low fiber intake may not be
necessarily associated with constipation® 2. In fact, constipated patients may actually improve
their bowel habit with reduction of fiber intake?*.

The increased consumption of dietary fiber has been associated with changes in bowel microbiota.
In healthy individuals the microbiota is formed by more than a thousand species of bacteria, which
participate actively in healthy and illness®® *. To promote bowel homeostasis, the microbiota
should be diverse and abundant, constituted mainly by the phylos Firmicutes, Bacteroidetes and
Actinobacteria, combined with other factors acting to keep the integrity of intestinal barrier®.

Dietary changes can quickly modify the gut microbiota*?, therefore dietary consultation is

recommended to optimize fiber intake.
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Bowel functioning improves with daily intake of at least 2 liters of water'®. After one week of lower
water intake evacuation frequency and stool weight decreases*’. In contrast, an increase in fluid
intake either water or isotonic fluids does not alter substantially the stool volume®. To date, most
studies on bowel constipation have assessed the effect of water or fiber solely. However, a study
addressed the combined action of water and fiber in patients with constipation and chronic use of
laxatives™, with improvement of bowel habit in patients treated with fiber and water.

Here, we aimed to test the recommendation "for your intestines work better, eat more fiber and take
2 liter of water a day" in the following outcomes: abdominal symptoms, frequency of defecation,
stool consistency, physical and chemical characteristics of the stool and changes in intestinal

microbiota.
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METHODS

Participants

In this open-label, randomized, parallel groups clinical trial, twenty healthy volunteers were
recruited through posters displayed at local medical centers. Participants were studied at
Universidade de Passo Fundo. Inclusion criteria were: age between 19 and 50 years, both sexes,
body mass index (BMI) between 18.5 and 29.9 kg/m? and absence of abdominal symptoms.
Exclusion criteria were: use of medications that interfere with the gastrointestinal tract function and
record of abdominal surgery or any acute or chronic disease. The study was approved by the local
Ethical Committee (CAAE: 32307214.4.0000.5342) and all participants signed an informed consent

before entry in the study.

Experimental use of fiber and water

Participants recorded their baseline consumption of fiber, water and FODMAPs in a food diary
(baseline phase). The study included those who had reached no more than 50% of the fiber
recommendation intake and drank no more than 1L of water per day. In the treatment phase, they
were randomized to ingest the supplement containing fibers (Table 1), and maintain water intake
(10 participants, F group) or increase the volume of water (10 participants, FW group). The FW
group received mineral water and ingested 2 liters daily for 14 days. In the last three days of the
treatment phase the participants registered again the food and liquid intake compared with the
baseline phase. Randomization was performed using computerized generator program, with number
offered to the participants in a brown envelope. All steps of randomization and allocations were

carried out by GVRG

Study protocol
Demographic and clinical data were collected and recorded in the first interview after signing the

informed consent. The protocol was composed of two phases (Figure 1). A 7 days baseline phase in
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which participants reported their usual diet on a food dairy in the first 3 days, between Sunday and
Tuesday. Nutrient intake was estimated using ADS nutri software (UFPEL, Pelotas, Brazil).
Participants approved in the baseline phase were then randomized to the second 14 days phase
composed of F and FW groups. During this period participants were asked to report their intestinal
habits including bowel movements, graduation of straining and subjective stool consistency.
Participants were instructed to rank straining using a Likert scale from 1 (minimum) to 5
(maximum), and the Bristol scale for stool consistency. In the last day of treatment phase (Saturday)
participants collected feces and urine of 24 hours, and responded a symptoms questionnaire. Food
and liquid intake were recorded during the last 3 days of treatment for comparison with the baseline
phase stage.

Primary outcomes were abdominal symptoms and bowel habit, whereas secondary outcomes were

physical-chemical characteristics of feces, diuresis and intestinal microbiota.

Feces and urine assessment

Feces were collected in sterile plastic bags, stored in Styrofoam boxes containing chemical ice and
analyzed within 3 hours. At the laboratory, feces were then processed for physical, chemical and
microbiological analyzes, as follows:

1. Physical: the gross weight was measured with a precision scale. After that, a sample of 30 g on
average was taken to evaluate the dry content by drying at 55 °C for 72 h in an oven with forced air
circulation®.

