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RESUMO GERAL

O glaten ¢ uma proteina constituida por prolaminas e gluteninas e ¢ comumente
encontrado em graos como trigo, aveia, centeio e cevada. A tolerancia do organismo sobre a
quantidade de gluten ingerida depende da presenca de enzimas capazes de quebrar as porgoes
proteicas vindas da alimentagdo. Desta forma, a ingestdo de gliten pode interferir na mucosa
intestinal, através de alteracdes na permeabilidade epitelial, aumento do ntimero de linfécitos
intraepiteliais e consequente producao de inflamacgdes locais que podem atingir o tecido
hepatico. Considerado o segundo maior 6rgao do corpo e componente central do metabolismo,
o figado possui um papel fundamental como regulador da imunidade inata e adaptativa, visto
que estd exposto a uma grande e variada quantidade de moléculas estranhas provenientes do
intestino. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de racdes com niveis
crescentes de gliten de trigo sobre a morfofisiologia do figado de ratos Wistar. Materiais e
métodos: Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela CEUA-UEM,
protocolo n°® 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 nivel
de gluten presente na ragdo e alimentados por 100 dias: GO — grupo sem glaten: alimentagao
com rag¢do isenta de gluten; G14 — grupo controle com gluten: alimentacdo com 14% de gliten
de trigo (ragao padrao); G42 — grupo com excesso de gluten: alimentagdo com 42% de gluten
de trigo; G70 — grupo com sobrecarga de gluten: alimentagcdo com 70% de gluten de trigo; e
G70/0 — grupo com sobrecarga de gliten: alimentacdo com rag¢do contendo 70% de gluten de
trigo até os 91 dias de vida (70 dias de experimento), quando passaram a receber racao isenta
de gluten até a eutanasia. Aos 121 dias os animais foram eutanasiados, apds 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 calculo de indice de Lee (IL) e o indice
de massa corporal (IMC). Amostras de sangue foram coletadas para dosagens plasmaticas de
proteina total (PT), albumina, colesterol total (CT), triglicerideos, transaminase glutamico-
oxalacética (TGO), transaminase glutamico-piravica (TGP) e gama glutamil transferase (GGT).
Os depositos de tecido adiposo mesentérico, retroperitoneal, periepididimal e inguinal foram
coletados e pesados. O figado foi retirado, pesado e fixado para processamento histologico e
analise do estado oxidativo. Foram realizadas analises morfologicas e morfométricas dos
hepatocitos em Hematoxilina-Eosina. Através de reagdes histoquimicas foram quantificados:
percentual de glicogénio tecidual em Acido Periddico de Schiff; percentual de lipideo

intracelular em Sudan III; e percentual de colageno tecidual em Picro Sirius Red. O estado
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oxidativo hepatico foi caracterizado pelos niveis das proteinas carboniladas e substancias
reativas ao acido tiobarbitairico (TBARS), além da atividade da catalase e superoxido dismutase
(SOD). Resultados e discussao: O excesso de gluten elevou a massa corporal final, em relagao
ao G14, sem caracterizar obesidade, uma vez que nao foi capaz de interferir no IL, no IMC e
indice de adiposidade, entretanto diminuiu a massa do figado em relagdo ao G0. Todas as ragdes
produzidas, com presenga ou auséncia de gliten, apresentaram um comportamento diferenciado
nos niveis de CT e triglicerideos, diferindo dos parametros de referéncia para ratos Wistar. Os
valores de PT e albumina se mantiveram semelhantes, pois as racdes produzidas sdo
normoproteicas. As transaminases (TGO e TGP) e GGT também apresentaram niveis
semelhantes para todos os grupos e valores proximos aos de referéncia para ratos Wistar,
indicando auséncia de les@o hepatica. A analise macroscopica do figado revelou diferengas nos
grupos G70 e G70/0, sendo observadas estriacdes e pontos esbranquicados no 6rgdo. A analise
microscopica mostrou manuten¢ao da sua organizacdo histoldgica padrdo e qualitativamente
apresentou maior deposicao lipidica nos grupos G42 ¢ G70 em relacdo ao GO. Na analise
morfométrica, a presenca de gluten de trigo na racdo aumentou o nimero de hepatdcitos e
diminuiu o perfil celular, podendo ser caracterizado como um mecanismo de compensagao,
onde a taxa de proliferagdo estd aumentada devido a um desequilibrio no processo de
metabolizacao dos peptideos ingeridos, atuando como um agente estressor. Houve diminui¢ao
do percentual de glicogénio tecidual, que possivelmente foi transformado em glicose pelo
processo de gliconeogénese; aumento do percentual de lipideos intracelular no figado dos
animais alimentados com gliten, sendo possivel inferir que hé relacdo direta entre a alimentagao
com gluten e o estoque de lipideos que sdo armazenados nos hepatodcitos; e auséncia de fibrose
tecidual em todos os grupos, corroborando com os resultados das anélises sanguineas. O gliten
foi capaz de aumentar o estresse oxidativo tecidual, uma vez que houve acréscimo nos
marcadores secundarios de lesdo tecidual (proteinas carboniladas e TBARS) e diminui¢do na
atividade das enzimas antioxidantes (catalase ¢ SOD). Conclusiao: O Modelo de Sensibilidade
nao Celiaca ao Gluten (SNCG) tem efeito negativo sobre a morfofisiologia hepatica gerando
aumento do estresse oxidativo. Maior nivel de gluten na ragdo (70%) resulta em figados
menores, com redugdo na area de hepatdcitos, aumento no numero de células e percentual de

