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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é composta de um artigo cientifico. Avalia o efeito da utilizacdo da
farinha de chia (Salvia hispanica L.) nas células produtoras de serotonina e mucinas da
mucosa jejunal de ratos obesos. Em consonancia com as regras do Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, o artigo foi redigido de acordo com a revista Plos One
ISSN: 1932-6203 e Fator de Impacto 3,54.

Francielle Veiga Ramalho, Juliana Vanessa Colombo Martins Perles e Maria
Raquel Marcal Natali. “A utilizacao de farinha de chia reduz a adiposidade visceral e

interfere em parametros morfométricos do intestino delgado de ratos obesos”.
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RESUMO GERAL

INTRODUCAO E OBJETIVOS: A obesidade é um problema de saGde mundial.
Ocorre quando o valor cal6rico ingerido é superior ao gasto energético diario,
promovendo o0 armazenamento de energia. Por afetar o equilibrio energético, a obesidade
atua na absorcdo calérica da dieta e 0o comportamento da mucosa intestinal € um
importante elemento associado a doenca. Medidas para prevencéo da obesidade incluem
atividade fisica e ingesta de alimentos funcionais. A chia (Salvia hispanica L.) é um
alimento funcional que apresenta qualidade nutricional relevante, com elevado teor de
minerais, proteinas, fibras e lipidios, destacando-se o alto teor de acidos graxos poli-
insaturados, 6mega-3 e 6mega-6. As fibras encontradas na chia sdo predominantemente
insollveis, as quais aumentam a velocidade do transito intestinal, diminuem a exposi¢ao
dos alimentos a mucosa, e como consequéncia, reduz a absorcao de gorduras alimentares
atuando no controle do peso corporal. Por conter diversos compostos bioativos, promover
homeostase lipidica e acelerar a motilidade, aumentando o transito intestinal, as sementes
de chia sdo atualmente consideradas promissoras no tratamento para reducdo da
obesidade. O intestino delgado adapta-se estruturalmente as condi¢bes no lGmen,
especialmente a tinica mucosa. Esta € revestida por camada Unica e distinta de células
epiteliais, entre estas 0s enterdcitos envolvidos na fragmentacdo e absorcdo dos
nutrientes, as células caliciformes que produzem e secretam mucinas acidas e neutras,
células produtoras de serotonina (5-hidroxitriptamina - 5-HT), as células
enteroendocrinas (EC) entre outras, além de células presentes na lamina prépria,
destacando-se os mastdcitos. Todas estas células e suas secrecdes formam a primeira linha
de defesa da mucosa, a barreira intestinal. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
farinha de chia (Salvia hispanica L.) sobre as células produtoras de mucinas e serotonina
da mucosa intestinal do jejuno de ratos obesos.

MATERIAIS E METODOS: Foram utilizados 20 ratos machos Wistar (Rattus
norvegicus). Aos 21 dias de idade, iniciou-se a inducdo da obesidade, dez animais
receberam dieta rica em carboidratos simples (RCS) composta por racéo triturada, leite
condensado Moca®, acucar cristal e agua e 0s outros dez animais receberam racdo padrédo
para roedores. Aos 90 dias de idade, os animais foram subdivididos em: grupo controle
(C), grupo controle tratado com farinha de chia (C15), grupo obeso (Ob) e grupo obeso
tratado com farinha de chia (Ob15). A farinha de chia foi administrada diariamente por
60 dias, na concentracdo de 0,15g/kg. Foram avaliados o peso corporal aos 21, 90 e 150
dias de idade. Aos 150 dias de idade, ap6s 12 horas de jejum, os animais foram
anestesiados com dose letal de pentabarbitol sédico (120mg/kg de peso corporal, com
lidocaina) por via intraperitoneal. Foi coletado sangue por um cateter implantado na veia
jugular direita para as analises bioquimicas sanguineas. Foram removidos e pesados 0s
tecidos adiposos viscerais: periepididimal, retroperitonial e mesentérico, e tecido adiposo
subcutaneo: inguinal, para a determinagdo da adiposidade. O intestino delgado foi
removido para mensuracdo de comprimento total, e o jejuno utilizado para analises:
histoldgicas, coloracdo de H&E para analise morfométrica; histoquimicas, com Alcian
Blue e PAS para evidenciagdo das células produtoras de mucinas acidas e neutras;
histoquimica com Azul de Toluidina para evidenciacdo de mastocitos e
imunohistoquimicas para evidenciacdo de células produtoras de serotonina, células
enteroendocrinas (EC) e mastocitos imunorreativos a serotonina (5-HT-IR). Constatada
a normalidade, os dados obtidos a partir de imagens capturadas com camera de alta
resolucdo Moticam ® 2500 5.0 Mega Pixel (Motic China Group Co, Shanghai, China),
foram submetidos a Analise de Variancia One-Way (ANOVA) seguida de pds-teste de
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Tukey, por meio do programa GraphPad Prism 6.01. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO: A oferta da dieta RCS produziu ratos obesos, com
aumento significativo do peso corporal e peso dos tecidos adiposos viscerais
(periepididimal, retroperitonial e mesentérico) e subcuténeo (inguinal). O tratamento
diario com farinha de chia por 60 dias para ratos do grupo obeso (Ob15) reduziu
significativamente o peso corporal e o peso dos tecidos adiposos, quando comparados ao
grupo obeso. Os parametros bioquimicos sanguineos, revelaram que ratos obesos (Ob)
apresentaram elevagdo (p < 0,05) nos niveis de triglicerideos, VLDL e redu¢do de HDL,
sem interferir nos niveis glicémicos, colesterol total e LDL. A ingestdo diaria de farinha
de chia no grupo Ob teve efeito positivo, ao reduzir niveis de triglicerideos e VLDL, além
de reestabelecer os niveis de HDL. Também ndo promoveu alteragcdes nos niveis das
transaminases, AST e ALT indicando auséncia de hepatotoxicidade. Nado houve
influéncia da dieta e/ou tratamento com farinha de chia sobre o comprimento do intestino
delgado e largura do jejuno entre os grupos. A morfologia do jejuno manteve organizagéo
histologica padrdo, entretanto foram constatadas alteracbes morfométricas nesse
segmento. Houve aumento significativo na espessura da parede total, tinica mucosa e
altura de vilosidades, e reducao na profundidade das criptas nos ratos obesos. Resultado
considerado como uma resposta adaptativa do 6rgdo aumentando a superficie intestinal
absortiva, comum em casos de sobrecarga alimentar. Nos grupos C15 e Ob15, constata-
se efeito redutor (p<0,05) da farinha de chia nos parametros morfométricos, justificado
pelo alto teor de fibras insolGveis presentes na farinha de chia, que auxiliam na
motilidade, acelerando o transito intestinal e reduzindo a sobrecarga alimentar. As células
caliciformes produtoras de mucinas neutras nao apresentaram diferenca significativa
entre os grupos. As células caliciformes produtoras de mucinas acidas (sulfomucinas-
AB*) também ndo apresentaram diferenca significativa Este resultado pode ser
considerado um mecanismo de protecdo para a barreira intestinal, ja que as sulfomucinas
sdo resistentes as glicosidases bacterianas. As células caliciformes produtoras de mucinas
acidas (sialomucinas/sulfomucinas-AB™) apresentaram reducdo quantitativa no epitélio
jejunal nos grupos obeso e obeso tratado com farinha de chia, devido a interacdo do
produto com o componente mucoso da barreira em ratos obesos, sugerindo um
mecanismo de compensacao fisioldgica. Foi detectada reducdo no nimero de células
enteroenddcrinas produtoras de serotonina (EC) no epitélio jejunal de ratos obesos
qguando comparado ao grupo controle. Esta reducdo pode estar relacionada com sinais de
saciedade, uma vez que a supressdo da ingesta alimentar € mediada pela ativacdo de
receptores de serotonina. O tratamento dos animais obesos com farinha de chia (Ob15),
reverteu esse quadro com aumento significativo dessas células quando comparado com
os animais Ob. A farinha de chia foi efetiva ao atuar no equilibrio do processo de
saciedade. Houve aumento significativo do nimero de mastocitos e mastocitos 5-HT-IR
presentes na lamina propria dos ratos obesos (Ob). Este aumento pode estar relacionado
com o acumulo de eventos inflamatdrios desencadeados pela obesidade. A ingestdo da
farinha de chia ofertada aos animais obesos (Ob15) teve efeito positivo com reducdo no
namero médio destas células.

CONCLUSAO: A ingestdo de farinha de chia (0,15g/kg/peso corporal) reduz o peso
corporal e dos tecidos adiposos viscerais, além de reduzir os niveis de triglicerideos sendo
uma alternativa valida no controle da obesidade, uma vez que ndo possui efeito
hepatotdxico. Tem influéncia sobre a producdo de mucinas e serotonina e reestabelece
variaveis morfométricas da mucosa jejunal de ratos obesos.
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ABSTRACT

INTRODUCTION AND AIMS: Obesity is a worlwide health problem. It occurs
whether the ingested caloric value is higher than the daily energy expenditure, thereby
promoting energy storage. Obesity acts on the caloric absorption of the diet by affecting
the energy balance and the functioning of the intestinal mucosa is an important element
associated with disease. Prevention ways to avoid obesity include physical activity and
functional food intake. Chia (Salvia hispanica L.) is a functional food that has a relevant
nutritional quality, with a high content of minerals, proteins, fibers and lipids, and a high
content of polyunsaturated fatty acids, omega-3 and omega-6. The fibers present in Chia
are predominantly insoluble, which increase the speed of intestinal transit, decreased the
exposure of food to the mucosa, and as a result, reduces the absorption of dietary fats and
control the body weight. Since this plant contains several bioactive compounds, Chia
promotes lipid homeostasis and accelerates intestinal motility and transit, in addition to
chia seeds are currently considered promising in the treatment and to reduction of obesity.
The small intestine structurally adapts to the conditions in the lumen, especially the tunica
mucosa. It is coated by a unique and distinct layer of epithelial cells, including
enterocytes, involved in the fragmentation and absorption of nutrients, goblet cells that
produce and secrete acid and neutral mucins, serotonin secretory cells (5-
hydroxytryptamine - 5-HT), the enteroendocrine cells (EC), etc, as well as cells present
in the lamina propria, mainly mast cells. These cells and their secretions form the first
line of defense of the mucosa, termed intestinal barrier. The objective of this work was to
evaluate the flour effect of chia (Salvia hispanica L.) on the mucin and serotonin secretory
cells of the intestinal mucosa of the jejunum of obese rats.

