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RESUMO GERAL 

 

 O glúten é uma proteína constituída por prolaminas e gluteninas e é comumente 

encontrado em grãos como trigo, aveia, centeio e cevada. A tolerância do organismo sobre a 

quantidade de glúten ingerida depende da presença de enzimas capazes de quebrar as porções 

proteicas vindas da alimentação. Desta forma, a ingestão de glúten pode interferir na mucosa 

intestinal, através de alterações na permeabilidade epitelial, aumento do número de linfócitos 

intraepiteliais e consequente produção de inflamações locais que podem atingir o tecido 

hepático. Considerado o segundo maior órgão do corpo e componente central do metabolismo, 

o fígado possui um papel fundamental como regulador da imunidade inata e adaptativa, visto 

que está exposto a uma grande e variada quantidade de moléculas estranhas provenientes do 

intestino. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de rações com níveis 

crescentes de glúten de trigo sobre a morfofisiologia do fígado de ratos Wistar. Materiais e 

métodos: Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela CEUA-UEM, 

protocolo nº 4375010922. Foram utilizados 50 Rattus novergicus machos da linhagem Wistar 

com 21 dias de idade. Os animais foram divididos em 5 grupos (n=10) de acordo com o nível 

de glúten presente na ração e alimentados por 100 dias: G0 – grupo sem glúten: alimentação 

com ração isenta de glúten; G14 – grupo controle com glúten: alimentação com 14% de glúten 

de trigo (ração padrão); G42 – grupo com excesso de glúten: alimentação com 42% de glúten 

de trigo; G70 – grupo com sobrecarga de glúten: alimentação com 70% de glúten de trigo; e 

G70/0 – grupo com sobrecarga de glúten: alimentação com ração contendo 70% de glúten de 

trigo até os 91 dias de vida (70 dias de experimento), quando passaram a receber ração isenta 

de glúten até a eutanásia. Aos 121 dias os animais foram eutanasiados, após jejum noturno, por 

aprofundamento de anestesia (Ketamina 90 mg/kg de peso corporal + Xilazina 9 mg/kg de peso 

corporal). Foi mensurado o comprimento nasoanal para cálculo de índice de Lee (IL) e o índice 

de massa corporal (IMC). Amostras de sangue foram coletadas para dosagens plasmáticas de 

proteína total (PT), albumina, colesterol total (CT), triglicerídeos, transaminase glutâmico-

oxalacética (TGO), transaminase glutâmico-pirúvica (TGP) e gama glutamil transferase (GGT). 

Os depósitos de tecido adiposo mesentérico, retroperitoneal, periepididimal e inguinal foram 

coletados e pesados. O fígado foi retirado, pesado e fixado para processamento histológico e 

análise do estado oxidativo. Foram realizadas análises morfológicas e morfométricas dos 

hepatócitos em Hematoxilina-Eosina. Através de reações histoquímicas foram quantificados: 

percentual de glicogênio tecidual em Ácido Periódico de Schiff; percentual de lipídeo 

intracelular em Sudan III; e percentual de colágeno tecidual em Picro Sirius Red. O estado 



11 

 

oxidativo hepático foi caracterizado pelos níveis das proteínas carboniladas e substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), além da atividade da catalase e superóxido dismutase 

(SOD). Resultados e discussão: O excesso de glúten elevou a massa corporal final, em relação 

ao G14, sem caracterizar obesidade, uma vez que não foi capaz de interferir no IL, no IMC e 

índice de adiposidade, entretanto diminuiu a massa do fígado em relação ao G0. Todas as rações 

produzidas, com presença ou ausência de glúten, apresentaram um comportamento diferenciado 

nos níveis de CT e triglicerídeos, diferindo dos parâmetros de referência para ratos Wistar. Os 

valores de PT e albumina se mantiveram semelhantes, pois as rações produzidas são 

normoproteicas. As transaminases (TGO e TGP) e GGT também apresentaram níveis 

semelhantes para todos os grupos e valores próximos aos de referência para ratos Wistar, 

indicando ausência de lesão hepática. A análise macroscópica do fígado revelou diferenças nos 

grupos G70 e G70/0, sendo observadas estriações e pontos esbranquiçados no órgão. A análise 

microscópica mostrou manutenção da sua organização histológica padrão e qualitativamente 

apresentou maior deposição lipídica nos grupos G42 e G70 em relação ao G0. Na análise 

morfométrica, a presença de glúten de trigo na ração aumentou o número de hepatócitos e 

diminuiu o perfil celular, podendo ser caracterizado como um mecanismo de compensação, 

onde a taxa de proliferação está aumentada devido a um desequilíbrio no processo de 

metabolização dos peptídeos ingeridos, atuando como um agente estressor. Houve diminuição 

do percentual de glicogênio tecidual, que possivelmente foi transformado em glicose pelo 

processo de gliconeogênese; aumento do percentual de lipídeos intracelular no fígado dos 

animais alimentados com glúten, sendo possível inferir que há relação direta entre a alimentação 

com glúten e o estoque de lipídeos que são armazenados nos hepatócitos; e ausência de fibrose 

tecidual em todos os grupos, corroborando com os resultados das análises sanguíneas. O glúten 

foi capaz de aumentar o estresse oxidativo tecidual, uma vez que houve acréscimo nos 

marcadores secundários de lesão tecidual (proteínas carboniladas e TBARS) e diminuição na 

atividade das enzimas antioxidantes (catalase e SOD). Conclusão: O Modelo de Sensibilidade 

não Celíaca ao Glúten (SNCG) tem efeito negativo sobre a morfofisiologia hepática gerando 

aumento do estresse oxidativo.  Maior nível de glúten na ração (70%) resulta em fígados 

menores, com redução na área de hepatócitos, aumento no número de células e percentual de 

lipídios intracelulares.   

 

Palavras-chave: Colágeno tecidual; estresse oxidativo; glicogênio tecidual; hepatócitos; 

lipídeo intracelular; morfometria. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

 Gluten is a protein made up of prolamins and glutenins and is commonly found in grains 

such as wheat, oats, rye and barley. The body's tolerance to the amount of gluten ingested 

depends on the presence of enzymes capable of breaking down the protein portions coming 

from food. Therefore, gluten ingestion can interfere with the intestinal mucosa, through changes 

in epithelial permeability, an increase in the number of intraepithelial lymphocytes and the 

consequent production of local inflammation that can reach the liver tissue. Considered the 

second largest organ in the body and a central component of metabolism, the liver plays a 

fundamental role as a regulator of innate and adaptive immunity, as it is exposed to a large and 

varied amount of foreign molecules originating from the intestine. Therefore, the objective of 

this work was to evaluate the effects of diets with increasing levels of wheat gluten on the 

morphophysiology of the liver of Wistar rats. Materials and methods: All experimental 

procedures were approved by CEUA-UEM, protocol nº 4375010922. 50 males Rattus 

novergicus of the Wistar lineage aged 21 days were used. The animals were divided into 5 

groups (n=10) according to the level of gluten present in the food and fed for 100 days: G0 – 

gluten-free group: fed with gluten-free food; G14 – gluten control group: fed with 14% wheat 

gluten (standard feed); G42 – gluten excess group: fed with 42% wheat gluten; G70 – gluten 

overload group: fed with 70% wheat gluten; and G70/0 – gluten overload group: fed with food 

containing 70% wheat gluten until 91 days of life (70 days of experiment), when they started 

receiving gluten-free food until euthanasia. At 121 days, the animals were euthanized, after 

overnight fasting, by deepening anesthesia (Ketamine 90 mg/kg of body weight + Xylazine 9 

mg/kg of body weight). Nasoanal length was measured to calculate the Lee index (LI) and body 

mass index (BMI). Blood samples were collected for plasma measurements of total protein 

(TP), albumin, total cholesterol (TC), triglycerides, glutamic-oxalacetic transaminase (GOT), 

glutamic-pyruvic transaminase (GPT) and gamma glutamyl transferase (GGT). Mesenteric, 

retroperitoneal, periepididymal and inguinal adipose tissue deposits were collected and 

weighed. The liver was removed, weighed and fixed for histological processing and oxidative 

status analysis. Morphological and morphometric analyzes of hepatocytes were performed in 

Hematoxylin-Eosin. Through histochemical reactions, the following were quantified: 

percentage of tissue glycogen in Periodic Acid-Schiff; percentage of intracellular lipid in Sudan 

III; and percentage of tissue collagen in Picro Sirius Red. The hepatic oxidative state was 

characterized by the levels of carbonyl proteins and thiobarbituric acid reactive substances 
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(TBARS), in addition to the activity of catalase and superoxide dismutase (SOD). Results and 

discussion: Excess gluten increased final body mass, in relation to G14, without characterizing 

obesity, since it was not able to interfere with IL, BMI and adiposity index, however, it reduced 

liver mass in relation to G0. All rations produced, with or without gluten, showed a different 

behavior in the levels of TC and triglycerides, differing from the reference parameters for Wistar 

rats. TP and albumin values remained similar, as the rations produced are normoprotein. 