2. Chemical: fecal pH was measured using a potentiometer. For this, 1 g of stool was diluted into 9
ml of miliQ water and properly homogenized with the aid of a vortex.

3. Microbiota analysis by Polymerase Chain Reaction (PCR): the presence of specific populations
of bacteria in feces was estimated by qualitative PCR. DNA was extracted using commercial kit
((Norgen Biotek Corporation, Ontario, Canada), according to guidelines set by the manufacturer.

DNA concentration was measured (ng / I) in nanoespectrofotometer and frozen at -20°C. For PCR,
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we used primers specific for the 16S gene of the following bacteria: All eubacteria group of bacteria
(genus) Bacteroides and Prevotella, Faecalibacterium prausnitzii, genus Bifidobacterium,
Ruminococcus albus, Clostridium butyricum, Clostridium clostridiiforme, bacteria of the
Enterobacteriaceae, Enterococcus faecalis, and genus Desulfovibrio®*>*. DNA fragments were
analyzed by 1% agarose gels and the amount of DNA in each band was quantified using Amersham
Imager 600. Molecular weight markers (50 ng/band) were used to estimate DNA fragment size and
concentration.

Urine of 24 h was collected in specific collector with 2L capacity, in both baseline and treatment

phases.

Statistical analysis

Quantitative data were presented using mean * standard deviation or standard error of the mean.
Qualitative data was expressed as absolute frequency and percentage. Qui-square and t test were
applied when appropriate. Statistical analyzes were performed using the software Graph Prism 4.0
and Winpepi, and used P <5% as indicative of statistical significance.

Sample size was estimated at 20 participants (10 each arm), expecting a decrease of 12 hours in the
interval between stool passage, considering 1 bowel movement each 2 days as the baseline

(expected standard deviation 12 hours, with alfa of 5% and power of 80%).
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RESULTS

Participants

Twenty-one healthy volunteers started the baseline phase of the study. Two participants were
excluded after this phase due to high fiber intake and acute diarrhea. The final analysis was
therefore conducted with data from 19 participants: 10 of group Fand 9 of group FW. No significant
difference was observed between these groups in terms of sex (women: 50% vs. 55%; P = 0.999),
age (31.3£6.3vs.30+7; P =0.677) and BMI (24.2 £ 4 vs. 22.7 + 2.3; P = 0.339). Period of data

collection was between July and December 2015.

Intake of fibers and liquids

Fiber consumption during the baseline phase was similar between groups F and FW, with
approximately 40% of the recommended by DRIS *’. This amount of fibers doubled during the
treatment phases in both F and FW groups, reaching 85% of the recommendation (Table 2). Intake
of water did not differ between groups in the baseline phase, but was significantly higher in the FW
group as compared to F group during the treatments, as expected by the allocation criteria. The
ingestion of liquids other than water was similar at baseline and decreased during the treatments in
the FW group as compared to F group. Overall intake of liquids (water + others) was stable in F
group during the study phases and doubled in the FW group during the treatment as compared to

baseline phase.

Abdominal symptoms and bowel habit

No participant reported symptoms during the 7 days of the baseline phase. Amongst the 19 healthy
volunteers, 13 (68.4%) developed abdominal symptoms during the treatment phases: two presented
constipation (10.5%: one participant from F and one from FW), four reported diarrhea (21%: all
from group F), five complained of abdominal pain (26%: four from group F and one from group

FW), seven reported abdominal distension (37%: four from group F and three from FW), and 8
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complained of defecation urgency (42%: six from group F and two from group FW). Amongst 10
participants who received only fibers 9 (90%) experienced at least one abdominal symptom, as
compared to 4 out of 9 (44%) treated with fiber and water (mid-P = 0.034).

Participants of both groups showed a significant increase in the number of bowel movements per
week during the treatment phases as compared to baseline (Table 3). Straining and stool consistency
did not differ significantly between baseline and treatment phases. When all 19 participants were
analyzed as one group, the average number of bowel movements at baseline was 7.6 per week,

rising to 9.3 during the treatments (p <0.001).

Stool characteristics and diuresis

Participants of the FW group showed a significant increase in both fecal crude weight and
percentage of water in the stools during the treatment as compared to baseline (Table 4), whereas
participants of the F group had no changes in these parameters. Fecal pH did not differ significantly
either in FW or F during treatments.