MATERIALS AND METHODS: Twenty 21-day-old male adult Wistar rats (Rattus
norvegicus) were used. At 21 days of age, obesity induction was performed, ten animals
received a simple carbohydrate-rich diet (SCRD) composed of crushed feed, Moca®
condensed milk, crystal sugar and water. The other ten rats received standard rodent feed.
At 90 days of age, all rats were divided into: control group (C), control group treated with
chia flour (C15), obese group (Ob) and obese group treated with chia flour (Ob15). Chia
flour was administered for 60 days at a concentration of 0.15 g/kg. Body weight at 21, 90
and 150 day of age was evaluated. At 150 day of age, after 12 hours of fasting) the animals
were anesthetized with a lethal dose of pentabarbitol sodium (120 mg/kg body weight of
lidocaine) intraperitoneally. Blood was collected by a catheter implanted in the right
jugular vein for blood biochemical analyzes. The visceral adipose tissue: peri-epididimal,
retroperitoneal and mesenteric, and subcutaneous adipose tissues: inguinal, were removed
and weighed for the determination of adiposity. The small intestine was removed for full
length measurement, and the jejunum was used for histological analysis, from H&E
staining for morphometric analysis; histochemical studies with Alcian Blue and Periodic
Acid Schiff (PAS) for the detection of acid and neutral mucin secretory cells;
histochemistry with Toluidine Blue for labeling mast cells and the detection of serotonin-
secretory cells, enteroendocrine (EC) and serotonin-immunoreactive (5-HT-IR) mast
cells. All data obtained from images captured through high-resolution Moticam® 2500
5.0 Mega Pixel camera (Motic China Group Co., Shanghai, China) were analyzed by one-
way Analysis of Variance (ANOVA), followed by post-hoc Tukey through the program
GraphPad Prism 6.01. Values of p < 0.05 were considered statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION: The diet supplement of the SCRD resulted in obese
rats with a significant increase of body weight and visceral adipose tissue weight (peri-
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epididimal, retroperitoneal and mesenteric) and subcutaneous (inguinal). The treatment
during 60 days of chia flour for obese rats (Ob15) significantly reduced body weight and
adipose tissue weight compared to obese group. The blood biochemical parameters
revealed that obese rats (Ob) demonstrated increase (p < 0.05) in triglyceride levels,
VLDL and HDL reduction, without affecting in glycemic, total cholesterol and LDL
levels. The intake of chia flour in the Ob group had a positive effect by reducing levels
of triglycerides and VLDL, in addition to reestablishing HDL levels. Furthermore, chia
flour also did not promote any changes in the levels of transaminases, AST and ALT,
thereby indicating absence of hepatotoxicity. There was no influence of diet and/or
treatment with chia flour on the length of the small intestine and width of the jejunum
between the groups. The morphology of the jejunum maintained a histological pattern,
however, morphometric alterations were observed in this segment. There was a
significant increase in total wall thickness, mucosal tunica and villus height, and reduction
in crypt depth in obese rats. These results may be considered as an adaptive response of
the organ by increasing the absorptive intestinal surface, commonly found in cases of
alimentary overload. In the C15 and Ob15 groups, the chia flour demonstrated reduction
effect (p < 0.05) in the morphometric parameters due to high content of insoluble fibers
present in this plant, which act in intestinal motility by accelerating intestinal transit and
reducing the food overload. Neutral mucin-producing goblet cells showed no significant
difference between groups. The acidic mucin-producing goblet cells (sulfomucines-AB™)
also showed no significant difference and this result may be considered a protective
mechanism for the intestinal barrier, since sulfomucines are resistant to bacterial
glycosidases. Goblet cells producing acidic mucins (sialomucines/sulfomucines-AB*)
showed quantitative reduction in the jejunal epithelium in the obese and obese groups
treated with chia flour due to the interaction of the product with mucosal component of
the barrier in obese rats, suggesting a mechanism of physiological compensation.
Reduction in the number of serotonin-producing enteroendocrine cells in the jejunal
epithelium of obese rats was observed compared to control group. This reduction may be
related to signs of satiety, since suppression of food intake is mediated by the activation
of serotonin receptors. The treatment of obese animals with chia flour (Ob15) reversed
this situation with a significant increase of these cells compared to Ob animals. Chia flour
was effective by acting in the satiety process equilibrium. There was a significant increase
in the number of mast cells and 5-HT-IR mast cells present in the lamina propria of obese
rats (Ob), this increase may be related to the accumulation of inflammatory effects
triggered by obesity and intake of chia flour had a beneficial effect to obese animals
(Ob15) with a reduction in the mean number of these cells.

CONCLUSION: Intake of chia flour (0.15 g/kg/body weight) reduces body weight and
adipose tissue, as well as reducing triglycerides levels being an alternative for the control
of obesity, since it has no hepatotoxic effect. Chia flour also has influence on the
production of mucins and serotonin and re-establishes morphometric parameters of the
jejunal mucosa of obese rats.

KEY WORDS: obesity, chia flour, goblet cells, mast cells, serotonin.
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RESUMO

A utilizacdo de farinha de chia reduz a adiposidade visceral e interfere em
parametros morfométricos do intestino delgado de ratos obesos

Francielle Veiga Ramalho, Juliana Vanessa Colombo Martins Perles, Maria Raquel
Marcal Natali.

O efeito da farinha de chia (Salvia hispanica L.) sobre as células produtoras de mucinas
e serotonina da mucosa intestinal do jejuno de ratos obesos foram avaliados. Utilizou-se
20 ratos machos Wistar. A obesidade foi induzida aos 21 dias de idade com dieta rica em
carboidratos simples. Aos 90 dias de idade, os animais foram subdivididos nos seguintes
grupos: controle (C), controle tratado com farinha de chia (C15), obeso (Ob) e obeso
tratado com farinha de chia (Ob15). A farinha de chia foi ofertada durante 60 dias
(0,15g/kg). Posteriormente, os animais foram anestesiados, coletados o sangue para
andlises bioquimicas, tecidos adiposos para determina¢do da adiposidade, e jejuno para
as andlises: histoldgicas (HE), histoquimicas (Alcian Blue, PAS, Azul de Toluidina) e
imunohistoquimicas (5-HT-IR). A dieta aumentou o peso corporal e peso dos tecidos
adiposos e a farinha de chia reduziu o peso corporal e tecidos adiposos no grupo Ob15.
Ratos obesos apresentaram niveis de triglicerideos e VLDL elevados, reducdo no HDL e
manutencdo nos niveis glicémicos, colesterol total e LDL. O grupo Obl5 apresentou
reducdo nos niveis de triglicerideos e VLDL, e reestabeleceu HDL. Houve aumento na
espessura da parede total, tunica mucosa e altura de vilosidades, e reducdo na
profundidade das criptas nos ratos Ob, sendo que nos grupos C15 e Obl5 esses
parametros foram reduzidos. As células caliciformes produtoras de mucinas acidas
(sialomucinas/sulfomucinas-AB™) encontravam-se quantitativamente reduzidas nos
grupos Ob e Obl5. Houve reducdo no numero de células enteroenddcrinas
serotoninérgicas nos ratos Ob e reversdo deste quadro no tratado com chia. Houve
aumento no numero de mastocitos e mastocitos 5-HT-IR no grupo Ob e reduc¢édo no grupo
Ob15. A ingestdo de farinha de chia (0,15g/kg/peso corporal) reduz o peso corporal e dos
tecidos adiposos viscerais, além de reduzir os niveis de triglicerideos sendo uma
alternativa valida no controle da obesidade, uma vez que ndo possui efeito hepatotdxico.
Tem influéncia sobre o numero de células produtoras de mucinas e serotonina e
reestabelece variaveis morfométricas da mucosa jejunal de ratos obesos.

PALAVRAS CHAVE: obesidade, farinha de chia, células caliciformes, mastdcitos,
serotonina.

13



233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265

ABSTRACT

The use of chia flour reduces visceral adiposity and interferes in morphometric
parameters of the small intestine of obese rat

Francielle Veiga Ramalho, Juliana Vanessa Colombo Martins Perles, Maria Raquel
Marcal Natali.

The effect of chia flour (Salvia hispanica L.) on mucin and serotonin producing cells of
the intestinal mucosa of the jejunum of obese rats. Male Wistar rats were used. Obesity
was induced at 21 days of age with a simple carbohydrate-rich diet. At 90 days, the
animals were subdivided into the following group: control (C), control treated with chia
flour (C15), obese (Ob) and obese treated with chia flour (Ob15). Chia flour was
administered for 60 days (0.15 g/kg). The animals were anesthetized, blood collected for
biochemical analysis, adipose tissue for the determination of adiposity, and jejunum for
the histological (HE), histochemical (Alcian Blue, PAS, Toluidine Blue) and
immunohistochemical analyzes (5-HT-IR). The diet increased body weight and adipose
tissue weight and a chia flour reduced body weight and adipose tissues in the Ob15 group.
Obese rats presented high levels of triglycerides and VLDL, reduction in HDL and
maintenance in glycemic, total cholesterol and LDL levels. The Ob15 group reduced
triglyceride and VLDL levels, and reestablished HDL. There was an increase in total wall
thickness, mucosal tunica and villus height, and reduction in crypt depth in Ob rats,
groups C15 and Ob15 reduced these parameters. As acidic mucin-producing goblet cells
(sialomucins/sulfomucines-AB™) were quantitatively reduced in the Ob and Ob15 groups.
There was a reduction in the numbers of enteroendocrine serotonergic cells in Ob group
and the Ob15 group reversed this behavior. There was an increase in the number of mast
cells and 5-HT-IR mast cells in the Ob group and reduction in the Ob15 group. Intake of
chia flour (0.15 g/kg/body weight) reduces body weight and adipose tissue, as well as
reducing triglycerides levels being an alternative for the control of obesity, since it has no
hepatotoxic effect. Chia flour also has influence on the production of mucins and
serotonin and re-establishes morphometric parameters of the jejunal mucosa of obese rats.

KEY WORDS: obesity, chia flour, globet cells, mast cells, serotonin.
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ABREVIACOES

5-HT: 5-hidroxitriptamina, serotonina

ALA: acido alfa linolénico

ALT: alanina aminotransferases

AST: aspartato aminotransferases

EC: célula enteroenddcrina

HDL.: lipoproteina de alta densidade

LDL.: lipoproteina de baixa densidade

VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade
RCS: dieta rica em carboidratos simples
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1. INTRODUCAO

A obesidade € um problema de satde mundial que atinge cerca de 650 milhdes de
pessoas, sendo 13% da populacdo adulta [1]. No Brasil, uma em cada cinco pessoas esta
acima do peso. A prevaléncia da doenca passou de 11,8%, em 2006, para 18,9%, em 2016
[2]. Economicamente, sdo gastos cerca de 3,6 bilhdes de reais por ano do setor publico
brasileiro com doencas relacionadas a obesidade, tornando de extrema importancia a
busca por solu¢fes que minimizem este quadro [3].

Fatores genéticos, fisioldgicos, ambientais, psicolégicos, sociais e econdmicos
estdo associados a incidéncia da obesidade [4].

O balanco energético desequilibrado é o que leva a obesidade, isso ocorre quando
o valor caldrico ingerido é superior ao gasto energético diario, promovendo o
armazenamento de energia [5]. A obesidade também é caracterizada como um estado
inflamatdrio de baixa intensidade, uma vez que o tecido adiposo branco produz citocinas
ou adipocitocinas que estdo envolvidas nesse processo inflamatério [6]. Por afetar o
equilibrio energético, atuando na absorcdo caldrica da dieta, o comportamento da
microbiota intestinal destaca-se também como elemento importante associado a
obesidade [7].

Medidas para prevencdo e consequentemente das doencas relacionadas a
obesidade incluem atividade fisica e ingestdo de alimentos funcionais. Segundo Mufioz
et al [8], a chia (Salvia hispanica L.), conhecida popularmente como “salvia espanhola”,
“artemisa espanhola”, “chia mexicana” e “chia negra” ¢ um alimento funcional, pertence
a familia das lamiaceas, oriunda de areas montanhosas do oeste e centro do Meéxico. Seu
consumo ¢ registrado desde o periodo pre-colombiano pelos astecas e maias, porém nos

ultimos anos, essa semente ganhou elevada notabilidade devido as caracteristicas
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nutricionais com resultados positivos relacionados a determinadas doencas, tais como
diabetes, obesidade e inflamacgdes de modo geral [9].