Transaminases (GOT and GPT) and GGT also showed similar levels for all groups and values 

close to the reference values for Wistar rats, indicating the absence of liver damage. 

Macroscopic analysis of the liver revealed differences in the G70 and G70/0 groups, with 

striations and whitish spots on the organ. Microscopic analysis showed maintenance of its 

standard histological organization and qualitatively showed greater lipid deposition in groups 

G42 and G70 compared to G0. In the morphometric analysis, the presence of wheat gluten in 

the feed increased the number of hepatocytes and decreased the cellular profile, which can be 

characterized as a compensation mechanism, where the proliferation rate is increased due to an 

imbalance in the metabolization process of ingested peptides, acting as a stressor. There was a 

decrease in the percentage of tissue glycogen, which was possibly transformed into glucose by 

the gluconeogenesis process; increase in the percentage of intracellular lipids in the liver of 

animals fed gluten, making it possible to infer that there is a direct relationship between gluten 

feeding and the stock of lipids that are stored in hepatocytes; and absence of tissue fibrosis in 

all groups, corroborating the results of blood tests. Gluten was able to increase tissue oxidative 

stress, since there was an increase in secondary markers of tissue injury (carbonyl proteins and 

TBARS) and a decrease in the activity of antioxidant enzymes (catalase and SOD). Conclusion: 

The Non-Celiac Gluten Sensitivity Model (NCGS) has a negative effect on liver 

morphophysiology, generating increased oxidative stress. A higher level of gluten in the feed 

(70%) results in smaller livers, with a reduction in the area of hepatocytes, an increase in the 

number of cells and percentage of intracellular lipids. 

 

Keywords: Hepatocytes; intracellular lipid; morphometry; oxidative stress; tissue collagen; 

tissue glycogen. 
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Resumo: 

A intolerância ao glúten de trigo altera a permeabilidade intestinal e facilita o desenvolvimento 

de processos inflamatórios com possível repercussão sobre tecido o hepático, componente 

central do metabolismo. Ratos Wistar machos (n=50) com 21 dias de idade foram divididos em 

5 grupos (n=10) conforme os níveis de glúten presentes na ração por 100 dias: G0 (0%), G14 

(14%), G42 (42%), G70 (70%) e G70/0 (70% nos primeiros 70 dias e 0% até a eutanásia). Aos 

121 dias os animais foram pesados, eutanasiados e amostras de sangue foram coletadas. Os 

depósitos de tecido adiposo foram pesados. O fígado foi pesado e fixado para análise 

morfológica e morfométrica de hepatócitos, percentual de glicogênio e colágeno tecidual e 

avaliação lipídica intracelular. O estado oxidativo hepático foi avaliado. A ingestão de rações 

com excesso de glúten (70%) aumentou a massa corporal final e reduziu a massa do fígado, 

entretanto não interferiu na adiposidade. Não houve injúria hepática. Colesterol e triglicerídeos 

apresentaram comportamento diferenciado em todos os grupos. O glúten na ração aumentou o 

número de hepatócitos e o percentual lipídico intracelular, diminuiu o perfil celular e o 

percentual de glicogênio tecidual. Não houve evidência de fibrose, entretanto o glúten elevou 

o estresse oxidativo tecidual.  

 

Palavras-Chave: Colágeno tecidual; estresse oxidativo; glicogênio tecidual; hepatócitos; 

lipídeo intracelular; morfometria. 
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Abstract: 

Wheat gluten intolerance alters intestinal permeability and facilitates the development of 

inflammatory processes with possible repercussions on liver tissue, a central component of 

metabolism. Male Wistar rats (n=50) aged 21 days were divided into 5 groups (n=10) according 

to the levels of gluten present in the diet for 100 days: G0 (0%), G14 (14%), G42 (42 %), G70 

(70%) and G70/0 (70% in the first 70 days and 0% until euthanasia). At 121 days the animals 

were weighed, euthanized and blood samples were collected. Adipose tissue deposits were 

weighed. The liver was weighed and fixed for morphological and morphometric analysis of 

hepatocytes, percentage of tissue glycogen and collagen and intracellular lipid assessment. 

Hepatic oxidative status was assessed. Ingestion of diets with excess gluten (70%) increased 

final body mass and reduced liver mass, however it did not affect adiposity. There was no liver 

injury. Cholesterol and triglycerides showed different behavior in all groups. Gluten in the feed 

increased the number of hepatocytes and the intracellular lipid percentage, decreased the 

cellular profile and the percentage of tissue glycogen. There was no evidence of fibrosis, 

however gluten increased tissue oxidative stress. 

 

Keywords: Hepatocytes; intracellular lipid; morphometry; oxidative stress; tissue collagen; 

tissue glycogen. 
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1. Introdução 

 O glúten é constituído por dois principais componentes protéicos, as prolaminas e as 

gluteninas, e pode ser comumente encontrado em alguns tipos de grãos, como trigo, aveia, 

centeio e cevada [1]. A prolamina é conhecida como porção monomérica solúvel em álcool, 

responsável pela coesão e extensibilidade do glúten, sendo subclassificadas de acordo com o 

local onde são encontradas: gliadina, no trigo; hordeína, na cevada; avelina, na aveia; e secalina, 

no centeio [2,3]. A porção polimérica, chamada de glutenina, é insolúvel em álcool e se encontra 

presente em todos os cereais citados anteriormente, sendo responsável pela elasticidade e força 

do glúten [2]. 

 A tolerância sobre a quantidade de glúten ingerida varia de acordo com cada organismo, 

pois está diretamente ligada a presença de enzimas específicas capazes de quebrar as porções 

de prolamina e glutenina vindas da alimentação, que na maioria das vezes são digeridas de 

forma incompleta pelas peptidases gástricas, pancreáticas e da borda em escova, acarretando na 

formação de peptídeos grandes que atravessam a barreira epitelial do intestino e entram na 

lâmina própria através de vias transcelulares ou paracelulares [4,5]. Diante disso, a intolerância 

ao glúten é um termo bastante abrangente que integra três principais tipos de distúrbios: doença 

celíaca (DC), alergia ao trigo e sensibilidade não celíaca ao glúten (SNCG) [2].  

 A DC é uma enteropatia imunomediada crônica caracterizada por inflamação do 

intestino delgado, hiperplasia e/ou atrofia das vilosidades, que tem como resultado interações 

complexas entre fatores genéticos, imunológicos e ambientais, e a ausência de tratamento pode 

levar a graves complicações [6-8]. A alergia ao trigo, assim como a DC, também é mediada por 

respostas imunológicas, entretanto, além dos danos à mucosa intestinal e aumento da infiltração 

por linfócitos intraepiteliais, os principais sintomas incluem esofagite, gastroenterite e colite 

eosinofílica [2,9].   

 No entanto, o alvo deste estudo é a SNCG. Definida como um conjunto de sinais 

clínicos, a SNCG é causada pela ingestão do glúten, acarretando em sintomas intestinais (como 

dor e sensibilidade abdominal, hábitos intestinais irregulares: constipação ou diarreia, ou 

movimentos intestinais alternados) e/ou extraintestinais, como vômitos e cefaleia, que podem 

ser minimizados com a retirada de glúten da dieta. Ou seja, por não se tratar de uma condição 

alérgica e autoimune, pode ser considerado um autodiagnóstico ou diagnóstico feito por 

profissionais de saúde, após a negativa dos exames direcionados à doença celíaca e alergia ao 

trigo [5,10,11]. 
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 Dentro do contexto da SNCG, e tendo em vista que o glúten possui um alto caráter 

inflamatório, estudos comprovam que pode haver interferência na morfologia do trato 

gastrointestinal (TGI), que é responsável pela digestão e absorção dos nutrientes vindos da 

dieta. Por isso, seu contato constante com a mucosa intestinal, pode provocar alterações na 

permeabilidade epitelial, aumento do número de linfócitos intraepiteliais e consequente 

produção de inflamações locais e/ou sistêmicas, por meio de antígenos alimentares e 

bacterianos com propriedades imunoativadoras. Portanto, as possibilidades de desencadear um 

quadro de estresse oxidativo são altas, devido a formação e aumento das taxas de óxido nítrico 

nos tecidos e, consequentemente, de serem transportados para o fígado [12-15]. 