Diuresis in milliliters increased in participants of the FW group during treatment as compared to
baseline (1104 + 609 vs. 1567 + 578; P <0.001), and remained stable in group F during baseline and

treatment (1146 + 461 vs. 1226 + 514 ml; P = 0.353).

Intestinal microbiota

In the analysis of the 19 participants altogether, changes were observed in the intestinal microbiota
after the treatments: There was a significant increase in the populations of bacteria from the
Bacteroides and Prevotella genus (+1.4; P <0.001), Faecalibacterium prausnitzii (+1.2; P = 0.001),
Bifidobacterium genus (+2.7; P = 0.004) and Ruminococcus albus (+2.2: P = 0.038) after
treatments, while bacteria from the Desulfovibrio genus decreased in number (-6.1; P < 0.001).

The comparisons between F and FW groups also revealed changes in the microbiota, which were

more evident in the FW group (Table 5). This group presented a markedly increase in the amount of
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bacteria from the genus Bacteroides, Prevotella and Bifidobaccterium, and Faecalibacterium
prausnitzii, reaching all participants of FW group. Bacteria from the Desulfovibrio genus were
reduced in both F and FW groups after treatments. This was the only change in microbiota observed

in group F.
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DISCUSSION

The purpose of our study was to test whether the recommendation “For your intestine work
better, eat more fiber and drink 2 liters of water a day” is true for healthy volunteers. We
found that increased consumption of fiber provoked abdominal symptoms in most healthy
volunteers, particularly in whom fiber change was not accompanied by higher water intake.
Fiber may act in the intestinal lumen by increasing fecal volume, as well as gas production,
thereby distending the bowel and provoking symptoms®. Healthy volunteers complained of
abdominal pain, fullness, back pain and changes in bowel habit, including diarrhea and
constipation. These latter two conditions might be related to changes in bowel motility due to
higher fiber content in the intestines®, as here demonstrated with an increase in bowel
movements per week. Longer studies are needed to assess whether such symptoms are
permanent or transient, that the bowel may adapt over time during changes in the diet®. The
predominance of symptoms in participants who received fiber compared to those receiving
fiber and water might be explained by the effect of water and its interaction with fibers in the
intestinal lumen. These findings support the eventual occurrence of abdominal symptoms in
patients treated with fiber?* %8,

Bowel movements increased in both groups but were more pronounced in those treated with
fibers only. A substantial number of healthy volunteers treated with fibers also complained of
defecation urgency. Recent clinical trials indicated that increased consumption of fibers
accelerates the evacuation frequency®® ®°. However, the best response occurred in patients
with constipation in whom increased fiber intake was followed by increased water
consumption, contrasting with our results *°. In our study, no change was observed regarding
fecal consistency and straining. It has been shown that a diet rich in fiber may increase bowel

movements without modifications in fecal consistency®®.
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Physical analysis of feces from baseline and treatment samples revealed augmentation in both
fecal crude weight and percentage of water, limited to the group FW. It has been reported that
the isolate increase in water intake does not modify fecal volume in healthy volunteers*, and
liquid deprivation reduces fecal weight and delay bowel movements*’. Furthermore, changes
in fecal weight may be influenced by the quality of ingested fiber®. A diet restricted to
soluble fibers does not increase fecal volume, unless combined with insoluble fibers. Such
combination might stimulate bacterial proliferation in the intestinal microbiota, increasing the
weight of the stool excretion of dead bacteria’ . Insoluble fibers such as wheat bran also rises
stool volume by its resistance to digestion, exerting osmotic retention of water in the bowel
lumen'®. Our healthy volunteers were treated with a mix of soluble (pectin) and insoluble
(wheat bran) fibers, reaching nearly 90% of DRIS recommendation for healthy fiber intake,
maintaining their habitual diet except water intake that was substantially increased in FW
group. Favorable results from FW group as compared to F group might be explained by
optimization of fibers effect in combination with water in the intestinal physiology. In
agreement, a recent study in healthy volunteers tested the increased consumption of whole
grains without changes in liquid intake and found no change in stool weight®.