A chia apresenta qualidade nutricional relevante, com elevado teor de minerais,
proteinas, fibras e lipidios, destacando-se o alto teor de &cidos graxos poli-insaturados,
O0mega-3 e O0mega-6 [10]. Entre os acidos graxos, o &cido alfa linolénico (ALA)
pertencente ao grupo 6mega-3, € o mais abundante, seguido do acido linoleico (LA), do
grupo 6mega-6. A absorcdo de ALA e seus metabolitos pela membrana dos enterdcitos
do intestino delgado de ratos tratados com 6leo de chia por 21 dias apresentou-se elevada,
indicando modificacdes na composicdo dos acidos graxos do tecido, tornando possivel a
utilizacdo de ALA para reposicdo nutricional de acidos graxos poli-insaturados [11].

As fibras encontradas na chia sao predominantemente insolaveis [12], as quais
aumentam a velocidade do transito intestinal, diminuem a exposicdo dos alimentos a
mucosa e, como consequéncia, reduz a absorcdo de gorduras alimentares [13] atuando no
controle do peso corporal [14]. Por conter diversos compostos bioativos, as sementes de
chia sdo atualmente consideradas promissoras no tratamento e reducdo da obesidade
[15,8,12].

Reducéo do peso corporal, circunferéncia abdominal e melhora do perfil lipidico
apos ingestdo diaria por 12 semanas de 35g de farinha de chia por individuos obesos e
com sobrepeso foram obtidos por Toscano et al [16].

A utilizag&o de chia por roedores em modelos experimentais de obesidade séo
atualmente discutidos. Ratos induzidos a obesidade por dieta rica em carboidratos e
gordura e tratados com semente de chia durante 8 semanas, apresentaram reducdo da
adiposidade visceral, contetdo de lipidios totais e melhora na tolerancia a glicose e

insulina [17]. Ratos alimentados com dieta rica em gordura e frutose e posteriormente
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tratados com chia (semente e 6leo), no periodo de 6 e 12 semanas, promoveram melhora
no estado oxidativo do figado e plasma [18] e na intoleréncia a glicose e insulina [19].

Em condig¢des nutricionais normais, apds suplementacédo por 14 dias de farinha de
chia em ratos, ocorreu reducdo significativa no ganho de peso corporal e na
digestibilidade, justificada pela alta concentracdo de fibras, compostos fendlicos e acidos
fiticos presentes na farinha de chia, que formam um complexo viscoso com o conteudo
intestinal, constituindo uma barreira e reduzindo a absorcdo. Ja a suplementacéo por 28
dias reduziu os niveis de glicose, o perfil lipidico e alteraram a morfometria intestinal,
com aumento na profundidade das criptas e espessura da tdnica muscular no intestino
grosso. Os autores concluem que a farinha de chia promove homeostase lipidica e acelera
a motilidade, aumentando o transito intestinal [20].

O intestino delgado adapta-se estruturalmente as condicdes no lumen,
especialmente a tdnica mucosa, atrofiando quando ha menor aporte de nutrientes e
hipertrofiando quando ha sobrecarga alimentar [21]. Esta mucosa é revestida por camada
Unica e distinta de células epiteliais, os enterdcitos envolvidos na fragmentacéo e absorcao
dos nutrientes. Além dos enterdcitos, compdem o epitélio intestinal, as células-tronco
para renovacdo celular, células caliciformes secretoras de muco e células
enteroenddcrinas produtoras de varios hormdnios, dentre eles a serotonina (5-
hidroxitriptamina - 5-HT), entre outras células [22].

Compondo a barreira intestinal e formando assim a primeira linha de defesa da
mucosa intestinal, as células caliciformes, sintetizam e secretam mucinas neutras e 4cidas.
Sua secrecdo pode ser constitutiva, de baixo nivel, em condigdes fisioldgicas normais, ou
acelerada, em respostas a estimulos, como hormdonios e mediadores inflamatorios [23,24].

Auséncia de variagdo no numero de células caliciformes produtoras de mucinas

neutras foi constatado por Soares et al [25] no ileo de camundongos obesos; outros autores

18



349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

encontraram reducéo significativa nas células caliciformes produtoras de mucinas acidas
e neutras no ileo de ratos obesos [26] e reducdo de células caliciformes produtoras de
mucinas neutras nas criptas do célon de ratos alimentados com dieta hipercalérica [27].

Além das células caliciformes, a mucosa intestinal apresenta células produtoras
de 5-HT, as células enteroendocrinas (EC), que compdem o epitélio intestinal e os
mastocitos, localizados na lamina prépria. Ambas as células disponibilizam 5-HT
circulante para as plaquetas e ativam enterdcitos adjacentes e células imunes da parede
intestinal [28,29]. Estimulos quimicos, mecanicos e nutricionais podem induzir a
secrecdo de 5-HT na parede intestinal [30]. O ciclo da 5-HT comeca com a estimulacéo
alimentar na mucosa do intestino, 0 que aumenta a atividade enzimatica da triptofano
hidroxilase (TpH1), levando a sintese de serotonina. Respostas diferenciadas com relacao
a dindmica dessas células quanto ao aspecto quantitativo sdo reportadas na literatura, com
manutencdo do nimero no jejuno e aumento no ileo de camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica [25], aumento no intestino grosso de ratos submetidos a restricdo
alimentar [31] e aumento no ndmero e nos niveis de 5-HT em modelos experimentais de
colite em ratos [32].

Os mastocitos desempenham papel importante na regulacdo da sensibilidade
visceral digestoria e na permeabilidade vascular no intestino delgado [33]. De acordo com
Groschwitz et al [34], camundongos deficientes geneticamente em mastécitos apresentam
reducdo na permeabilidade basal das células epiteliais do jejuno com alteracdes na
arquitetura e barreira intestinal.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da farinha de chia (Salvia hispanica
L.) sobre 0 nimero de células produtoras de mucinas e serotonina da mucosa intestinal

do jejuno de ratos obesos.
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2 RESULTADOS

2.1 Parametros Fisiologicos

A oferta de dieta rica em carboidratos simples (RCS) a ratos Wistar do desmame
(21 dias) até 150 dias resultou em animais obesos, com aumento significativo do peso
corporal (Tabela 1) e aumento do peso dos tecidos adiposos viscerais: periepididimal,
retroperitonial e mesentérico, e tecido adiposo subcutaneo: inguinal (Tabela 2). A analise
da adiposidade indica aumento significativo acima de 75% em todos os subtipos,
alcancando 102% no tecido adiposo mesenterico.

Tabela 1. Peso corporal (em gramas) de ratos com 21 dias, 90 dias e 150 dias. Grupos:
controle (C); controle tratado com farinha de chia (C15); obesos induzidos por dieta RCS*
(Ob) e obesos induzidos por dieta RCS e tratados com farinha de chia (Ob15). Resultados

expressos em média + erro padrdo. n=5.

Peso corporal (g)

Grupo
21 dias 90 dias 150 dias
C 45,60+ 0,73° 415,00 +6,90° 441,00 + 10,532
Ci15 44,80 + 1,327 412,60 + 7,862 439,10 + 14,312
Ob 45,00 + 0,54° 479,00 + 21,628 543,20 + 31,05°
Ob15 45,00 £ 1,33° 415,90 + 31,89? 482,60 + 15,342

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05). Andlise de variancia
One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey. *RCS- Dieta rica em carboidratos simples.

Tabela 2: Média (em gramas) do tecido adiposo visceral: periepididimal (PE),
retroperitonial (RET), mesentérico (MES) e somatéria total (TO) e tecido adiposo
subcutaneo: inguinal (ING), de ratos dos grupos: controle (C); controle tratado com
farinha de chia (C15), obesos induzidos por dieta RCS* (Ob), e obesos induzidos por
dieta RCS* e tratados com farinha de chia (Ob15). Resultados expressos em média + erro

padrédo. n=5.
C C15 Ob Ob15
PE (9) 1,57 + 0,092 1,63 +0,09? 2,77 +0,16° 1,85 + 0,09
RET (9) 1,62 +0,13° 1,74 + 0,10%¢ 3,08 +0,14° 2,21+0,12°
MES (g) 0,74 + 0,092 0,88 +0,12° 1,52 +0,05° 1,07 +£0,12°
ING (g) 2,04 + 0,22 1,93 +0,25° 3,90 + 0,03 2,01 + 0,07
TO (9) 5,97 +0,38? 6,17 + 0,472 11,27 +0,29° 7,13 +0,33?

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05). Analise de
variancia One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey. *RCS- Dieta rica em carboidratos simples
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O tratamento diario com farinha de chia no grupo obeso (Obl5) reduziu
significativamente o peso corporal (Tabela 1) e peso dos tecidos adiposos avaliados,
quando comparados ao grupo obeso (Tabela 2).

Os parametros bioquimicos sanguineos estdo expressos na tabela 3. Os ratos
obesos (Ob) apresentaram elevacdo (p<0,05) nos niveis de triglicerideos, VLDL e
reducdo de HDL, sem interferir nos niveis glicémicos, colesterol total e LDL, quando

comparados com grupo controle.

Tabela 3. Glicemia (Gli), triglicerideos (TGL), colesterol total (Col. Total), lipoproteina de
alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL), Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT)
de ratos. Grupos: controle (C); controle tratado com farinha de chia (C15), obesos induzidos
por dieta RCS* (Ob) e obesos induzidos por dieta RCS* e tratados com farinha de chia

(ODb15). Resultados expressos em média + erro padrdo. n=5.

C C15 Ob Ob15

Gli (mg/dl) 83,70 £ 1,49° 81,79 £ 2,722 80,01 + 6,692 83,40 £ 2,652
TGL (mg.dL™?) 67,80 £ 9,18? 96,80 * 6,422 144,20 £ 9,26° 99,00 * 5,367
Col. Total 85,80 +6,15* 82,00+8,72* 101,00 +4,76* 91,80 +5,78?
(mg.dLt)

HDL (mg.dL?)  4440+247° 37,80+2,80*° 30,72+0,87° 43,60 + 1,10°
LDL (mg.dL™?) 27,84 + 6,41° 24,14 + 9,782 41,44 +£ 4,272 28,40 + 6,832
VLDL (mg.dL") 1356+184° 20,00+1,14° 2884+185° 19,80 + 1,07°
AST (U.LY) 65,80 + 5,832 62,60 + 1,752 64,00 + 4,212 60,40 + 4,232
ALT (U.LY) 33,20 + 1,39° 31,20 + 1,242 32,80 + 2,352 29,40 + 1,032

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05). Analise de variancia
One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey. *RCS- Dieta rica em carboidratos simples.

A ingestdo diaria de farinha de chia no grupo Ob foi efetiva na reducdo de

triglicerideos e VLDL, além de reestabelecer os niveis de HDL. N&o foram detectadas

alteracbes nos niveis das transaminases AST e ALT, indicando auséncia de

hepatotoxicidade.
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2.2 Parametros Morfométricos Intestinais

N&o houve influéncia da dieta e/ou tratamento com farinha de chia sobre o
comprimento do intestino delgado (ID) e largura do jejuno entre 0s grupos. As
mensuracOes obtidas para comprimento do ID e largura do jejuno, respectivamente,
foram: C (91,60 + 5,55cm) e (1,09 £ 0,05cm); C15 (75,80 + 4,98cm) e (1,16 £ 0,06cm);
Ob (88,20 £ 3,04cm) e (1,14 £ 0,05cm); Ob15 (79,20 + 2,29cm) e (1,00 £ 0,05cm).