 O fígado é considerado o segundo maior órgão do corpo. É tradicionalmente visto como 

componente central do metabolismo, pois é responsável pelo processamento e armazenamento 

de nutrientes e produção de proteínas plasmáticas, como a albumina. Sua constituição 

histológica envolve hepatócitos, células estreladas hepáticas e uma variedade de células 

apresentadora de antígenos, como as células de Kupffer (macrófagos), entre outras. Assim, o 

fígado está envolvido na desintoxicação, neutralização e degradação de fármacos e substâncias 

tóxicas, além de ter um papel fundamental como regulador da imunidade inata e adaptativa, 

visto que está exposto a uma grande quantidade de moléculas estranhas provenientes do 

intestino [16]. 

 O eixo intestino-fígado, determinado pela circulação íntima e direta de sangue 

provenientes do intestino em direção ao fígado através da veia porta hepática, é responsável por 

transportar substâncias a serem metabolizadas, especialmente os peptídeos derivados do glúten, 

que sob condições específicas, como o rompimento da barreira intestinal, podem desencadear 

resposta imune hepática [13].  A desregulação do eixo intestino-fígado e a ativação de respostas 

imunes, podem promover dano hepático, através de processos inflamatórios, esteatose hepática 

não alcóolica, fibrose hepática e desequilíbrio pró-oxidante/antioxidante celular, podendo afetar 

a proliferação celular, diferenciação ou respostas apoptóticas e perturbar a homeostase do tecido 

[13,14]. 

 Levando em consideração os estudos que relacionam a ingestão do glúten com 

alterações morfofuncionais do TGI e, consequente desequilíbrio de outros órgãos do sistema, 

como o fígado, que se apresenta relevante nas respostas imunológicas e oxidativas, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar os efeitos de rações com níveis crescentes de glúten de trigo sobre a 

morfofisiologia do fígado de ratos Wistar.  
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2. Materiais e Métodos 

 Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA), da Universidade Estadual de Maringá (UEM), pelo protocolo nº 4375010922 

(Anexo A) e obedeceram aos princípios da experimentação animal estabelecidos pelo Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 

2.1 Delineamento experimental 

2.1.1 Animais 

 Foram utilizados 50 Rattus novergicus da linhagem Wistar, machos (n=10 por grupo). 

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Maringá, com 

21 dias de idade. Os ratos foram mantidos por 100 dias no biotério do Departamento de Ciências 

Morfológicas (DCM) sob ciclos regulares de iluminação (12h claro:12h escuro), temperatura 

controlada (22 ± 2ºC) e exaustão de ar. 

 Os grupos foram organizados conforme o nível de glúten de trigo presente na ração. 

Todos os animais foram eutanasiados aos 121 dias de idade: 

 • G0 – grupo sem glúten: alimentação com ração isenta de glúten.  

 • G14 – grupo controle com glúten: alimentação com 14% de glúten de trigo (ração 

padrão). 

 • G42 – grupo com excesso de glúten: alimentação com 42% de glúten de trigo.  

 • G70 – grupo com sobrecarga de glúten: alimentação com 70% de glúten de trigo. 

 • G70/0 – grupo com sobrecarga de glúten: alimentação com ração contendo 70% de 

glúten de trigo até os 91 dias de vida (70 dias de experimento), quando passaram a receber ração 

isenta de glúten até a eutanásia. 

2.1.2 Preparação da ração 

 As rações foram produzidas no Departamento de Engenharia de Alimentos 

(DEA/UEM), fabricadas em máquina extrusora monorosca (Inbramaq RX50) que funciona em 

alta velocidade (até 400 rpm) acoplada à uma matriz de saída e peça difusora responsável pelo 

formato da ração (pellets).  

 Todos os ingredientes em percentuais adequados para roedores foram moídos e 

transformados em farinha. Posteriormente, esse produto, foi umedecido e submetido a alta 

temperatura (110-160°C) e pressão, para cozinhar e expandir o produto. O grau de expansão foi 
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controlado pelo grau de umidade, correspondente a 25%. Em temperatura ambiente o extrusado 

foi resfriado e, por consequência, a expansão foi interrompida. 

 A ração foi submetida à secagem em estufa de circulação de ar à 50-60°C, por 24 horas, 

mantendo-se o grau de dureza adequado a roedores. O grau de refinamento dos ingredientes 

utilizados na ração teve como referência o American Institute of Nutrition AIN-93 [17]. Após 

confecção, a ração foi mantida sob refrigeração em recipientes separados, com a finalidade de 

não haver contaminação cruzada de glúten. Os valores nutricionais utilizados na ração padrão 

produzida estão apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Frações químicas e de calorias da ração com 14% de glúten de trigo (ração padrão) 

para roedores.  

Valores Nutricionais Dieta Padrão 

(Kcal/100g de dieta)* 417 

Carboidratos (%) 75.4 

Proteínas (%) 14.1 

Gorduras (%) 4 

Água (%) 25 
Composição bruta energética (Kcal/100g de dieta) * Laboratório de Análises de Alimentos e Nutrição Animal, 

Departamento de Zootecnia – Universidade Estadual de Maringá – LANA-DZO-UEM  

 

 Para definir os níveis de glúten, foi utilizado como matéria prima a farinha de trigo e o 

farelo de arroz. Na ração padrão do grupo controle (G14) a fonte de glúten, como componente 

proteico, foi o trigo sendo substituído por arroz no grupo G0. Para os grupos com níveis de 

glúten acima de 14%, o percentual de trigo foi acrescido. Na composição da ração foi 

acrescentado Premix vitamínico e mineral para roedores (PX 1577 PREMIX-Nucleopar 

Nutrição Animal Ltda). Os ingredientes selecionados para produzir 1 kg da ração balanceada 

estão descritos na Tabela 2 e foram pesados em balança analítica (220g M214Ai Bel®) e 

balança digital Triunfo® (DST30/C-DM). 

 

2.1.3 Consumo alimentar e massa corporal 

 Para avaliar o consumo alimentar dos animais, a ração oferecida e as sobras foram 

pesadas, a cada dois dias, durante todo período experimental. A oferta de ração foi calculada 

entre 30 a 60g por animal para garantir o consumo ad libitum [18]. 

 Todos os animais foram pesados semanalmente e simultaneamente em um dia fixo, para 

avaliar o ganho de peso, em balança digital FilizolaTM (modelo BP3). A evolução da massa 

corporal dos animais foi expressa em gramas (g). 
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Tabela 2. Componentes das rações para roedores com diferentes níveis de glúten (trigo) 

apresentados como 0% (G0), 14% (G14), 42% (G42) e 70% (G70). 

Ingredientes (g/kg) G0 G14 G42 G70 

Grão de milho 614 614 334 0 

Farelo de soja 141 141 141 141 

Farinha de trigo 0 140 420 700 

Farelo de arroz 140 0 0 0 

Óleo de soja 40 40 40 40 

Cloreto de sódio 6,8 6,8 6,8 6,8 

Carbonato de cálcio 25 25 25 25 

Fosfato bicálcico 11.4 11.4 11.4 11.4 

Premix vitamínico 10 10 10 10 

Premix mineral 11.8 11.8 11.8 11.8 

Total* 1 Kg 1 Kg 1 Kg 946g 
* Laboratório de Cereais, Departamento de Engenharia e Alimentos – Universidade Estadual de Maringá 

 

2.2 Coleta do material biológico 

 Aos 121 dias de vida os animais foram pesados e eutanasiados, após jejum noturno, por 

aprofundamento de anestesia (Ketamina 90 mg/kg de peso corporal + Xilazina 9 mg/kg de peso 

corporal). O comprimento nasoanal foi medido por fita métrica para posterior cálculo do índice 

de Lee [19] e índice de massa corporal (IMC) (massa corporal (g)/comprimento nasoanal²). Foi 

realizada a coleta do sangue por punção cardíaca (aprofundamento de agulha 30x0,7m e seringa 

de 5mL) e a laparotomia vertical para a coleta e pesagem do fígado para posterior separação 

em lobos. Também, foram removidos e pesados os depósitos de tecidos adiposos (mesentérico, 

retroperitoneal, periepididimal e inguinal). Também foi realizado o índice de adiposidade, 

caracterizado pela soma das massas dos depósitos de tecido adiposo. As amostras de sangue 

foram centrifugadas para separação de soro e plasma e armazenadas em freezer -80°C para 

análises bioquímicas posteriores. As amostras de fígado com exceção daquelas destinadas a 

processamento histológico, foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer 

-80°C até o processamento.  