We also observed a slight pH drop in feces (~ 0.5 unit) after treatment with fibers, regardless
of water change. Although discreet, fecal acidification due to colonic fermentation of fibers
might be beneficial to intestinal physiology with the production of short chain fatty acids,
which are essential nutrients for the colonocytes®® *°. As expected, participants treated with
fiber and water increased their urine output as compared to baseline. Nevertheless, the
percentage of water in feces also increased in this group, dispelling the belief that ingested
water becomes only urine.

To date, few studies have addressed the effect of changes in fiber and water intake in the

intestinal microbiota. In healthy volunteers, most modifications in bacteria populations
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occured in the FW group. In this group, all participants showed proliferation of the follow
bacteria: genus Bacteroides and Prevotella, Faecalibacterium prausnitzii and genus
Bifidobacterium, representing respectively the phylum Bacteroidetes, Firmicutes and
Actinobacteria. Amongst these, Bacteroidetes and Firmicutes are the dominant phylum in
healthy individuals’®>. The phylum Actinobacteria has also been found abundant, but in a
lower proportion of adults”. It is known that Bifidobacterium, Faecalibacterium prausnitzii
and several Firmicutes are stable during decades in healthy adults, but reduce in number with
changes in diet related to the ageing process’™ . Furthermore, other bacteria usually in lower
counting such as Faecalibacterium prausnitzii may participate in conditions of chronic
inflammation, as observed in patients with Crohn’s disease’®. Our results suggest that higher
intake of fiber and water is healthy to the bowel microbiota, since the number of beneficial
bacteria such as Bifidobacterium genus was markedly increased (430% in group FW).
Although Bifidobacterium comprise only 3% of intestinal bacteria in healthy adult’, they
produce short chain fatty acids, resulting from metabolizing of non-digested carbohydrates,
including cellulose and resistant starch®®. These carbohydrates were provided for our healthy
volunteers, found respectively in wheat bran and green banana flour*® .

The addition of polydextrose or soluble corn fiber affect the number of bacteria present in the
intestinal microbiota, and increases the Bacteroidetes: Firmicutes ratio after inclusion of both
fibers in the diet®”. However, a decrease in butyrate-producing bacteria such as Eubacterias
and Bifidobatérias might be observed. Amongst the SCFA, butyrate is considered the main
source of energy to epithelial cells of the colon®. In our study there was no significant
change in the population of Eubacterium genus, while we observed an increase in the number
of bacteria from the Bifidobacterium genus, suggesting that the combination of fibers here
tested can be superior to that tested by Holscher et al®. Another hypothesis is that their

participants drank less water (data on water intake not found) compared to our study.
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Analyzing our healthy volunteers, bacteria from the Desulfovibrio genus showed the greatest
reduction (-610%) in the population. Desulfovibrio spp are sulfate-reducing, which
participates in the pathogenesis of inflammatory bowel diseases, being therefore considered
an intestinal pathogen.®® 8. The inhibition of these bacteria may be due to proliferation of
probiotic bacteria such as those belonging to the Bifidobacterium genus. However, this does
not explain the reduction of the genus Desulfovibrio observed in group F, suggesting other
mechanisms such as the effect of fiber in the microbiota. More studies are needed to explain
these interactions.

In conclusion, increasing consumption of fiber and water in healthy volunteers improved
bowel habits. However, it provoked abdominal symptoms, particularly when the increase in
fiber consumption was not accompanied by an increase in water intake. A beneficial effect on
the intestinal microbiota was markedly in FW group. Thus, the recommendation "For your
intestine work better, eat more fiber and drink 2 liters of water a day” is true in healthy
volunteers. More studies are needed to test the effects and potential benefits in patients with

constipation and diarrhea.
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TABLES

Table 1. Fibers offered to participants (quantity in g per sachet)

Fiber source / type Women Men
Wheat bran / insoluble 2.6 4.0
Pectin / soluble 2.6 4.0
Green banana flour / resistant starch 1.3 2.0

Each participant should consume 2 sachets a day, totaling 13g for women and 20g for men

(prepared by Natupharma handling pharmacy, Passo Fundo, Brazil).
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Table 2. Intake of fibers and liquids during the baseline and treatment phases

Fiber Fiber + water P
(n=10) (n=9)

Fiber (%)

Baseline 37.2+120 46.2 + 6.6 0.064

Treatment* 83.7+14.0 89.9+59 0.172
Water (mL)