A morfologia do jejuno, independente do grupo analisado manteve organizagédo
histoldgica padréo caracteristica das tunicas mucosa, submucosa, muscular e serosa, no
entanto com variacdes do comportamento morfométrico entre os grupos (Tabela 4).

Houve aumento significativo na espessura da parede total, tinica mucosa e altura
das vilosidades no jejuno de ratos obesos comparados com ratos controle. Nos grupos
C15 e Ob15, a farinha de chia preveniu o aumento da espessura e da altura da altura das
vilosidades do jejuno (p<0,05) da farinha de chia para os parametros citados, comparados
com os respectivos grupos C e Ob. Menor profundidade das criptas foi obtida entre os

grupos C15 comparado ao C e grupos Ob15 comparando ao Ob.

Tabela 4. Morfometria jejunal de ratos: parede total (PT), mucosa (Mu), altura de vilos
(1), profundidade de criptas (Cr). Grupos: controle (C); controle tratado com farinha de
chia (C15); obesos induzidos por dieta RCS* (Ob) e obesos induzidos por dieta RCS e

tratados com farinha de chia (Ob15). Resultados expressos em média + erro padrdo. n=5.

C C15 Ob Ob15
PT (um) 646,05 + 6,65° 596,97 +5,34° 678,38 +3,48° 617,22 + 4,98
Mu (um) 549,79 5522 490,71+ 4,16° 57553 +297° 538,04 + 4,15
Vi (um) 382,99 + 3,58 340,56 +2,61° 419,90 +2,12° 406,28 + 3,391
Cr (um) 148,19 +1,93* 136,01 +1,46° 13925+1,29° 123,68 + 1,08°

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05). Analise de
variancia One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey. *RCS- Dieta rica em carboidratos simples

2.3 Células produtoras de mucinas
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O indice de células caliciformes produtoras de mucinas neutras (histoquimica
PAS™) e mucinas acidas (histoquimica AB™) do epitélio jejunal estdo apresentados na
Figura 1. As mucinas acidas coradas com Alcian Blue foram classificadas conforme o
pH, sendo pH 1.0 marcador de sulfomucinas e pH 2.5 marcador de sialomucinas e
sulfomucinas.

Os animais alimentados com a dieta RCS apresentaram menor nimero de células
produtoras de mucinas acidas (sialomucinas e sulfomucinas), mas ndo as células
produtoras de mucinas acidas (sulfomucinas) e mucinas neutras. O tratamento com
farinha de chia no grupo obeso (Obl5) revelou efeito nas células produtoras de
sialomucinas e sulfomucinas, com reducdo significativa do seu numero quando
comparado com o grupo C, mas sem diferenca significativa quando comparado com o

grupo Ob.

Figura 1: Mucosa jejunal de ratos. Histoquimica de células produtoras de mucinas acidas
AB*pH 1,0 em (A) e pH 2,5 em (C) e mucinas neutras PAS™ em (E). Aumento de 400x.
Em B, D e F, nimero médio de células caliciformes nos diferentes grupos: controle (C);
controle tratado com farinha de chia (C15); obesos induzidos por dieta RCS* (Ob); obesos
induzidos por dieta RCS* e tratados com farinha de chia (Ob15). One-Way ANOVA
seguido de pos-teste de Tukey, letras distintas indicam diferenca significativa p<0,05.

n=5. *RCS: dieta rica em carboidratos simples.

2.4 Células produtoras de serotonina
Foi detectada reducdo no numero de células enteroenddcrinas produtoras de
serotonina no epitélio jejunal de ratos obesos na ordem de 52% (p < 0,05) quando

comparado ao grupo controle. O tratamento dos animais obesos com farinha de chia
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(Ob15), reverteu esse quadro com aumento significativo dessas células quando
comparado com os animais Ob (Figura 2).

Figura 2: Mucosa jejunal de ratos. Imunoperoxidase para células enteroenddcrinas
serotoninérgicas. Aumento de 100x em (A) e 40x em (B). Em (C) numero médio de
células enteroenddcrinas serotoninérgicas. Grupos: controle (C), controle tratado com
farinha de chia (C15), obesos induzidos por dieta RCS* (Ob) e obesos induzidos por dieta
RCS* e tratados com farinha de chia (Ob15). One-Way ANOVA e pés-teste de Tukey.
Letras distintas indicam diferenca significativa p<0,05 (n=5). *RCS: dieta rica em

carboidratos simples.

Na lamina propria, mastocitos evidenciados por meio de histoquimica com Azul
de Toluidina estdo apresentados na Figura 3 (A). Houve aumento significativo do nimero
de mastocitos presentes na lamina propria do jejuno dos ratos obesos (Ob) na ordem de
22%, comparado ao grupo C. A ingestdo da farinha de chia ofertada a animais obesos
(Ob15) reestabeleceu o numero médio destas células. Ao considerar mastocitos
imunorreativos a serotonina (mastocitos 5SHT-IR), constatou-se mesmo comportamento,
com aumento significativo no grupo Ob na ordem de 188%, comparado ao grupo C. A
ingesta de farinha de chia mostrou-se eficiente ao reduzir significativamente o nimero de
mastécitos 5-HT-IR cerca de 50% grupo Ob15 quando comparado ao grupo Ob (Figura

3,CeD).

Figura 3: Lamina prépria da mucosa jejunal de ratos. Em (A) Histoquimica com Azul
de Toluidina para mastocitos (seta), em (C) Imunoperoxidase para mastocitos 5-HT-IR
(seta). Aumento de 100x. Em (B) numero médio de mastdcitos e em (D) nimero médio

de mastocitos 5-HT-IR. Grupos: controle (C), controle tratado com farinha de chia (C15),
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493  obesos induzido por dieta RCS* (Ob) e obesos induzido por dieta RCS* e tratados com
494  farinha de chia (Ob15). One-Way ANOVA e p6s-teste de Tukey. Letras distintas indicam

495  diferenca significativa p < 0,05 (n=5). *RCS: dieta rica em carboidratos simples.
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3 DISCUSSAO

Este estudo demonstra que a ingestdo de quantidade elevada de carboidratos
simples na alimentacgdo, resulta em aumento de peso corporal e da adiposidade visceral,
comprovando que este modelo experimental é ideal para o estudo da obesidade. Este
modelo é caracterizado segundo Lima et al [35], que utilizaram dieta hipercalorica por 19
semanas, pelo aumento do peso corporal, da ingestdo alimentar, de niveis plasmaticos de
acidos graxos e de triglicerideos em ratos.

Nossos resultados tambem estdo de acordo com os obtidos por Abu-Elsaad et al
[36], que obtiveram aumento significativo no peso corporal de ratos tratados com dieta
rica em carboidratos e gorduras durante 8 semanas. Camundongos alimentados com dieta
rica em gordura durante 60 dias [25] e durante 56 dias [37] também apresentaram
aumento significativo da adiposidade visceral, corroborando nossos resultados.

A ingestdo de farinha de chia, alimento funcional com comprovada qualidade
nutricional, devido ao alto teor de minerais, proteinas, fibras e lipidios [10], por 8
semanas, reduziu significativamente o peso corporal de ratos obesos. Resultados distintos
foram obtidos para ratos obesos tratados com semente e 6leo de chia por 6 e 12 semanas,
que nao apresentaram efeito sobre o peso corporal e a circunferéncia abdominal [19] e
elevacdo do peso corporal [17] em ratos obesos tratados por 8 semanas com semente de
chia.

Segundo Silva et al [20], o tratamento com farinha de chia por 14 dias em ratos
controle promove reducdo no peso corporal, justificada pela alta digestibilidade de
proteina promovida pela chia, contrapondo com nossos resultados para animais controle
tratados com farinha de chia, que ndo apresentaram diferenca significativa neste

parametro.
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Os valores obtidos para o perfil lipidico em nosso estudo, demonstram aumento
significativo de triglicerideos e VLDL e reducéo significativa de HDL nos ratos obesos,
similares a outros trabalhos encontrados na literatura, tanto para triglicerideos [35,38]
quanto para HDL [38], decorrentes da obesidade.

A ingestdo de farinha de chia pelos ratos obesos (grupo Ob15), apresentou efeito
positivo considerando a reducdo obtida para os niveis de triglicerideos e VLDL,
reestabelecendo a niveis normais.

Para animais controle (C15), a ingestéo de farinha de chia ndo interferiu no perfil
lipidico avaliado, discordando de Silva et al [20] que demonstra reducdo significativa de
LDL e VLDL em ratos controle tratados com farinha de chia.

Independente da obesidade e/ou ingestdo de farinha de chia, o valor glicémico foi
mantido entre 0s grupos, o que estd de acordo com os resultados de Lima et al [35]
utilizando a mesma dieta e Almeida et al [39] utilizando ratos obesos por dieta cafeteria.
Resultados divergentes sdo encontrados na literatura com relacdo a possivel efeito da
obesidade, com elevacdo da glicemia em ratos [38] e camundongos [37]. A reducdo da
glicemia apos utilizacdo de farinha de chia por 28 dias em ratos ndo obesos foram obtidos
por Silva et al [20].

Os niveis das transaminases AST e ALT nao diferiram significativamente entre
0s grupos, indicando auséncia de hepatotoxicidade em todos o0s grupos. Aumento
significativo de transaminases em ratos controle tratados com farinha e semente de chia
durante 28 dias, foi obtido por Silva et al [20], entretanto sdo valores situados na faixa de
normalidade para ratos [17]. Em contrapartida, Marineli et al [19], demonstraram que 0
tratamento de ratos obesos com 6leo de chia, por 6 e 12 semanas, e com semente de chia
por 12 semanas, reverte os niveis elevados de AST e ALT que foram desencadeados pela

obesidade.
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Parametros morfométricos intestinais

N&o houve efeito da obesidade e/ou ingestdo de farinha de chia sobre o
comprimento do intestino delgado e largura do jejuno, assim como a indugdo de
obesidade por dieta de cafeteria em ratos, do desmame (21 dias) até os 120 dias de idade
também ndo diferiram quanto ao comprimento do intestino delgado [40]. Ja,
camundongos alimentados com a dieta rica em gordura por 8 semanas apresentaram
reducdo do comprimento intestinal, e manutencao na largura do jejuno [25].

A morfologia do jejuno apresentou organizacao histologica padrdo, independente
do grupo analisado. As caracteristicas das tanicas mucosa com relacéo aos tipos celulares
presentes no epitélio e lamina propria, ao arranjo de vilos e criptas; tunica submucosa,
muscular externa e serosa, sao compativeis a descri¢bes classicas da parede jejunal
[41,42] e especificamente, de roedores [25,39].

A analise morfométrica da espessura da mucosa, altura de vilos e profundidade de
criptas, além da espessura da parede total jejunal, apresentou variacdes significativas.
Constatou-se que a dieta RCS promoveu aumento da espessura da parede total, tinica
mucosa e altura de vilos e reduziu a profundidade das criptas. Esse comportamento
encontra similaridade em outros modelos de obesidade no jejuno de camundongos, em

que se observou aumento significativo da altura de vilos e parede total, aléem da reducéo de

profundidade de cripta [25] e com ratos alimentados com dieta cafeteria dos 21 aos 120 dias

de idade, que apresentaram aumento significativo na altura de vilos do jejuno [39].
Ratos alimentados com dieta de cafeteria dos 21 aos 120 dias de idade,

apresentaram aumento significativo na altura dos vilos do jejuno, assim como nossos

achados, entretanto neste estudo houve manutencéo da profundidade de cripta [39].
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Efeitos da farinha de chia sobre parametros morfomeétricos intestinais sdo escassos
na literatura. Nossos resultados demonstram que ratos controle e obesos tratados com
farinha de chia, apresentaram reducéo significativa da espessura da parede total, tinica
mucosa e altura de vilo. Contrariamente, um aumento na profundidade das criptas do
intestino grosso, de ratos normais tratados com chia relatado por Silva et al [20].