2.3 Análises bioquímicas 

 O sangue coletado foi mantido em um tubo sem anticoagulante para obtenção do soro 

que foi utilizado para dosagens bioquímicas sanguíneas de proteína total, albumina, colesterol 

total, triglicerídeos, transaminase glutâmico-oxalacética (TGO), transaminase glutâmico-

pirúvica (TGP) e gama glutamil transferase (GGT). 
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 As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. As análises foram 

realizadas no laboratório de Fisiologia, por meio de kits comerciais (Gold Analisa Diagnóstica 

Ltda, Minas Gerais, Brasil) de acordo com as especificações do fabricante em 

espectrofotômetro Bioplus 2000. 

2.4 Processamento e análise histológica hepática 

 O lobo médio do fígado foi submetido ao processo de fixação em paraformaldeído 4% 

por 24 horas, sendo posteriormente transferido para solução de álcool 70%. Em seguida, ele foi 

cortado em pequenas amostras, que foram desidratadas por meio da utilização de álcool em 

concentrações crescentes, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Consecutivamente 

foram realizados cortes histológicos transversais semi-seriados, de 5μm de espessura, com 

auxílio de micrótomo rotativo (Leica® RM2245). Os cortes obtidos foram corados com 

Hematoxilina de Harris e Eosina (HE) e reações histoquímicas com Ácido Periódico de Schiff 

(PAS) e Picro Sirius Red.  

 Na análise morfométrica foi mensurada a área de 100 hepatócitos/animal (µm2), e 

avaliado o número de hepatócitos em 50 imagens/animal. A estas imagens foi adicionada uma 

tarja preta de área fixa, sobre a veia central, para padronização da área de contagem a qual foi 

denominada área útil (área do campo da imagem subtraído da medida da tarja preta de área 

fixa), medindo de 57510.05 m2, visto que as veias centrais podem ter tamanhos variados. 

Todos os hepatócitos presentes em cada imagem, exceto os cobertos pela tarja, foram 

quantificados. Os resultados foram expressos como número de hepatócitos. 

A análise histoquímica para avaliação do percentual de glicogênio tecidual foi feita pela 

mensuração da área útil e área contendo glicogênio de 50 imagens/animal. A análise para 

avaliação do percentual de colágeno tecidual foi feita pela mensuração da área útil e área 

contendo a soma de colágeno do tipo I e III de 50 imagens/animal com auxílio de luz polarizada. 

Todas as análises foram realizadas por meio do programa Image Pró-Plus® 4.5 (Media 

Cibernetics). 

 O lobo lateral esquerdo do fígado foi congelado em nitrogênio líquido, armazenado em 

freezer -80ºC e, posteriormente foi realizado cortes histológicos transversais semi-seriados, de 

10μm de espessura, por meio de criostato (Leica® CM1850) a -20ºC. Os cortes obtidos para 

esta análise foram submetidos à reação histoquímica com Sudan III, para avaliação do 

percentual intracelular de inclusões lipídicas. Foi mensurada a área de 100 hepatócitos/animal 

e das respectivas inclusões lipídicas com auxílio do programa Image Pró-Plus® 4.5 (Media 

Cibernetics). 
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 Todas as imagens foram capturadas na região próxima à veia central, em microscópio 

óptico (Nikon Eclipse®, Shimjuku, Japão) (objetiva de 40X) acoplado à câmera de alta 

resolução (Nikon®, Ds-Fi1c, Shimjuku, Japão), acoplado a um computador com programa 

computacional Q-Capture®.  

 

2.5 Estado Oxidativo hepático 

2.5.1 Preparação do tecido 

 Os lobos posterior direito, inferior direito e caudado do fígado foram removidos, 

clampeados e congelados em nitrogênio líquido. Posteriormente as amostras foram 

homogeneizadas em homogeneizador van Potter-Elvehjem com dez volumes de tampão fosfato 

0.1M gelado (pH7.4) e uma alíquota foi separada como homogenato total. O restante do 

homogenato foi centrifugado (11.000g/15min) e o sobrenadante separado como frações 

solúveis do homogenato. As análises foram realizadas no Laboratório de Metabolismo 

Hepático. 

 

2.5.2 Parâmetros do estado oxidativo 

 Proteínas do grupo carbonil: os níveis de proteínas carboniladas foram medidos em 

espectrofotômetro usando 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) (ε370 = 22.103M-1.cm-1) e os 

valores expressos como nmol/(mg de proteína) [20]. 

 TBARS: os níveis de TBARS (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico) foram 

determinados por espectrofotômetro (502nm) como  descrito por Buege e Aust [22]. Curvas 

padrão foram preparadas com 1,1’,3,3’-tetraetoxipropano e os valores foram expressos como 

nmol/(mg de proteína). 

 Atividades enzimáticas da catalase e superóxido dismutase (SOD): a atividade da 

catalase foi estimada medindo a mudança na absorbância a 240nm usando H2O2 como substrato 

e expressa como mmol (min x mg de proteína) [22]. A atividade da superóxido dismutase (SOD) 

foi estimada pela sua capacidade de inibir a auto oxidação do pirogalol em meio alcalino. Esse 

último foi medido em 420nm [23]. Uma unidade de SOD foi considerada a quantidade de 

enzima capaz de promover 50% de inibição da oxidação do piragolol e os resultados foram 

expressos em unidade/(mg de proteína). 

 A proteína total foi avaliada no homogenato total e no sobrenadante usando o reagente 

Folin fenol [24]. 
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2.6 Análise Estatística  

 Os dados foram analisados em R (versão 4.3.1) utilizando os pacotes lme4, multicomp 

e car. Para todas as análises, foi aplicado a análise de variância one-way ANOVA, seguido do 

pós-teste de Tukey e expressos em média ± desvio padrão. Em todos os casos, o valor de p<0,05 

foi considerado significante. 

 

3. Resultados 

3.1 Consumo alimentar e massa corporal 

 A figura 1 apresenta uma linha temporal da média de consumo alimentar pelos animais 

durante o experimento. Cada cor representa um grupo, sendo elas: amarelo = G0; vermelho = 

G14; roxo = G42; verde = G70; rosa = G70/0.  

 Durante o período experimental, de 100 dias, é possível notar que todos os animais 

mantiveram uma taxa semelhante de consumo alimentar. Qualitativamente, o grupo que recebeu 

0% de glúten apresentou maior consumo alimentar, seguido do grupo que recebeu alimentação 

com 70% de glúten de trigo por 70 dias e nos últimos 30 dias recebeu 0% de glúten. Nesse 

último grupo, o gráfico aponta que houve um possível período de adaptação entre a troca de 

ração, em que ocorreu um declínio no consumo e posterior reestabelecimento dos parâmetros 

anteriormente apresentados. 

 No início do experimento, o grupo que recebeu 14% de glúten foi o que apresentou a 

menor taxa de consumo. Entretanto, em torno dos 50 dias de experimento (70 dias de vida 

animal), os valores do grupo que recebeu 42% de glúten se ajustaram ao grupo controle até o 

final do experimento.  Os valores apontados pelo grupo que recebeu 70% de glúten se manteve 

intermediário aos valores do conjunto G0 e G70/0, que indicaram maior consumo alimentar, e 

do conjunto G14 e G42 que indicaram menor consumo alimentar. 

 A figura 2 apresenta o ganho de massa corporal semanal entre os grupos experimentais. 

Cada cor representa um grupo, sendo elas: amarelo = G0; vermelho = G14; roxo = G42; verde 

= G70; rosa = G70/0. 