Baseline 618 + 254 538 + 384 0.596

Treatment™* 576.7 £ 218 1989 + 27.24 0.0001
Other liquids (mL)

Baseline 794 + 503 644 + 265 0.435

Treatmentf 766+ 462 360 + 250 0.027
Total liquid (mL)

Baseline 1413 + 560 1183 + 393 0.320

Treatment} 1343 + 492 2348 + 242 <0.001

*Fiber consumption increased during treatments in both groups (p < 0.001). **Water intake
raised in group FW as expected (baseline vs treatment p < 0.001), and remained stable in group
F (p = 0.470). tThe intake of liquids other than water decreased in group FW (baseline vs
treatment p = 0.014), and remained stable in group F (p = 0.695). fOverall intake of liquids
increased in the group FW (baseline vs treatment p = 0.003) and was not modified in group F

(p = 0.391).
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Table 3. Bowel habit during baseline (B) and treatment (T) phases

F/B FIT P FW /B FW/T P
Média £ dp (n=10) (n=10) (n=9) (n=9)
Movimentes / week 68+20 88+29 0.008 84+30 9.9+35 0.048
Straining (Likert 1-5) 21+08 19+08 0391 20+08 17+08 0.143
43+08 0400 38+08 3.8+0.6 0.552

Consistency (Bristol 1-7) 4.1+0.8
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Table 4. Characteristics of the feces during baseline (B) and treatment (T) phases

F/B FIT P B/FW T/FW P
Mean £ SD (n=10) (n=10) (n=9) (n=9)
Crude weight () 82 + 62 96 +52 0.428 71+44 126 £ 71 0.021
Water (%) 71+6 73+6  0.193 74+6 786 0.038
pH 7.7+0.6 7.3+05 0.130 7.7+0.9 73+05 0.080
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Tabela 5. Intestinal microbiota from groups F and FW

Treatment
Fiber (n=10) Fiber + Water (n=9)
Nanograms of Nanograms of
_ Change DNAP Change DNA
Bacteria (%)* (Mean+SEM) (%) (Mean+SEM)
4+ 3 n/lc Baseline After A° P 4+ 3 n/c Baseline  After A P

All Eubacterias 50 40 10 16+19 18+04 1.1 0.631 5 45 0 18+0.6 19405 1.05 0.863
Bacteroides e Prevotella 80 20 O 100+14 130+6 1.3 0.075 100 0 O 96+12 150+6.8* 15  0.002
Faecalibacterium prausnitzii 70 30 O 1504+8.9 160+12 1.1 0.529 100 0 O 130£11 190+5.2* 15 <0.001
Bifidobacterium genus 50 20 30 110+45 200+51 1.8 0.241 100 0 O 61+32 260+48* 4.3  0.006
Ruminococcus albus 70 20 10 2413  63+20 2.6 0.099 67 22 11 41+18 78+20 1.9 0.169
Clostridium butyricum 70 30 O 89+23 120+26 1.3 0.273 45 55 0 95+17 9125 0.0 0.999
Clostridium clostridiiforme 50 40 10 33+4.7 33+48 0.0 00971 78 22 0 26+6.7  40+3.2 15  0.094
Enterobacteriaceae 10 50 40 160+52 120+43 -0.2 0.552 45 33 22 120£39 10034 -0.2 0.789
Enterococcus faecalis 40 30 30 7.3x25 6.4+26 -0.1 0.967 45 22 33 6.4+2.6  7.5+3 1.2 0.544
Genero Desulfovibrio 20 70 10 120423 17+12* -7.0 0.003 22 78 0 81+22  18+10* -45  0.023

® Percentage of participants that showed increase (4), decrease (%) or no change in bacteria population. ° Values indicate DNA quantification
(mean =+ standard error of the mean) obtained after bacterial DNA amplification by PCR, proportional to the amount of DNA present in feces. “A:
proportional change in DNA after treatment with F or FW; *comparisons with significant P value (Mann-Whitney U Test).
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FIGURE LEGEND

Figure 1. Diagram showing participants flow during the study

21 recruited healthy subjects

———>|1 excluded due to high fiber ingestion

20 subjects randomized: 20

10 to increased fiber intake 10 to increased fiber and water intake
14 days 14 days
L ——> |1 excluded due to acute diarrhea
Completed the study: 10 Completed the study: 9
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