Assim, ao se considerar que a obesidade interferiu na morfometria intestinal,
principalmente com elevacéo dos parametros, espessura de tunica mucosa, altura de vilos
e espessura de parede total, considera-se que ocorreu uma resposta adaptativa deste 6rgédo
[43] aumentando a superficie intestinal absortiva e a parede total, comum em casos de
sobrecarga alimentar [21]. Ao utilizar a farinha de chia nos ratos obesos, houve efeito
redutor nestes parametros. Isto pode ser explicado pelo alto teor de fibras insolUveis
presentes na farinha de chia, que auxiliam na motilidade, acelerando o transito intestinal

e reduzindo a sobrecarga alimentar [13].

Células produtoras de mucina e serotonina

A barreira intestinal € o componente funcional do intestino que separa 0 meio
externo do meio interno [44], evitando a entrada de macromoléculas e materiais
antigénicos do lumen intestinal para a circulacdo sistémica [45]. Sua integridade é
fundamental para garantir a homeostase intestinal.

Ratos alimentados com dieta rica em gordura por 6 semanas apresentam
alteracdes em componentes importantes da barreira intestinal, com reducéo da expresséo
da proteina claudina-4 presente nas juncdes oclusivas do epitélio, e aumento das células
M, envolvidas com func¢bes imunes do intestino, como resposta causada pela inflamacao

decorrente da obesidade [46].
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Nosso trabalho deu énfase ao comportamento das células produtoras de mucinas
e de serotonina da mucosa do jejuno de ratos. A célula caliciforme € responsavel por
sintetizar e secretar mucinas acidas e neutras [23]. As mucinas acidas apresentam acido
sialico (sialomucinas) ou grupos sulfato (sulfomucinas) na sua estrutura. As sialomucinas
possuem propriedade de eliminacgéo de radicais hidroxila, devido ao acido sialico presente
na sua composicdo [27]. Ja as sulfomucinas protegem o intestino contra a translocacao
bacteriana, pois sdo menos degradadas pelas glicosidases das bactérias [47]. As mucinas
neutras estdo aumentadas quando hd maior viscosidade do muco, com o intuito de
espessar a camada mucosa [48].

O tipo de dieta, a microbiota e produtos de fermentacdo podem determinar a forma
e secrecdo do muco no epitélio intestinal através da regulacdo das células caliciformes
[49], com implicacBes sobre o numero dessas células. Com relacdo as mucinas neutras
(PAS"), nossos resultados indicam manutencdo no nimero de células caliciformes no
jejuno dos quatro grupos experimentais, podendo-se inferir que a dieta RCS e/ou 0
tratamento com chia, ndo teve efeito sobre estas células. Resultado semelhante foi obtido
no jejuno com manuten¢do do numero de células caliciformes em camundongos obesos
por dieta hiperlipidica [25]. Divergindo de nossos resultados, Scoaris et al [50] obtiveram
reducdo no namero de células caliciformes no jejuno de ratos obesos por dieta de
cafeteria, e Truter et al [27] também obtiveram reducéo de células caliciformes produtoras
de mucinas neutras nas criptas do intestino grosso (colo) de ratos alimentados com dieta
hipercalorica. Redugdo de células caliciformes também € relatada em modelo de restri¢éo
calorica no colo proximal de ratos [31].

Quando analisamos as células produtoras de mucinas &cidas, encontramos
resultados divergentes conforme o pH utilizado. Houve efeito apenas nas células

produtoras de sialomucinas e sulfomucinas (AB* pH 2,5), com reducdo no nimero de
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células caliciformes nos ratos obesos e obesos tratados com chia. Segundo Silva et al [20],
ratos tratados com farinha de chia por 14 dias apresentam reducdo da digestibilidade,
decorrente da alta concentracdo de fibras, compostos fenolicos e &cidos fiticos, que
formam um complexo viscoso com o conteudo intestinal, constituindo uma barreira e
reduzindo a absorcdo. Consideramos que a interacdo da farinha de chia com o
componente mucoso da barreira dos animais obesos (Ob15), justifica a reducao obtida,
possivelmente relacionada a um mecanismo de compensacao fisiologica.

Um fator importante a ser considerado é a associa¢do do tipo de dieta com a
microbiota [51], refletindo no funcionamento das células do epitélio intestinal. O numero
de células caliciformes produtoras de sulfomucinas (AB* pH 1,0) foi mantido em todos
0s grupos. As sulfomucinas exercem papel protetor da mucosa intestinal contra a
translocacéo bacteriana, por possuirem resisténcia as glicosidases [46] e a manutenc¢éo do
seu nimero poderia minimizar alteracdes da barreira intestinal.

Na mucosa intestinal, as células enteroenddcrinas (EC) produtoras de serotonina
(5-HT), estdo localizadas no epitélio, e na lamina propria, 0s mastocitos.

A serotonina produzida por EC atua como mediador pré-inflamatoério e modula a
permeabilidade intestinal, alterando as caracteristicas funcionais da barreira [52,53].

Nossos resultados indicam efeito da dieta RCS sobre as células enteroenddcrinas
serotoninérgicas levando a reducdo significativa do seu nimero. Uma vez que a obesidade
é caracterizada como um quadro inflamatorio [6] era de se esperar um aumento no nUmero
de células enteroenddcrinas imunorreativas a 5-HT, 0 que ndo aconteceu.

Em pacientes com Doenca Inflamatdria Intestinal, Magro et al [54] detectaram
reducdo significativa dos niveis de 5-HT nas células enteroenddcrinas da mucosa quando
comparada a individuos controle. A reducédo dos niveis de 5-HT nos tecidos inflamados

foi acompanhada por reducédo significativa nos niveis de receptores de serotonina (5-
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HIAA), sugerindo uma diminuicao na taxa de utilizacdo de 5-HT, desaminacéo reduzida
da amina, capacidade reduzida das ECs em sintetizar 5-HT ou ainda redu¢@o no nimero
dessas celulas.

Manutenc¢do do numero de células enteroenddcrinas no duodeno, jejuno e ileo de
pacientes com Sindrome do Intestino Irritdvel foi constatado por Wang et al [55],
entretanto com reducédo do conteddo de 5-HT no jejuno. Por outro lado, experimentos
com camundongos knockout com auséncia de receptores da recaptacdo de serotonina
(SERT) indicam que niveis aumentados de 5-HT, intensificam processos inflamatorios
[56].

A resposta obtida com relacdo as células serotoninérgicas indicam que
possivelmente um quadro inflamatorio inicial decorrente da obesidade, pode ter sido
revertido por um processo de adaptacdo do animal devido ao longo periodo experimental.

Apesar de ndo avaliarmos o comportamento dos animais relacionados a saciedade,
é um fator que deve ser considerado ao se associar a produ¢do de serotonina, uma vez que
o0s sinais de saciedade decorrentes do intestino também envolvem a liberacdo de 5-HT,
sendo que a supressdo da ingestdo alimentar é mediada inteiramente pela ativacdo
simultanea de receptores 5-HT3 e CCK1 [57,58].

Os animais obesos tratados com a farinha de chia apresentaram aumento
significativo no nimero destas células, aproximando-os dos niveis dos animais controle.
Como o controle de saciedade é mediado pela liberacdo de 5-HT, a chia atua
positivamente no equilibrio desse processo. Devido ao percentual de fibras encontrados
na semente de chia, seu consumo aumenta a saciedade e diminui a ingestdo calorica
[59,60,61] sendo benéfica para a saude, melhorando quadros de obesidade, doencas

cardiovasculares e diabetes tipo 2 [60].
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A migracdo celular do epitélio intestinal e funcdo de barreira séo
homeostaticamente reguladas pelos mastocitos, de acordo com Groschwitz et al [34], ao
relatarem que camundongos deficientes em mastocitos tem alterado a estrutura e funcao
da barreira intestinal, com reducdo da migracdo do epitélio e da permeabilidade, e
presenca de alteracbes na arquitetura intestinal. Quando estimulados, os mastocitos
liberam mediadores inflamatorios, como serotonina e proteases, bem como citocinas pro-
inflamatdrias [62]. Os fatores quimiotaticos produzidos pelos mastdcitos aumentam o
recrutamento de células inflamatodrias, resultando em amplificacdo da reacdo inflamatoria
[63].

Em nosso estudo, 0 numero de mastocitos e mastocitos imunoreativos a serotonina
(5-HT-IR) presentes na lamina propria do jejuno de ratos obesos (grupo Ob) apresentaram
aumento significativo. Esse aumento pode ser consequéncia do acumulo de eventos
inflamatdrios, causados pela obesidade [64]. Segundo Lee [65], dietas ricas em gordura
aumentam a liberacdo de fator de necrose tumoral alfa do intestino, alteram a imunidade
da mucosa, ativam o0s mastocitos, aumentam a permeabilidade vascular e alteram
membranas intestinais.

Assim, 0 aumento no nimero de mastdcitos corresponde a uma resposta imune
elevada, podendo promover alteracdes de barreira intestinal [33]. Aumento no nimero de
mastacitos ocorreu no jejuno e ileo de camundongos com diarreia alérgica [66], na lamina
prépria do intestino delgado e grosso em individuos com doenca inflamatéria intestinal
[67] e em casos de colite ulcerativa, houve aumento de mastdcitos imunorreativos a
serotonina na mucosa do intestino grosso [68].

A ingestdo da farinha de chia conseguiu impedir o aumento do nimero dos

mastocitos e mastocitos 5-HT-IR, mantendo os valores semelhantes ao controle. Dessa
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691 maneira a farinha de chia apresenta resultado positivo sobre a manutencdo de

692  componentes da barreira intestinal em ratos obesos.
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4. CONCLUSAO

A ingestéo de farinha de chia (0,15g/kg/peso corporal) reduz o peso corporal e peso
do tecido adiposo visceral, além de reduzir o nivel de triglicerideos e melhorar os niveis
de HDL, sendo uma alternativa valida no controle da obesidade, uma vez que nao possui
efeito hepatotdxico. Tem influéncia o nimero de células produtoras de mucinas e

serotonina e reestabelece variaveis morfométricas da mucosa jejunal de ratos obesos.
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5. METODOLOGIA
Todos os procedimentos que envolvem o uso de animais foram realizados de
acordo com os principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Estadual de Maringa (Parecer n. 7153110316).

5.1 Animais

Foram utilizados 20 ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa, aos 21 dias de idade e
transferidos para o Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas e
submetidos a fotoperiodo com iluminacdo de claro e escuro de 12 horas e temperatura de
23°C.

5.2 Regime alimentar

Os ratos foram mantidos em caixas de polipropileno (46x24x20cm, quatro
animais por caixa) e distribuidos inicialmente em dois grupos experimentais. Dez animais
receberam racdo padrdo para roedores (Nuvilab — Curitiba PR, Brasil) e para inducdo da
obesidade, dez animais receberam dieta rica em carboidratos simples (RCS) composta
por racdo triturada, leite condensado Moca®, acUcar cristal e dgua [35]. A tabela 5
apresenta a composicdo e valores nutricionais das dietas utilizadas. Todos 0s animais
tiveram livre acesso a dgua e alimento.