 Os grupos G70 e G70/0 apresentaram maior ganho exponencial de massa corporal. 

Entretanto, nas últimas semanas de experimento, o grupo que recebeu ração com 70% de glúten 

durante os primeiros 70 dias e nos últimos 30 dias recebeu ração 0%, apontou que ocorreu um 
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grau de estabilização no ganho de massa corporal, possivelmente devido à troca de composição 

da ração. 

 Os animais que receberam ração com 42% e 0% de glúten obtiveram ganhos de massa 

semelhantes. Mesmo que o G42 comparado a G0 tenha mantido níveis um pouco mais elevados   

durante o período experimental, ao final, ambos finalizaram com a mesma média de massa 

corporal final (Tabela 3). Os animais do grupo controle, que receberam 14% de glúten de trigo, 

adquiriram durante todo o experimento menor ganho de massa corporal entre todos os grupos. 

 

 

Figura 1. Evolução do consumo de ração (g) por grupo durante o período experimental, expresso em dias de vida, 

em ratos alimentados com diferentes níveis de glúten (trigo) apresentados como 0% (G0 - amarelo), 14% (G14 - 

vermelho), 42% (G42 - roxo), 70% (G70 - verde) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0 - rosa). Resultados 

expressos em média. (n=9-10/grupo). 
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Figura 2. Evolução da massa corporal semanal (g) expresso em dias de vida, em ratos alimentados com diferentes 

níveis de glúten (trigo) apresentados como 0% (G0 - amarelo), 14% (G14 - vermelho), 42% (G42 - roxo), 70% 

(G70 - verde) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0 - rosa). Resultados expressos em média. (n=9-10/grupo). 

 

3.2 Parâmetros biométricos 

 A Tabela 3 apresenta os dados obtidos no último dia de experimento, para avaliação dos 

parâmetros biométricos dos ratos em jejum. A massa corporal final exibiu um aumento 

significativo nos grupos G70 e G70/0 em relação ao grupo G14, complementando o que foi 

ilustrado no Gráfico 2. Resultados semelhantes foram encontrados nos valores de comprimento 

nasoanal, onde houve aumento significativo nos grupos G70 e G70/0 em relação ao G14. 

Entretanto, também houve um decréscimo significativo do G14 em relação ao G0. A massa do 

fígado foi significativamente menor nos grupos que receberam sobrecarga de glúten (G70 e 

G70/0) em relação ao G0. O índice de Lee e o IMC não resultaram em diferenças significativas 

entre os grupos experimentais.  

 

Tabela 3. Parâmetros biométricos (g): massa corporal final (MCF), comprimento nasoanal 

(CNA), massa do fígado/100g de massa corporal (MF/100g), índice de Lee (IL) e índice de 

massa corporal (IMC) de ratos alimentados com diferentes níveis de glúten (trigo) apresentados 

como 0% (G0), 14% (G14), 42% (G42), 70% (G70) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0). 

 G0 G14 G42 G70 G70/0 

MCF 436.78 ± 

23.75 

403.50 ± 

29.84 

436.90 ± 

52.23 

461.78 ± 

39.73b 

450.50 ± 

21.62b 

CNA 24.50 ± 0.35 23.60 ± 0.84a 24 ± 0.58 24.39 ± 0.42b 24.40 ± 0.52b 

MF/100g 3.78 ± 0.29 3.58 ± 0.18 3.54 ± 0.32 3.41 ± 0.21a 3.38 ± 0.15a 

IL 3.09 ± 0.05 3.13 ± 0.06 3.16 ± 0.10 3.17 ± 0.09 3.14 ± 0.06 

IMC 0.73 ± 0.03 0.73 ± 0.03 0.76 ± 0.08 0.78 ± 0.06 0.76 ± 0.04 
One-way ANOVA seguido de pós teste de Tukey, expressos em média ± desvio padrão. (n=9-10/grupo). a p<0.05 

vs. G0; b p<0.05 vs. G14. 

 

3.3 Tecido adiposo 

 Embora tenham sido obtidas diferenças significativas entre as massas corporais finais e 

comprimentos nasoanais nos diferentes grupos, não houve diferença significativa, independente 

do grupo experimental, sobre a massa do tecido adiposo mesentérico, retroperitoneal, 

periepididimal, inguinal e no índice de adiposidade (Tabela 4).  

 

3.4 Parâmetros bioquímicos 

 Os resultados obtidos a partir das análises bioquímicas sanguíneas estão descritos na 

Tabela 5. O valor das proteínas totais e da albumina se mantiveram constantes em todos os 



27 

 

grupos, indicando que independentemente do nível de glúten estabelecido na ração, todas foram 

caracterizadas como normoproteicas.  

 O colesterol total apresentou um decréscimo significativo nos grupos G14 e G70/0 em 

relação ao grupo que recebeu apenas ração com 0% de glúten. Na análise do triglicerídeos, foi 

possível observar um aumento significativo nos níveis do grupo G42 em relação ao grupo 

controle. Os indicadores de lesão hepática, transaminases (TGO e TGP) e gama glutamil 

transferase (GGT), não diferiram significativamente entre os grupos, indicando que não houve 

lesão tecidual.  

 

Tabela 4. Tecido adiposo (g/100g de massa corporal): mesentérico (ME), retroperitoneal (RP), 

periepididimal (PE), inguinal (IG) e índice de adiposidade (IA) de ratos alimentados com 

diferentes níveis de glúten (trigo) apresentados como 0% (G0), 14% (G14), 42% (G42), 70% 

(G70) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0). 

 G0 G14 G42 G70 G70/0 

ME 0.90 ± 0.22 1.09 ± 0.34 1.13 ± 0.29 0.96 ± 0.31 1.04 ± 0.26 

RP 2.95 ± 0.31 3.03 ± 0.33 3.11 ± 0.48 3.24 ± 0.20 3.13 ± 0.35 

PE 2.11 ± 0.33 2.63 ± 0.54 2.62 ± 0.50 2.18 ± 0.55 2.61 ± 0.44 

IG 2.85 ± 0.41 2.55 ± 0.68 2.70 ± 0.51 2.72 ± 0.44 2.73 ± 0.55 

IA 8.81 ± 0.98 9.32 ± 1.76 9.56 ± 1.50 9.10 ± 1.06 9.51 ± 1.36 
One-way ANOVA seguido de pós teste de Tukey, expressos em média ± desvio padrão. (n=9-10/grupo). 

 

Tabela 5. Parâmetros bioquímicos sanguíneos: proteína total (PT) (g/dL), albumina (g/dL), 

colesterol total (CT) (mg/dL), triglicerídeos (TG) (mg/dL), transaminase glutâmico-oxalacética 

(TGO) (U/L), transaminase glutâmico-pirúvica (TGP) (U/L) e gama glutamil transferase (GGT) 

(U/L) de ratos alimentados com diferentes níveis de glúten de trigo apresentados como 0% 

(G0), 14% (G14), 42% (G42), 70% (G70) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0). 

 G0 G14 G42 G70 G70/0 

PT 5.68 ± 0.42 5.59 ± 0.34 5.63 ± 0.24 5.82 ± 0.92 5.65 ± 0.23 

Albumina 2.62 ± 0.21 2.43 ± 0.22 2.48 ± 0.23 2.41 ± 0.19 2.54 ± 0.22 

CT 140 ± 38.78 107.38 ± 

11.38a 

119.46 ± 

34.40 

115.26 ± 

24.34 

100.70 ± 

14.33a 

TG 209.50 ± 

50.17 

179.29 ± 

68.31 

268.71 ± 

81.27b 

244.50 ± 

102.92 

241.50 ± 

72.07 

TGO 81.29 ± 11.80 96 ± 22.63 93.86 ± 11.98 88.29 ± 35.90 78.57 ±11.44 

TGP 45 ± 13.56 61.29 ± 13.03 54.57 ± 15.06 48.71 ± 16.06 61 ± 17.74 

GGT 2.14 ± 1.46 2.14 ± 1.46 1.14 ± 1.07 2.29 ± 2.06 1.43 ± 0.98 
One-way ANOVA seguido de pós teste de Tukey, expressos em média ± desvio padrão. (n=7/grupo). a p<0.05 vs. 

G0; b p<0.05 vs. G14. 