lipidios intracelulares.

Palavras-chave: Colageno tecidual; estresse oxidativo; glicogénio tecidual; hepatocitos;
lipideo 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 n® 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: GO —
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 GO. 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 GO. 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 intolerancia ao gluten de trigo altera a permeabilidade intestinal e facilita o desenvolvimento
de processos inflamatorios com possivel repercussao sobre tecido o hepatico, componente
central do metabolismo. Ratos Wistar machos (n=50) com 21 dias de idade foram divididos em
5 grupos (n=10) conforme os niveis de gluten presentes na ragao por 100 dias: GO (0%), G14
(14%), G42 (42%), G70 (70%) e G70/0 (70% nos primeiros 70 dias e 0% até a eutandsia). Aos
121 dias os animais foram pesados, eutanasiados e amostras de sangue foram coletadas. Os
depositos de tecido adiposo foram pesados. O figado foi pesado e fixado para analise
morfologica e morfométrica de hepatocitos, percentual de glicogénio e colageno tecidual e
avaliacdo lipidica intracelular. O estado oxidativo hepatico foi avaliado. A ingestdo de ragdes
com excesso de glaten (70%) aumentou a massa corporal final e reduziu a massa do figado,
entretanto ndo interferiu na adiposidade. Nao houve injlria hepatica. Colesterol e triglicerideos
apresentaram comportamento diferenciado em todos os grupos. O gluten na ragdo aumentou o
numero de hepatocitos e o percentual lipidico intracelular, diminuiu o perfil celular e o
percentual de glicogénio tecidual. Nao houve evidéncia de fibrose, entretanto o gluten elevou
o estresse oxidativo tecidual.

Palavras-Chave: Coldgeno tecidual; estresse oxidativo; glicogénio tecidual; hepatocitos;
lipideo 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: GO (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. Introducao

O gluten ¢ constituido por dois principais componentes protéicos, as prolaminas e as
gluteninas, e pode ser comumente encontrado em alguns tipos de graos, como trigo, aveia,
centeio e cevada [1]. A prolamina ¢ conhecida como por¢gao monomérica soluvel em alcool,
responsavel pela coesdo e extensibilidade do gluten, sendo subclassificadas de acordo com o
local onde sdo encontradas: gliadina, no trigo; hordeina, na cevada; avelina, na aveia; e secalina,
no centeio [2,3]. A por¢ao polimérica, chamada de glutenina, ¢ insoltivel em alcool e se encontra
presente em todos os cereais citados anteriormente, sendo responsavel pela elasticidade e forga
do glaten [2].

A tolerancia sobre a quantidade de gliten ingerida varia de acordo com cada organismo,
pois esta diretamente ligada a presenca de enzimas especificas capazes de quebrar as por¢des
de prolamina e glutenina vindas da alimenta¢do, que na maioria das vezes sdo digeridas de
forma incompleta pelas peptidases gastricas, pancreaticas e da borda em escova, acarretando na
formagao de peptideos grandes que atravessam a barreira epitelial do intestino e entram na
lamina prépria através de vias transcelulares ou paracelulares [4,5]. Diante disso, a intolerancia
ao glaten ¢ um termo bastante abrangente que integra trés principais tipos de disturbios: doenga
celiaca (DC), alergia ao trigo e sensibilidade ndo celiaca ao gluten (SNCG) [2].

A DC ¢ uma enteropatia imunomediada cronica caracterizada por inflamacdao do
intestino delgado, hiperplasia e/ou atrofia das vilosidades, que tem como resultado interacdes
complexas entre fatores genéticos, imunologicos e ambientais, e a auséncia de tratamento pode
levar a graves complicagdes [6-8]. A alergia ao trigo, assim como a DC, também ¢ mediada por
respostas imunoldgicas, entretanto, além dos danos a mucosa intestinal e aumento da infiltracdo
por linfocitos intraepiteliais, os principais sintomas incluem esofagite, gastroenterite e colite
eosinofilica [2,9].