Tabela 5. Valores nutricionais da dieta padréo e da dieta rica em carboidratos simples (RCS)

Valores Nutricionais Dieta padréo Dieta RCS
Calorias (kcal/100g de dieta) 292 318
Carboidratos (%) 57,2 68
Proteinas (%) 30 16
Gorduras (%) 12,5 16
Agua (%) 12,5 27
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5.3 Administracdo da farinha de Chia

Quando atingiram a idade de 90 dias, os animais do grupo controle e obeso foram
subdivididos em quatro grupos adicionais (n=5):

> Grupo controle (C): animais alimentados com dieta padrao

> Grupo controle com farinha de chia (C15): animais alimentados com
dieta padréo e 0,159 de farinha de chia por kg de peso corporal por 60 dias;

> Grupo obeso (Ob): animais alimentados com dieta RCS;

> Grupo obeso com farinha de chia (Ob15): animais alimentados com
dieta RCS e 0,15g de farinha de chia por kg de peso corporal, por 60 dias.

A semente de chia foi adquirida em loja de produtos naturais, em quantidade
suficiente para o desenvolvimento completo do estudo. Este procedimento visou evitar o
uso de sementes de diferentes lotes com variacdo da composicdo. As sementes foram
trituradas em laboratdrio, utilizando liquidificador. A farinha de chia foi administrada aos
animais sob a forma de suspensao em agua filtrada, na concentracdo de 15mg por 0,5mL,
empregando-se a técnica de gavagem, cinco vezes na semana, sempre no mesmo horario
(16 horas). O volume administrado foi de 0,5mL para cada 100g de peso corporal. Os
animais controle e obesos que nao foram tratados com a farinha de chia, foram submetidos
a gavagem recebendo agua filtrada (0,5mL para cada 100g de peso corporal), para que 0s
animais passassem pelo mesmo estresse de contencdo que os animais tratados com a

farinha de chia.

5.4 Peso corporal e coleta de 6rgaos
O peso corporal dos animais foi avaliado aos 21, 90 e 150 dias de idade. Aos 150
dias de idade, apds jejum de 12 horas, o sangue foi coletado por um cateter de silicone

implantado na veia jugular direita para as anélises bioquimicas sanguineas. Os animais
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foram anestesiados com dose letal de pentabarbitol sédico (120mg/kg de peso corporal,
com lidocaina) por via intraperitoneal.

Foram removidos e pesados os tecidos adiposos periepididimal, retroperitonial,
inguinal e mesentérico, para a determinacdo da adiposidade. O intestino delgado foi
removido para mensuracdo do seu comprimento, sendo mensurada a largura do jejuno.
As amostras desse segmento foram utilizados para analises histologicas, histoquimicas e

imunohistoquimicas.

5.5 Andlises bioquimicas

Parte do sangue coletado de cada animal foi adicionado em tubo com heparina
para dosagem de glicose e o restante foi deixado em um tubo sem anticoagulante para
obtencdo do soro que foi utilizado para dosagem de AST (Aspartato Aminotransferase),
ALT (Alanina Aminotransferase), colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL),
baixa densidade (LDL), e muito baixa densidade (VLDL) e triglicerideos. As amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. As andlises foram realizadas por meio
de kits comerciais (Gold Analisa Diagnostica Ltda, Minas Gerais, Brasil) de acordo com

as especificacdes do fabricante em espectrofotdmetro Bioplus 2000.

5.6 Processamento histolégico

O jejuno foi fixado em solugdo de paraformaldeido 4% durante seis horas e
armazenado em alcool 70%. Posteriormente as amostras foram desidratadas em série de
concentracgdes crescentes de alcool (80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol e incluidas
em parafina.

Foram obtidos cortes semisseriados de 5 um de espessura em microtomo Leica

RM 2145, dispostos em laminas com solucdo de poli-L-lisina (Sigma- Aldrich, St. Louis,
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MO, EUA), sendo mantidos cinco cortes por lamina/animal, para realizacao dos seguintes
procedimentos:

5.6.1 Avaliacdo Morfoldgica e Morfométrica do Jejuno

A coloracdo com Hematoxilina-Eosina foi utilizada para avaliacdo morfologica e
morfométrica da mucosa intestinal, altura de vilos, profundidade das criptas e parede
total.

Inicialmente foi realizada a desparafinizacdo com xilol, seguido da hidratacdo em
bateria de alcool com concentracdes decrescentes. Posteriormente, utilizou-se os corantes
Hematoxilina de Harris por 20 segundos, e Eosina por 30 segundos. Apos coloragdo, 0s
cortes foram desidratados com bateria de alcool crescente seguido de diafanizacdo com

xilol e montados sob laminula com resina sintética Permount®.

5.7 Evidenciacdo de Células Produtoras de Mucinas Acidas e Neutras

5.7.1 Alcian Blue pH 1.0 e pH 2.5

A histoguimica com Alcian Blue evidencia as mucinas acidas produzidas pelas
células caliciformes, com pH 1.0 para identificar sulfomucinas e pH 2.5 para identificar
sialomucinas e sulfomucinas. Apos a desparafinizacdo com xilol, as amostras foram
hidratadas em bateria de alcool com concentracdes decrescentes. Posteriormente,
utilizou-se a solucdo de Alcian Blue (pH 1.0 e 2.5) por 40 minutos e contracoloragcdo com
Hematoxilina de Meyer por 30 segundos. Apos coloracdo, os cortes foram desidratados
com bateria de alcool crescente seguido de diafanizacdo com xilol e montados sob

laminula com resina sintética Permount®.

5.7.2 Acido Periddico de Schiff (PAS)
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A histoguimica com PAS evidencia as mucinas neutras produzidas pelas células
caliciformes. Inicialmente foi realizada a desparafinizacdo com xilol, seguido da
hidratacdo em bateria de alcool com concentracdes decrescentes. Posteriormente, foi
realizada a oxidacdo com Acido Periddico 1% por 5 minutos. A seguir, foi tratado com
Reativo de Schiff por 15 minutos, seguido de trés banhos em agua sulfurosa.
Posteriormente foi feita a contra coloracdo com Hematoxilina por um minuto. Apos
coloracdo, os cortes foram desidratados com bateria de alcool crescente seguido de

diafanizaco com xilol e montados sob laminula com resina sintética Permount®.

5.8 Evidenciacdo de Células Produtoras de Serotonina

5.8.1 Histoquimica para evidenciacao de mastocitos (Azul de toluidina)

Inicialmente foi realizada a desparafinizacdo com xilol, seguido da hidratagdo em
bateria de alcool com concentracdes decrescentes. Posteriormente, utilizou-se o corante
Fucsina-Laranja G por um minuto, e corante Azul de Toluidina a 60°C por 5 minutos.
Apbs coloracdo, os cortes foram desidratados com bateria de alcool crescente seguido de
diafanizacio com xilol e montados sob laminula com resina sintética Permount®.

5.8.2 Imunohistoquimica para evidenciacéo de células serotoninérgicas (5-HT-
IR)

Inicialmente foi feito a desparafinizacdo com xilol, seguido de hidratacdo em
bateria de alcool com concentracfes decrescente. Apés hidratado, o material foi mantido
por 5 minutos em solugdo tampao PBS 0,1M pH7,4. Foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddgena, seguida de lavagem em PBS acrescida de Triton X-100 0,5%, por
cinco minutos. Posteriormente foi feito bloqueio das reacdes inespecificas com PBS,

Triton x-100 0,5%, soro de burro e Albumina do Soro Bovino (BSA), por uma hora em
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temperatura ambiente. A incubacdo foi feita com anticorpo primario anti-5HT (anti-
coelho, 1:500) por 24 horas a 4°C.

Ap0s este periodo, a incubacdo do anticorpo secundario foi realizada com anti-
coelho conjugado com HRP (Horseradish peroxidase) (1:500) por duas horas em
temperatura ambiente. Sequencialmente realizadas lavagens PBS+Triton, revelagdo com
Di-amino-benzina (DAB) por 10 minutos e lavagem com A&gua destilada e
contracoloracdo com Hematoxilina de Meyer por 30 segundos. Apos, os cortes foram
desidratados com a bateria de alcool crescente seguido de diafanizacdo com xilol e

montados sob laminula com resina sintética Permount®.

5.9 Analises

As imagens obtidas nas diferentes técnicas foram capturadas com camera de alta
resolucdo Moticam ® 2500 5.0 Mega Pixel (Motic China Group Co, Shanghai, China),
acoplado a um microscépio Motic BA 400 (Motic China Group Co, Shanghai), conforme
segue:

5.9.1 Avaliacdo morfométrica do jejuno

A partir de imagens de cortes corados com hematoxilina e eosina, foi avaliado a
espessura da tunica mucosa e parede intestinal total, mensuracdo da altura de vilos e
profundidade das criptas com resultado expresso em um. Foram realizadas 90
mensuracOes aleatdrias por animal na objetiva de 10X [69].

5.9.2 Quantificacao de células caliciformes

Para avaliar o numero de celulas caliciformes evidenciadas pelo método
histoquimico P.A.S e Alcian Blue, foram quantificadas 2500 células em vilosidades
integras e orientadas longitudinalmente, com o auxilio do microscépio optico Olympus

BX41, utilizando objetiva de 40X. A raz&o entre o nimero de células caliciformes e o
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namero de enterdcitos na vilosidade foi definida como o indice de células caliciformes
(IC), sendo: IC = (N° de células caliciformes / N° total de células na vilosidade) X 100
[25].

5.9.3 Quantificacdo das células enteroenddcrinas serotoninérgicas

O numero de células imunorreativas a serotonina do epitélio foi quantificada a
partir de imagens capturadas na objetiva de 10x, imunomarcadas com peroxidase. Foi
quantificado o nimero médio de células em 90 vilos/criptas/animal.

5.9.4 Quantificacdo de mastdcitos

O ndmero de mastdcitos presentes na lamina préopria da tdnica mucosa foi
quantificada a partir de imagens coradas com Azul de Toluidina e a partir de imagens de
mastocitos imunorreativos para serotonina (5-HT-IR). As imagens foram capturadas na
objetiva de 40x e quantificado o namero médio de células em 80 campos/animal (11,8

mm?2). Resultado expresso em pumz,

5.10 Analise estatistica

Constatada a normalidade dos dados obtidas por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov ou Shapiro Wilk, os dados foram submetidos a analise de variancia One-Way
(ANOVA) seguida de pos-teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média +
erro padréo e os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Para analise dos dados utilizou-se os programas GraphPad Prism 6.01.
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Figura 1: Mucosa jejunal de ratos. Histoquimica de células produtoras de mucinas acidas
AB*pH 1,0 em (A) e pH 2,5 em (C) e mucinas neutras PAS* em (E). Aumento de 40x.
Em B, D e F, nimero médio de células caliciformes nos diferentes grupos: controle (C);
controle tratado com farinha de chia (C15); obesos induzidos por dieta RCS* (Ob); obesos
induzidos por dieta RCS* e tratados com farinha de chia (Ob15). One-Way ANOVA
seguido de pos-teste de Tukey, letras distintas indicam diferenca significativa p < 0,05.

n=5. *RCS: dieta rica em carboidratos simples.
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Células enteroendécrinas serotoninérgicas
a

Figura 2: Mucosa jejunal de ratos. Imunoperoxidase para células enteroenddcrinas
serotoninérgicas. Aumento de 10x em (A) e 40x em (B). Em (C) nimero médio de células
enteroenddcrinas serotoninérgicas. Grupos: controle (C), controle tratado com farinha de
chia (C15), obesos induzido por dieta RCS* (Ob) e obesos induzido por dieta RCS* e
tratados com farinha de chia (Ob15). One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey. Letras
distintas indicam diferenca significativa p < 0,05 (n=5). *RCS: dieta rica em carboidratos

simples.
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Figura 3: Lamina propria da mucosa jejunal de ratos. Em (A) Histoquimica com Azul
de Toluidina para mastdcitos (seta), em (C) Imunoperoxidase para mastocitos 5-HT-IR
(seta). Aumento de 100x. Em (B) nimero médio de mastocitos e em (D) nimero médio
de mastdcitos 5-HT-IR. Grupos: controle (C), controle tratado com farinha de chia (C15),
obesos induzido por dieta RCS* (Ob) e obesos induzido por dieta RCS* e tratados com
farinha de chia (Ob15). One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey. Letras distintas indicam

diferenca significativa p < 0,05 (n=5). *RCS: dieta rica em carboidratos simples.
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Submission Guidelines

About the Journal

PLOS Biology publishes original research articles of outstanding scientific significance.
We will consider manuscripts of any length; we encourage the submission of both
substantial full-length bodies of work and “Short Reports” that document novel biological
findings that might be based on a more limited range of experiments. The key criteria are
that the work clearly demonstrates its novelty, its importance to a particular field as well
as its interest to those outside that discipline, and conclusions that are justified by the
study.