 

3.5 Análises morfológicas e morfométricas 

Macroscopicamente o fígado de animais alimentados com rações contendo sobrecarga 

nos níveis de glúten de trigo (G70 e G70/0) apresentaram estriações e pontos esbranquiçados. 
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Microscopicamente mantiveram a organização histológica padrão, não sendo observado 

indícios de fibrose, agregados inflamatórios ou necrose tecidual (Figuras 3b e 3d), contudo a 

deposição lipídica (vacuolização) se apresentou acentuada nos grupos com excesso e 

sobrecarga de glúten (G42, G70 e G70/0). 

Os valores para o número de hepatócitos foram obtidos em uma área útil de 57510.05 

m² em 50 imagens/animal, capturadas próximo a veia central.  Houve aumento significativo 

do número de hepatócitos em todos os grupos que receberam glúten (G14, G42, G70 e G70/0) 

em relação ao G0 e redução do número médio de hepatócitos nos grupos G42 e G70 com relação 

ao controle (G14). O grupo que recebeu 70% de glúten de trigo até 91 dias de vida e ração 

isenta de glúten até a eutanásia revela aumento significativo com relação ao G42 (Figura 3a).  

 De maneira oposta aos resultados obtidos para o número, a área celular dos hepatócitos 

apresentou redução significativa em todos os grupos que receberam glúten (G14, G42, G70 e 

G70/0) em relação ao G0; aumentou no grupo G42 em relação ao G14; e obteve decréscimo 

nos grupos G70 e G70/0 em relação ao G42 (Figura 3c). Assim, níveis crescentes de glúten na 

ração promovem aumento no número de hepatócitos e redução na área celular (perfil). 

O percentual de glicogênio tecidual e percentual lipídico intracelular obtidos nos 

diferentes grupos estão apresentados nas Figuras 3e e 3g, respectivamente. Os resultados 

obtidos para glicogênio são diretamente proporcionais aos obtidos na área celular hepática. 

Houve redução significativa em todos os grupos que receberam glúten (G14, G42, G70 e G70/0) 

em relação ao G0; aumento no grupo alimentado com 42% de glúten em relação ao grupo 

controle; e decréscimo nos grupos G70 e G70/0 em relação ao G42. A Figura 3f evidencia a 

presença de glicogênio tecidual por meio da reação histoquímica PAS. 

As inclusões lipídicas presentes em hepatócitos foram estimadas por meio da reação 

histoquímica Sudan III em cortes congelados (Figura 3h).  Quanto maior a concentração de 

glúten presente na ração, maior foi a concentração de lipídios presente nos hepatócitos. Houve 

aumento significativo dos grupos G14, G42, G70 e G70/0 em relação ao G0; em relação ao 

grupo controle também houve aumento significativo nos grupos G42, G70 e G70/0; e, por fim, 

nos grupos G70 e G70/0 houve acréscimo significativo em relação ao grupo que foi alimentado 

com 42% de glúten. Qualitativamente, a maior deposição de lipídeos foi observada nos fígados 

dos grupos com 42% e 70% de concentração de glúten na ração em relação ao G0 e G14. Entre 

os grupos G70 e G70/0 não houve diferença significativa (Figura 3g).  
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Figura 3. Análises histológicas e fotomicrografias do fígado: (a) Número de hepatócitos avaliados em uma área 

útil de 57510.05 m² em 50 imagens/animal. (b) Cordões de hepatócitos e sinusoides convergindo em direção à 

veia central (VC), coloração HE, objetiva de 40X, barra= 50m. (c) Área celular hepática mensurada em 100 

hepatócitos/animal, expresso em m2. (d) Demarcação da área dos hepatócitos (HEP), coloração HE, objetiva de 
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100X, barra= 10m. (e) Glicogênio hepático avaliado em uma área útil de 57510.05 m² em 50 imagens/animal, 

expresso em %. (f) Reação histoquímica PAS evidenciando o glicogênio tecidual (seta preta), objetiva de 100X, 

barra=10m. (g) Lipídeo intracelular mensurado em 100 hepatócito/animal, expresso em %. (h) Reação 

histoquímica Sudan III para evidenciação de lipídeo intracelular (seta branca), objetiva de 100X, barra= 10m, de 

ratos alimentados com diferentes níveis de glúten (trigo) apresentados como 0% (G0), 14% (G14), 42% (G42), 

70% (G70) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0). Dados submetidos à análise de variância one-way ANOVA 

seguido de pós teste de Tukey, expressos em média ± desvio padrão. (n=8-10/grupo). a p<0.05 vs. G0; b p<0.05 vs. 

G14; c p<0.05 vs. G42. 

 

 

O estroma hepático foi analisado pela reação histoquímica Picro Sirius Red com o 

auxílio de luz polarizada, sendo diferenciado o colágeno tipo I (vermelho) e colágeno III (verde) 

(Figura 4b). O percentual total de fibras colágenas (tipo I + tipo III) obtido na mesma área útil 

no tecido hepático resulta em redução significativa no grupo controle (G14) em relação ao 

demais grupos (Figura 4a). 

 

 

Figura 4. Colágeno tecidual total: (a) Colágeno tecidual avaliado em uma área útil de 57510.05 m² sob luz 

polarizada em 50 imagens/animal, expresso em % (b) Fotomicrografia de fígado, reação histoquímica Picro Sirius 

Red evidenciando fibras  colágenas tipo I (seta vermelha) e colágeno tipo III (seta verde), objetiva de 100X, barra= 

10m de ratos alimentados com diferentes níveis de glúten (trigo) apresentados como 0% (G0), 14% (G14), 42% 

(G42), 70% (G70) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0). Dados submetidos à análise de variância one-way 

ANOVA seguido de pós teste de Tukey, expressos em média ± desvio padrão. (n=9-10/grupo). a p<0.05 vs. G0; b 

p<0.05 vs. G14. 

  

3.6 Estado Oxidativo 

 Os indicadores de estresse oxidativo tecidual hepático, proteínas carboniladas e 

TBARS, nos diferentes grupos estão apresentados nas Figuras 5a e 5b, respectivamente. Para 

as proteínas carboniladas (Figura 5a) constatou-se aumento significativo em todos os grupos 

que continham glúten na ração (G14, G42, G70 e G70/0) em relação ao grupo isento (G0). A 

ração com maior nível de glúten (G70) também foi a que apresentou maior concentração de 

proteínas carboniladas, diferindo inclusive do grupo G14. A retirada de glúten na ração por 30 
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dias no grupo G70/0, leva a diminuição significativa desse indicador em relação aos grupos 

G42 e G70, sugerindo um efeito positivo. 

 A Figura 5b, que exibe os resultados da análise de TBARS, mostra que houve aumento 

significativo dos grupos G14, G42 e G70 em relação ao G0, simultaneamente ao decréscimo 

dos níveis do grupo G70/0 em relação ao G70.  

As figuras 5c e 5d apresentam a atividade antioxidante hepática das enzimas catalase e 

SOD nos diferentes grupos. O ensaio da catalase mostrou que os grupos G42 e G70 obtiveram 

diminuição significativa em relação aos grupos G0 e G14, enquanto o grupo G70/0 obteve 

aumento significativo em relação aos grupos G42 e G70. Os resultados da superóxido dismutase 

(SOD) revelam que houve apenas a diminuição significativa dos grupos G42 e G70 em relação 

ao G0.   

 

 

Figura 5. Estado oxidativo: (a) Proteína carbonilada expressa em nmols/mg de proteína. (b) Substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) expresso em nmols/mg de proteína. (c) Catalase expressa em mmols/(min x mg 

de proteína). (d) Superóxido dismutase (SOD) expressa em U/mg de proteína do fígado de ratos alimentados com 

diferentes níveis de glúten de trigo apresentados como 0% (G0), 14% (G14), 42% (G42), 70% (G70) e (G70/0) 

70% por 70 dias e 0% por 30 dias. Análise de variância one-way ANOVA seguido de pós teste de Tukey, expressos 

em média ± desvio padrão. (n=5-7/grupo). a p<0.05 vs. G0; b p<0.05 vs. G14; c p<0.05 vs. G42; d p<0.05 vs. G70. 
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4. Discussão 

 A sensibilidade não celíaca ao glúten (SNCG) é caracterizada por sintomas intestinais e 

extraintestinais causados após a ingestão de glúten na dieta por indivíduos que não apresentam 

o diagnóstico de doença celíaca ou alergia ao trigo [25]. Dessa forma, a abrangência do 

conhecimento envolvendo dietas sem glúten vem crescendo rapidamente ao longo dos anos, 

sendo principalmente impulsionado pela grande mídia e a indústria médica, justificada pela 

associação direta da ingestão de glúten com quadros de diarreia, vômito, constipação intestinal 

e entre outros [25,26].  