PLOS Biology also considers outstanding methods and resource papers. We will consider
manuscripts that report novel methods or improvements to current methodologies that
significantly out-perform the state-of-the-art or that show the potential to address, for the
first time, a pressing biological question. The reported method should be thoroughly
validated, and while presenting new biological insights is encouraged, this is not a
requirement for consideration. Resource papers should provide an exceptionally valuable
tool for the community that could spur future research.

The journal also considers primary research that would be of interest to the clinical and
pre-clinical research communities. To be appropriate for PLOS Biology, translational
biological research should demonstrate the potential to advance our insights into the
understanding, detection, diagnosis, prevention, and/or treatment of human disease.

In addition to studies offering biological insight, the journal also features data-driven
meta-research articles of broad relevance to the biological sciences. The meta-research
section addresses issues related to the design, methods, reporting, verification, and
evaluation of research. It also encompasses research into the systems that evaluate and
reward individual scientists and institutions. We welcome both exploratory and
confirmatory research that has the potential to drive change in research and evaluation
practices in the life sciences and beyond. This includes experimental, observational,
modeling, and meta-analytic research. Themes include, but are not limited to,
transparency, established and novel methodological standards, sources of bias (conflicts
of interest, selection, inflation, funding, etc.), data sharing, evaluation metrics,
assessment, reward, and funding structures.

The writing style should be concise and accessible. Editors will make suggestions for how
to achieve this, as well as suggestions for cuts or additions that could be made to the
article to strengthen the argument. Our aim is to make the editorial process rigorous and
consistent, but not intrusive or overbearing. Authors are encouraged to use their own
voice and to decide how best to present their ideas, results, and conclusions.

Style and Format

File format: Submit the manuscript file in DOC, DOCX, or PDF format. Your file should
not be locked or protected.If you have written your manuscript in LaTeX, please submit
as a PDF. Read the LaTeX guidelines.

Length: Manuscripts can be any length. There are no restrictions on word count, number
of figures, or amount of supporting information.
We encourage you to present and discuss your findings concisely.

Font: Use a standard font size and any standard font, except for the font named “Symbol”.

To add symbols to the manuscript, use the Insert — Symbol function in your word
processor or paste in the appropriate Unicode character.
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Headings: Limit manuscript sections and sub-sections to 3 heading levels. Make sure
heading levels are clearly indicated in the manuscript text.

Layout and spacing: Manuscript text should be double-spaced. Do not format text in
multiple columns.

Page and line numbers: Include page numbers and line numbers in the manuscript file.
Use continuous line numbers (do not restart the numbering on each page).

Footnotes: Footnotes are not permitted. If your manuscript contains footnotes, move the
information into the main text or the reference list, depending on the content.

Language: Manuscripts must be submitted in English. You may submit translations of the
manuscript or abstract as supporting information. Read the supporting information
guidelines.

Abbreviations: Define abbreviations upon first appearance in the text.

Do not use non-standard abbreviations unless they appear at least three times in the text.
List all non-standard abbreviations (with definitions) in alphabetical order in a separate
section at the beginning of the manuscript. Keep abbreviations to a minimum.

Reference style: PLOS uses “Vancouver” style, as outlined in the ICMJE sample
references.

Equations:

We recommend using MathType for display and inline equations, as it will provide the
most reliable outcome. If this is not possible, Equation Editor or Microsoft's
Insert—Equation function is acceptable. Please do not embed equations as images.
Avoid using MathType, Equation Editor, or the Insert—Equation function to insert single
variables (e.g., “a®> + b*> = ¢?”), Greek or other symbols (e.g., B, A, or ' [prime]), or
mathematical operators (e.g., X, >, or *) in running text. Wherever possible, insert single
symbols as normal text with the correct Unicode (hex) values.

Do not use MathType, Equation Editor, or the Insert—Equation function for only a
portion of an equation. Rather, ensure that the entire equation is included. Equations
should not contain a mix of different equation tools. Avoid “hybrid” inline or display
equations, in which part is text and part is MathType, or part is MathType and part is
Equation Editor.

Nomenclature: Use correct and established nomenclature wherever possible.

Units of measurement: Use Sl units. If you do not use these exclusively, provide the Sl
value in parentheses after each value. Read more about Sl units.

Drugs: Provide the Recommended International Non-Proprietary Name (rINN).

Species names: Write in italics (e.g., Homo sapiens). Write out in full the genus and
species, both in the title of the manuscript and at the first mention of an organism in a
paper. After first mention, the first letter of the genus name followed by the full species
name may be used (e.g., H. sapiens).

Genes, mutations, genotypes, and alleles: Write in italics. Use the recommended name by
consulting the appropriate genetic nomenclature database (e.g., HUGO for human genes).
It is sometimes advisable to indicate the synonyms for the gene the first time it appears
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in the text. Gene prefixes such as those used for oncogenes or cellular localization should
be shown in roman typeface (e.g., v-fes, c-MYC).

Allergens: The systematic allergen nomenclature of the World Health
Organization/International Union of Immunological Societies (WHO/IUIS) Allergen
Nomenclature Sub-committee should be used for manuscripts that include the description
or use of allergenic proteins. For manuscripts describing new allergens, the systematic
name of the allergen should be approved by the WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-
committee prior to manuscript publication. Examples of the systematic allergen
nomenclature can be found at the WHO/IUIS Allergen Nomenclature site.

Manuscript Organization
Most manuscripts should be organized as follows. Instructions for each element appear
below.

Title page with author list and author affiliations

Abstract

Introduction

Results

Discussion

Materials and Methods

Acknowledgments

References

Other elements

Figure files: Upload separately. Do not put figure files in the manuscript body.
Figure captions: Insert immediately in the manuscript text after the first paragraph
in which the figure is cited.

Tables and boxes: Insert immediately in the manuscript text after the first
paragraph in which the table or box is cited.

Supporting Information files: Upload separately.

Supporting Information captions: List captions at the end of the manuscript file.

VVVYVYYVVVYY

vV VY
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Parts of a Submission
Title page: Include a title page as the first page of the manuscript file with the title,
authors, and affiliations.
Include a full title and a short title for the manuscript using the following format:
» Titles should be written in sentence case (only the first word of the text, proper
nouns, and genus names are capitalized).
» Avoid specialist abbreviations if possible.
» For clinical trials, systematic reviews, or meta-analyses, the subtitle should
include the study design.

Title Length Guidelines Examples

Full 250 Specific, descriptive, concise, and | Impact of cigarette smoke exposure on innate

title characters | comprehensible to readers outside | immunity: A Caenorhabditis elegans model

the field Solar drinking water disinfection (SODIS) to

reduce childhood diarrhoea in rural Bolivia: A
cluster-randomized, controlled trial

Short | 70 State the topic of the study Cigarette smoke exposure and innate immunity

title characters SODIS and childhood diarrhoea
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Authorship requirements

All authors must meet the criteria for authorship as outlined in the authorship policy.
Those who contributed to the work but do not meet the criteria for authorship can be
mentioned in the Acknowledgments.

The corresponding author must provide an ORCID iD at the time of submission by
entering it in the user profile in the submission system.

Author names and affiliations
During initial submission, enter author names on the title page of the manuscript. If your
manuscript is selected for peer review, you will also add author details to the submission
system.
On the title page, write author names in the following order:

v" First name (or initials, if used)

v" Middle name (or initials, if used)

v" Last name (surname, family name)
Each author on the list must have an affiliation. The affiliation includes department,
university, or organizational affiliation and its location, including city, state/province (if
applicable), and country. Authors have the option to include a current address in addition
to the address of their affiliation at the time of the study. The current address should be
listed in the byline and clearly labeled “current address.” At a minimum, the address must
include the author’s current institution, city, and country.
If an author has multiple affiliations, enter their full list of affiliations on the title page. In
the submission system, enter only the preferred or primary affiliation. Author affiliations
will be listed in the typeset PDF article in the same order that the authors are listed in the
submission.
Author names will be published exactly as they appear on the manuscript title page. Please
double-check the information carefully to make sure it is correct.

Corresponding authorship

Designate at least one corresponding author on the title page. Include an email address
for each corresponding author listed on the title page of the manuscript.

We do not restrict the number of corresponding authors that may be listed on the article
in the event of publication. Whoever is designated as a corresponding author on the title
page of the manuscript file will be listed as such upon publication.

You can only designate one corresponding author that will communicate with the journal
about the manuscript during editorial consideration. The submitting author is
automatically designated the corresponding author in the system upon submission. If you
need to change the corresponding author during editorial consideration, email the journal.

Abstract

The Abstract comes after the title page in the manuscript file.

The Abstract succinctly introduces the manuscript. It should mention the techniques used
without going into methodological detail and mention the most important results.

The Abstract is conceptually divided into the following three sections: Background,
Methodology/Principal Findings, and Conclusions/Significance. However, the Abstract
should be written as a single paragraph without these headers.

Do not include any citations in the Abstract. Avoid specialist abbreviations.

Introduction
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The Introduction should put the focus of the manuscript into a broader context. As you
compose the Introduction, think of readers who are not experts in this field. Include a
brief review of the key literature. If there are relevant controversies or disagreements in
the field, they should be mentioned so that a non-expert reader can delve into these issues
further. The Introduction should conclude with a brief statement of the overall aim of the
reported research and a comment about whether that aim was achieved.

Priority claims
Manuscripts should not include priority claims. For example, “the first demonstration of
this” should be changed to “the first demonstration, to our knowledge, of this.”

Results

The Results section should provide details of all of the experiments that are required to
support the conclusions of the paper, including information on the number of replicates
(if relevant to ensure replicability). There is no specific word limit for this section, but
details of experiments that are peripheral to the main thrust of the article and that detract
from the focus of the article should not be included. The section may be divided into
subsections, each with a concise subheading. The Results section should be written in
past tense.

PLOS journals require authors to make all data underlying the findings described in their
manuscript fully available without restriction, with rare exception.

Large data sets, including raw data, may be deposited in an appropriate public repository.
See our list of recommended repositories.

For smaller data sets and certain data types, authors may provide their data within
supporting information files accompanying the manuscript. Authors should take care to
maximize the accessibility and reusability of the data by selecting a file format from
which data can be efficiently extracted (for example, spreadsheets or flat files should be
provided rather than PDFs when providing tabulated data).