 Em razão disso, pesquisadores alertam sobre eminentes preocupações nutricionais em 

relação a retirada completa de glúten da dieta, incluindo deficiência de nutrientes, como 

vitaminas do complexo B, minerais e fibras, e que de forma compensatória eleva o consumo de 

ácidos graxos saturados e hidrogenados e alto teor de carboidratos, proporcionando aumento 

do índice glicêmico [27,28].  Contudo, os cereais, por exemplo o trigo, ainda são muito 

consumidos em todo o mundo, principalmente na alimentação da região do Mediterrâneo, que 

é considerada a dieta mais saudável existente [29].  

 Tendo em vista que a composição do glúten de trigo é estimada em cerca de 85% de 

carboidratos, 9-18% de proteínas e 3-4% de lipídeos [30], a padronização da ração produzida 

para este experimento equivale a 14% de glúten de trigo. A tabela 1, por meio de análise 

calorimétrica (LANA-DZO-UEM), apresenta os seguintes valores nutricionais para a dieta 

padrão: 75.4% de carboidratos, 14.1% de proteínas e 4% de lipídeos. Desta forma, de acordo 

com Christoffolete e Moriscot [31], a ração utilizada é normoproteica, pois não ultrapassou os 

níveis de até 80% de carboidratos e 19% de proteínas, foi eficaz em manter o ganho de peso 

dos animais, e hipercalórica, pois apresentou mais que 1% de lipídeos. 

 Em um processo de alimentação, a exigência de energia metabolizável precisa ser 

adequada, pois a eficiência da energia ingerida (energia bruta) é utilizada como regulador de 

funções vitais dos animais (energia líquida), ou seja, as necessidades energéticas interferem 

diretamente na quantidade de alimento ingerido [32]. Os animais que receberam alimentação 

com dieta padrão (14%) apresentaram, qualitativamente, o menor consumo alimentar, 

comprovando que a ração possui potencial de fornecer os nutrientes necessários para o 

desenvolvimento e manutenção dos animais. Por outro lado, os grupos que exibiram o maior 

consumo alimentar foi o grupo isento de glúten (G0), seguido do grupo que recebeu alimentação 

com 70% de glúten de trigo por 70 dias e isenção de glúten até a eutanásia (G70/0). 
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 De acordo com Bektaş e colaboradores [29], estudos indicam que 65% dos americanos 

consideravam que a dieta sem glúten era mais saudável, e 27% deles presumiam que a 

eliminação do glúten da dieta acarretava em perda de peso. Entretanto, na literatura não há 

evidências suficientes que associem a ingesta de glúten com o desenvolvimento da obesidade 

em camundongos [33]. Nossos resultados indicam consonância com o descrito, uma vez que 

não houve diferença entre a massa corporal dos animais alimentados com total isenção de glúten 

(G0) em relação aos que receberam glúten considerado padrão na dieta de roedores (14%) e em 

excesso (42%), apesar do maior consumo alimentar no grupo G0.  

 Entretanto, o grupo de animais que receberam 70% de glúten na ração, ou seja, uma 

sobrecarga de glúten, apresenta uma resposta diferenciada com relação a dieta padrão (14%), 

com aumento significativo da massa corporal final e comprimento nasoanal, além de maior 

consumo alimentar, IMC e Indice de Lee (p>0.05). Resultados distintos foram obtidos por 

Bektaş et al. [29], onde ratos Wistar que receberam ração padrão suplementada com 12% de 

glúten de trigo, não diferiram na massa corporal final e nem no consumo alimentar. 

 O grupo G70/0 avalia a resposta dos animais a uma situação de sobrecarga de glúten 

por 70 dias e substituição por uma dieta isenta de glúten por 30 dias. Constatou-se 

comportamento semelhante ao G70 nos parâmetros citados, possivelmente devido ao curto 

período de isenção, impedindo a reversão do quadro.  

 Houve manutenção da massa hepática associada ao teor de glúten na ração, 0%, 14% ou 

42%. Resultados semelhantes foram obtidos por Liang et al. [34] para cobaias alimentadas com 

glúten (dieta padrão) e sem glúten por cinco semanas. Entretanto a sobrecarga de glúten (G70 

e G70/0) promoveu redução significativa da massa do fígado quando comparado ao grupo G0.  

 Dos quatro depósitos de tecido adiposo avaliados (mesentérica, periepididimal, 

retroperitoneal e inguinal), nenhum deles apresentou diferenças significativas entre os grupos. 

Consequentemente, o índice de adiposidade também foi mantido. Esta resposta pode estar 

associada a manutenção da massa corporal final dos grupos com isenção de glúten, controle e 

excesso de glúten. A sobrecarga de glúten (70%), apesar de resultar em maior massa corporal 

final, não interferiu na adiposidade. Não avaliamos o tecido adiposo subcutâneo. Freire et al. 

[33], obtiveram aumento no depósito de tecido adiposo subcutâneo em camundongos não 

obesos alimentados durante oito semanas com ração padrão de roedores acrescido de 4,5% de 

glúten, e relacionou a um possível efeito direto sobre esse tecido e também sobre fatores pró-

inflamatórios. 
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 A análise do perfil lipídico indica que o nível de glúten na ração interfere no nível de 

colesterol total e triglicerídeos. O colesterol total, desempenha papel importante no diagnóstico 

de várias doenças, inclusive hepáticas [35]. Animais alimentados com ração isenta de glúten 

apresentaram o maior nível de colesterol entre todos os grupos. Atribuímos esse fato devido a 

inclusão de farelo de arroz, componente que substituiu o glúten, pois contém um alto teor de 

carboidratos, chegando a 30% de amido, e cerca de 15% de fibras [36]. O farelo de arroz é 

gerado através da separação entre a casca e o grão, e sua formação consiste principalmente de 

lignina e sílica, gerando um valor nutricional muito baixo [36].  

 Os grupos que receberam maiores níveis de glúten, G42, G70 e G70/0 também 

apresentaram maiores níveis de triglicerídeos, de forma significativa entre G42 e G14. Todo o 

alimento ingerido, quando não consumido é convertido em triglicerídeo e armazenado em 

adipócitos e, através da ação hormonal, pode ser usado como fonte de energia [35]. Importante 

destacar que os valores para colesterol total e triglicerídeos de todos os grupos não se 

enquadram nos valores de referência para ratos Wistar adultos [37], indicando que a ração 

oferecida a todos os animais interfere negativamente no perfil lipídico. Ressaltamos que, esse 

fato não repercutiu sobre os depósitos de tecido adiposo avaliados e sobre o índice de 

adiposidade. 

 Não houve influência dos níveis de glúten sobre os parâmetros sanguíneos, proteína 

total (PT), albumina, transaminases hepáticas (glutâmico-oxalacética – TGO e glutâmico-

pirúvica – TGP) e gama glutamil transferase (GGT). Com relação a PT e albumina, os 

resultados são condizentes com os componentes presentes nas rações normoproteicas 

produzidas (Tabela 1).  

As transaminases TGO e TGP são enzimas encontradas principalmente no fígado sendo 

de valiosa ajuda no diagnóstico de distúrbios hepáticos [38]. Existe forte relação dos níveis 

aumentados de TGO e a presença de fibrose hepática [39]. Os resultados obtidos para TGO não 

foram significativos (p>0.05), contudo, houve uma forte tendência para níveis mais elevados 

nos grupos alimentados com glúten em relação ao grupo isento de glúten. O nível de TGP 

também não mostrou diferença significativa entre os grupos, entretanto, o grupo controle 

apresentou valores maiores em relação aos grupos G0, G42 e G70. Ressalte-se que, apesar de 

variações quantitativas, tanto TGO quanto TGP encontram-se dentro dos valores de referência 

para ratos Wistar [37]. 

 Assim como as transaminases, GGT também é uma enzima hepática presente nos 

túbulos renais, pâncreas e intestino. Todos os indícios da presença de doenças hepáticas, 
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independente da causa, pode ser responsável pela alteração dos níveis séricos da GGT, sendo 

principalmente associado a níveis de fibrose [40]. 