For more information on how best to provide data, read our policy on data availability.
PLOS does not accept references to “data not shown.”

Discussion

The Discussion should spell out the major conclusions and interpretations of the work
including some explanation on the significance of these conclusions. How do the
conclusions affect the existing assumptions and models in the field? How can future
research build on these observations? What are the key experiments that must be done?
The Discussion should be concise and tightly argued. If warranted, the Results and
Discussion may be combined into one section.

Materials and Methods

The Materials and Methods should provide enough detail for reproduction of the findings.
Submit detailed protocols for newer or less established methods. Well-established
protocols may simply be referenced.

Details of algorithms and protocol documents for clinical trials, observational studies, and
other non-laboratory investigations may be uploaded as supporting information. These
are not included in the typeset manuscript, but are downloadable and fully searchable
from the HTML version of the article. Read the supporting information guidelines for
formatting instructions.

We recommend and encourage you to deposit laboratory protocols in protocols.io, where
protocols can be assigned their own persistent digital object identifiers (DOIs).
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Those who contributed to the work but do not meet our authorship criteria should be listed
in the Acknowledgments with a description of the contribution.

Authors are responsible for ensuring that anyone named in the Acknowledgments agrees
to be named.

Do not include funding sources in the Acknowledgments or anywhere else in the
manuscript file. Funding information should only be entered in the financial disclosure
section of the submission system.

References
Any and all available works can be cited in the reference list. Acceptable sources include:

» Published or accepted manuscripts

» Manuscripts on preprint servers, providing the manuscript has a citable DOI or
arXiv URL. Read the Preprint Policy.

Do not cite the following sources in the reference list:

» Unavailable and unpublished work, including manuscripts that have been
submitted but not yet accepted (e.g., “unpublished work,” “data not shown”).
Instead, include those data as supplementary material or deposit the data in a
publicly available database.

» Personal communications (these should be supported by a letter from the relevant
authors but not included in the reference list)

References are listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they
appear in the text. In the text, cite the reference number in square brackets (e.g., “We used
the techniques developed by our colleagues [19] to analyze the data’). PLOS uses the
numbered citation (citation-sequence) method and first six authors, et al.

Do not include citations in abstracts or author summaries.

Make sure the parts of the manuscript are in the correct order before ordering the citations.

Formatting references
Because all references will be linked electronically as much as possible to the papers they
cite, proper formatting of the references is crucial.

PLOS uses the reference style outlined by the International Committee of Medical Journal
Editors (ICMJE), also referred to as the “Vancouver” style. Example formats are listed
below. Additional examples are in the ICMJE sample references.

A reference management tool, EndNote, offers a current style file that can assist you with
the formatting of your references. If you have problems with any reference management
program, please contact the source company's technical support.

Journal name abbreviations should be those found in the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) databases.

Source

Format

Published articles

Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, Sun B, et al. cDNA, genomic sequence cloning
and overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant panda (Ailuropoda
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Indian Tamils may be influenced by genetic selection pressure on TLR2 and TLR9 genes.
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Mol Immunol. 2014
10.1016/j.molimm.2014.11.005.

Nov 22. pii: S0161-5890(14)00313-7. doi:

Note: A DOI number for the full-text article is acceptable as an alternative to or in addition
to traditional volume and page numbers. When providing a DOI, adhere to the format in the
example above with both the label and full DOI included at the end of the reference (doi:
10.1016/j.molimm.2014.11.005). Do not provide a shortened DOI or the URL.

Accepted,
unpublished articles

Same as published articles, but substitute “Forthcoming” for page numbers or DOI.

Online articles

Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM. The health impacts of globalisation: a
conceptual ~ framework.  Global  Health. 2005;1: 14.  Available  from:
http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14

Books Bates B. Bargaining for life: A social history of tuberculosis. 1st ed. Philadelphia: University
of Pennsylvania Press; 1992.

Book chapters Hansen B. New York City epidemics and history for the public. In: Harden VA, Risse GB,
editors. AIDS and the historian. Bethesda: National Institutes of Health; 1991. pp. 21-28.

Deposited Krick T, Shub DA, Verstraete N, Ferreiro DU, Alonso LG, Shub M, et al. Amino acid

articles (preprints, e-
prints, or arXiv)

metabolism conflicts with protein diversity; 1991. Available from:

arXiv:1403.3301v1. Cited 17 March 2014.

Preprint.

Published media
(print  or online
newspapers and

magazine articles)

Fountain H. For Already Vulnerable Penguins, Study Finds Climate Change Is Another
Danger. The New  York Times. 29 Jan 2014. Available from:
http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-change-taking-toll-on-
penguins-study-finds.html Cited 17 March 2014.

New media (blogs,
web sites, or other
written works)

Allen L. Announcing PLOS Blogs. 2010 Sep 1 [cited 17 March 2014]. In: PLOS Blogs
[Internet]. San Francisco: PLOS 2006 - . [about 2 screens]. Available from:
http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/.

Masters' theses or
doctoral dissertations

Wells A. Exploring the development of the independent, electronic, scholarly journal. M.Sc.
Thesis, The University of Sheffield. 1999. Available from: http://cumincad.scix.net/cgi-
bin/works/Show?2e09

Databases and
repositories

(Figshare, arXiv)

Roberts SB. QPX Genome Browser Feature Tracks; 2013 [cited 2013 Oct 5]. Database:
figshare [Internet]. Available from:
http://figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser Feature Tracks/701214

Multimedia (videos,
movies, or TV shows)

Hitchcock A, producer and director. Rear Window [Film]; 1954. Los Angeles: MGM.

Supporting Information

Authors can submit essential supporting files and multimedia files that are auxiliary to
the main content of the article. All Supporting Information will be subject to peer review.
These files are published exactly as provided and are not copyedited.

List supporting information captions at the end of the manuscript file. Do not submit
captions in a separate file.

Read the Supporting Information guidelines for further technical and formatting

guidance.

Figures

Prepare and upload each figure to the submission system as an individual file. Do not
include figures in the main manuscript file.

Insert your figure captions in ascending numerical order after their citations in the
manuscript.

Avoiding image manipulation
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As part of our efforts to improve published figure quality, we routinely and thoroughly
check all main and supporting figures for all papers editorially accepted for publication
in PLOS Biology. In doing so, we not only ensure that all figure files meet our
requirements for publication and are available to publish under our CC BY license, but
also that we remain vigilant to image manipulation of photographic images.

Image files should not be manipulated or adjusted in any way that could lead to
misinterpretation of the information present in the original image. For full details on best
practices regarding your figures, read our figure guidelines.

If evidence is found of inappropriate manipulation, we reserve the right to ask for original
data and, if that is not satisfactory, we may decide not to accept the manuscript, and may
also contact the authors' institutions to ask them to assist with investigation.

In checking for manipulation, we may request higher resolution versions of your images,
or the original images, so that we can efficiently and accurately check all figures.

If you ever need to email files to the journal office, our system has a 10 MB attachment
limit, meaning that we will not receive any emails larger than this size. If your files are
larger than 10 MB, please either send them one email at a time, or look into reducing the
size of the files. If you are having problems sending us large files, please contact the
journal office for details of how we can help you transfer your files.

Tables

Cite tables in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file.
Place each table in your manuscript file directly after the paragraph in which it is first
cited (read order). Do not embed your tables as images or submit them in separate files.
Tables require a label (e.g., “Table 1) and brief descriptive title to be placed above the
table. Place legends, footnotes, and other text below the table.

Data presentation in graphs

To better illustrate your results and to improve the reader's understanding and
interpretation of your data, we discourage the use of bar graphs and line plots for
continuous data, particularly for studies with small sample sizes (n<9 independent
observations per group).

e We recommend that continuous data is presented in such a way that the reader can
evaluate the distribution of the individual data points. Scatterplots, boxplots, and
histograms are more informative than bar or line charts.

o If there is a particular reason that bar or line graphs are preferred, these must
include inferential error bars:
SD - standard deviation of the population, or CI - confidence intervals.

« Paired or non-independent data should be presented to include information about
whether changes are consistent across individuals.

o Figures presenting small sample size data (n<9 independent observations per
group) should show the full distribution of the data, as opposed to summary
statistics.

o All numerical values used to generate graphs must be provided as per the PLOS
Data Availability policy.

Instructions for PLOS submissions with data deposited in an integration partner
repository:
» Deposit data in the integrated repository of choice.
» Once deposition is final and complete, the repository will provide you with a
dataset DOI (provisional) and private URL for reviewers to gain access to the
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data. Insert these details into the Data Availability section of the submission
system.
If you have any questions, please email us.

Identifiers
As much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all entities such
as genes, proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public database,

for example:
e Ensembl
e Entrez Gene
e FlyBase
e InterPro

e Mouse Genome Database (MGD)
e Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)
e PubChem
Identifiers should be provided in parentheses after the entity on first use.

Research Resource Identifiers

Research Resource ldentifiers are unique Resource Identifiers (RRIDs) for citing
resources used in the research. We encourage authors to use RRIDs within the text of
their papers to identify their model organisms, antibodies, or tools.

PLOS is a part of the Research Resource Identification Initiative (#RIl), a cross-publisher
effort to enable effective tracking of the utilization of particular research resources across
all biomedical literature and promote reproducibility in science. RRIDs are found via the
RRID portal.

If an RRID does not exist, you may create a new one as needed through the RRID Portal.
The Research Resource Citation guidelines provide instructions on how to cite the
resource in the manuscript.

Small and macromolecule crystal data

Manuscripts reporting new and unpublished three-dimensional structures must include
sufficient supporting data and detailed descriptions of the methodologies used to allow
the reproduction and validation of the structures. All novel structures must have been
deposited in a community endorsed database prior to submission (please see our list of
recommended repositories).

Small molecule single crystal data

Authors reporting X-Ray crystallographic structures of small organic, metal-organic, and
inorganic molecules must deposit their data with the Cambridge Crystallographic Data
Centre (CCDC), the Inorganic Crystal Structure Database (ICSD), or similar community
databases providing a recognized validation functionality. Authors are also required to
include the relevant structure reference numbers within the main text (e.g. the CCDC ID
number), as well as the crystallographic information files (.cif format) as Supplementary
Information, along with the checkCIF validation reports that can be obtained via the
International Union of Crystallography (IUCr).

Macromolecular structures

Authors reporting novel macromolecular structures must have deposited their data prior
to submission with the Worldwide Protein Data Bank (wwPDB), the Biological Magnetic
Resonance Data Bank (BMRB), the Electron Microscopy Data Bank (EMDB), or other
community databases providing a recognized validation functionality. Authors must
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include the structure reference numbers within the main text and submit as Supplementary
Information the official validation reports from these databases.

Striking image

You can choose to upload a “Striking Image” that we may use to represent your article
online in places such as the journal homepage. All striking image files that are submitted
are also eligible to be chosen as the monthly Issue Image, which is chosen by the editorial
staff.

The striking image must visually represent the article in a striking and eye-catching way.
This could be derived from a figure or supporting information file from the paper, i.e., a
cropped portion of an image or the entire image. Alternatively, you may create or source
an image which represents the article, as long as this image adheres to our CC BY license.
Striking images should ideally be high resolution, eye-catching, single panel images, and
should ideally avoid containing added details such as text, scale bars, and arrows.
Should your manuscript be accepted for publication, you will be asked to provide a
caption describing the image and a full image credit that details who should be credited
with the creation of the image. We are unable to use striking image files that do not
include an accompanying caption and credit.

If no striking image is uploaded, the journal team will choose an appropriate image, which
may be a figure from the submission or a separately sourced CC BY image.
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