  Os níveis séricos de GGT não diferiram entre os grupos experimentais, indicando que 

não houve lesão tecidual hepática. Resultados similares foram observados por Ozuna e Barro 

[28], que compararam níveis crescentes de gliadina (componente proteico do glúten) na ração 

de ratos, sem obter diferenças significativas nas transaminases TGO, TGP e na GGT.  

 O fígado é o órgão central envolvido no metabolismo, armazenamento de nutrientes e 

desintoxicação, exercendo um papel importante como regulador da imunidade inata e 

adaptativa. Componentes presentes no sangue portal, como elementos vindos do intestino 

(incluindo peptídeos derivados do glúten) e produtos bacterianos, podem, sob condições 

específicas, desencadear respostas imunológicas associadas à inflamação e fibrose hepática 

[13]. 

 A alimentação com níveis elevados de glúten de trigo interfere na organização 

histológica padrão hepática. O fígado de animais alimentados com sobrecarga de glúten 

apresentou pontos e estriações esbranquiçadas. Microscopicamente, os cordões de hepatócitos 

com núcleos centrais intercalados por sinusoides que convergiam em direção à veia central 

(Figura 3b), foram mantidos. Não foram observados infiltrados de células inflamatórias, porém 

visível deposição de lipídios intracelular nos grupos G42, G70, G70/0. 

 Constatamos relação da ingesta de ração com glúten sobre a morfometria do tecido 

hepático. A análise do lobo médio do fígado de animais que receberam glúten, 

independentemente do nível, revelou aumento significativo do número de hepatócitos e redução 

no perfil celular em relação ao grupo isento de glúten. Esse efeito encontra consonância na 

massa hepática, ou seja, a presença de glúten na ração, resulta em fígados menores, com maior 

número e menor área de hepatócitos. Essa resposta pode ser caracterizada como um mecanismo 

de compensação, onde a taxa de proliferação está aumentada devido a um desequilíbrio no 

processo de metabolização dos peptídeos vindos da alimentação, atuando como um agente 

estressor. Respostas semelhantes de adaptação morfométrica (número e perfil) de hepatócitos 

de ratos que receberam suplementação alimentar, com o peso do órgão, também foram descritas 

por Azevedo e colaboradores [41].  

As inclusões hepáticas de glicogênio e lipídios foram determinadas por meio das reações 

histoquímicas PAS e Sudan III, respectivamente. Houve semelhança com os resultados obtidos 

para a área celular, onde menor percentual de glicogênio tecidual foi encontrado nos fígados de 

animais que receberam glúten na dieta. Os níveis de glicogênio são influenciados pelo estado 
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nutricional do animal, determinando a via metabólica em que ele será utilizado [42]. Portanto, 

níveis menores dessa reserva energética poderiam estar relacionados a um aumento da via 

glicogenolítica, onde os estoques de glicogênio são transformados em glicose e usados como 

energia.  

 Houve aumento significativo das inclusões lipídicas nos hepatócitos de animais que 

receberam glúten em relação ao grupo isento, sendo possível inferir que há relação direta entre 

a alimentação com essa proteína e o estoque de lipídeos que são armazenados nos hepatócitos. 

Essa associação é sustentada pela resposta com relação ao nível de glúten, uma vez que houve 

aumento significativo dos grupos que receberam excesso (42%) e sobrecarga (70%) de glúten 

de trigo em relação ao grupo controle (14%). Resultados semelhantes foram obtidos no fígado 

de camundongos que receberam glúten, onde os hepatócitos continham grandes gotículas de 

lipídeos, típico de esteatose hepática [43].  

 A fibrose hepática leve é uma das alterações mais comuns encontradas em pacientes 

com doença celíaca [44]. Entretanto, em nosso modelo experimental de Sensibilidade não 

celíaca ao glúten (SNCG) e corroborando com os resultados obtidos através das análises 

bioquímicas (TGO, TGP e GGT), não há sinais de fibrose no fígado de animais isentos ou 

alimentados com diferentes níveis de glúten de trigo. Apesar do baixo percentual (<0.50%) de 

fibras colágenas dos tipos I e III no estroma hepático, em todos os grupos, foi observada redução 

significativa no grupo controle (G14) em relação aos demais grupos. O grupo G70 e G70/0 se 

mantiveram semelhantes.  

 A adição de glúten crescente na alimentação provoca aumento do estresse oxidativo no 

fígado de ratos. Houve aumento significativo dos níveis da proteína carbonilada (pró-oxidante) 

nos grupos que receberam glúten em relação ao grupo G0. Em relação ao grupo controle (14%), 

o grupo que recebeu sobrecarga de glúten (70%), apresentou aumento significativo. O grupo 

G70/0 foi significativamente menor em relação aos grupos que receberam excesso e sobrecarga 

de glúten, tendendo a se equivaler com os níveis do G0. 

 Em relação ao TBARS (pró-oxidante), também se constatou aumento nos níveis para os 

grupos que receberam glúten em relação ao grupo isento. O grupo controle não diferiu dos 

demais e manteve níveis semelhantes ao grupo que recebeu 42% de glúten de trigo. O grupo 

G70/0 apresentou redução significativa em relação ao grupo que recebeu apenas 70% de glúten 

na alimentação, corroborando com os resultados das proteínas carboniladas e tendendo a 

igualar-se com os níveis de G0. O TBARS elevado e a mudança do equilíbrio celular pró-

oxidante/antioxidante podem afetar a proliferação celular, diferenciação ou respostas 
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apoptóticas e perturbar a homeostase do tecido [14]. Portanto, consideramos possível efeito do 

TBARS em estimular a proliferação celular ter atuado sobre o aumento do número de 

hepatócitos nos grupos que receberam glúten. 

 Como previsto, houve menor atividade das enzimas antioxidantes (catalase e SOD) nos 

animais que receberam glúten na ração. A catalase apresentou redução significativa dos grupos 

G42 e G70 em relação aos grupos G0 e G14, indicando uma relação direta entre aumento de 

glúten na ração e a redução da atividade antioxidante. O grupo G70/0 foi o grupo que obteve 

maior atividade da catalase, sendo significativamente maior em relação aos grupos que 

receberam excesso (42%) e sobrecarga (70%) de glúten. 

 O grupo G0 apresentou maior atividade da SOD em relação aos demais grupos, 

entretanto foi significativo apenas em relação aos grupos G42 e G70. O grupo controle não 

diferiu dos demais grupos. O grupo que recebeu sobrecarga de glúten de trigo durante 70 dias 

e isenção de glúten até a eutanásia não diferiu do grupo que recebeu apenas 70% de glúten, 

contudo, apresentou níveis maiores e propensão a se adequar aos níveis de G0. 

 Há clara interferência nos níveis de glúten de trigo na ração com relação ao estado 

oxidativo tecidual. Segundo Aguilar et al. [45], o consumo de glúten de trigo provoca a esteatose 

hepática em camundongos obesos, exacerbando a inflamação, a produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) e a peroxidação lipídica, além de reduzir a atividade das enzimas SOD e 

catalase.  Consideramos que quando o glúten foi removido da ração (G70/0), o estresse 

oxidativo no fígado também diminuiu, uma vez que houve redução dos níveis de TBARS e das 

proteínas carboniladas, e aumento da atividade da enzima antioxidante catalase. Neste contexto, 

a retirada do glúten da dieta poderia levar à redução do estresse oxidativo do órgão por nós 

verificado. 

 Com base no delineamento experimental realizado, a utilização de rações com isenção 

e níveis crescentes de glúten não elevou o índice de adiposidade, porém apresentou influência 

sobre a massa corporal e hepática, na morfofisiologia e estado oxidativo hepático. Não foram 

detectados indícios de injúria hepática através das análises das transaminases e gama-

glutamina-transferase ou indícios de fibrose tecidual. 

  

5. Conclusão 

O modelo de Sensibilidade não Celíaca ao Glúten (SNCG) tem efeito negativo sobre a 

morfofisiologia hepática gerando aumento do estresse oxidativo.  Maior nível de glúten na ração 
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(70%) resulta em fígados menores, com redução na área de hepatócitos, aumento no número de 

células e percentual de lipídeos intracelulares.   
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