No entanto, o alvo deste estudo ¢ a SNCG. Definida como um conjunto de sinais
clinicos, a SNCG ¢ causada pela ingestao do gliten, acarretando em sintomas intestinais (como
dor e sensibilidade abdominal, hédbitos intestinais irregulares: constipacdo ou diarreia, ou
movimentos intestinais alternados) e/ou extraintestinais, como vOmitos e cefaleia, que podem
ser minimizados com a retirada de gluten da dieta. Ou seja, por ndo se tratar de uma condi¢do
alérgica e autoimune, pode ser considerado um autodiagnostico ou diagnostico feito por
profissionais de saude, apds a negativa dos exames direcionados a doenca celiaca e alergia ao

trigo [5,10,11].
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Dentro do contexto da SNCG, e tendo em vista que o gliten possui um alto carater
inflamatorio, estudos comprovam que pode haver interferéncia na morfologia do trato
gastrointestinal (TGI), que ¢ responsavel pela digestao e absor¢ao dos nutrientes vindos da
dieta. Por isso, seu contato constante com a mucosa intestinal, pode provocar alteracdes na
permeabilidade epitelial, aumento do niimero de linfocitos intraepiteliais e consequente
producdo de inflamagdes locais e/ou sistémicas, por meio de antigenos alimentares e
bacterianos com propriedades imunoativadoras. Portanto, as possibilidades de desencadear um
quadro de estresse oxidativo sao altas, devido a formagdo e aumento das taxas de 6xido nitrico
nos tecidos e, consequentemente, de serem transportados para o figado [12-15].

O figado é considerado o segundo maior 6rgdo do corpo. E tradicionalmente visto como
componente central do metabolismo, pois € responsavel pelo processamento € armazenamento
de nutrientes e producdo de proteinas plasmadticas, como a albumina. Sua constitui¢do
histologica envolve hepatdcitos, células estreladas hepaticas e uma variedade de células
apresentadora de antigenos, como as células de Kupffer (macréfagos), entre outras. Assim, o
figado est4 envolvido na desintoxicacdo, neutraliza¢do e degradagdo de fA&rmacos e substancias
toxicas, além de ter um papel fundamental como regulador da imunidade inata e adaptativa,
visto que esta exposto a uma grande quantidade de moléculas estranhas provenientes do
intestino [16].

O eixo intestino-figado, determinado pela circulacdo intima e direta de sangue
provenientes do intestino em dire¢do ao figado através da veia porta hepatica, ¢ responsavel por
transportar substancias a serem metabolizadas, especialmente os peptideos derivados do gluten,
que sob condicdes especificas, como o rompimento da barreira intestinal, podem desencadear
resposta imune hepatica [13]. A desregulagdo do eixo intestino-figado e a ativagdo de respostas
imunes, podem promover dano hepatico, através de processos inflamatorios, esteatose hepatica
ndo alcdolica, fibrose hepatica e desequilibrio pro-oxidante/antioxidante celular, podendo afetar
aproliferagdo celular, diferenciacdo ou respostas apoptoticas e perturbar a homeostase do tecido
[13,14].

Levando em consideragdo os estudos que relacionam a ingestdo do gliten com
alteragdes morfofuncionais do TGI e, consequente desequilibrio de outros 6rgdos do sistema,
como o figado, que se apresenta relevante nas respostas imunoldgicas e oxidativas, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos de racdes com niveis crescentes de gluten de trigo sobre a

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

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA), da Universidade Estadual de Maringa (UEM), pelo protocolo n® 4375010922
(Anexo A) e obedeceram aos principios da experimentacao animal estabelecidos pelo Conselho

Nacional de Controle de Experimenta¢do 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 Maringd, com
21 dias de idade. Os ratos foram mantidos por 100 dias no biotério do Departamento de Ciéncias
Morfologicas (DCM) sob ciclos regulares de iluminacdo (12h claro:12h escuro), temperatura
controlada (22 + 2°C) e exaustdo de ar.

Os grupos foram organizados conforme o nivel de gliten de trigo presente na ragao.
Todos os animais foram eutanasiados aos 121 dias de idade:

* GO — grupo sem gluten: alimentagdo com ragao isenta de gluten.

* G14 — grupo controle com gluten: alimentagdo com 14% de gluten de trigo (ragdo
padrao).

* G42 — grupo com excesso de gluten: alimentacao com 42% de glaten de trigo.

* G70 — grupo com sobrecarga de gliuten: alimentacdo com 70% de gltten de trigo.

* G70/0 — grupo com sobrecarga de gluten: alimentagdo com ragdo contendo 70% de
gltten de trigo até os 91 dias de vida (70 dias de experimento), quando passaram a receber ragao

isenta de glaten até a eutanasia.

2.1.2 Preparacdo da ragao

As ragdes foram produzidas no Departamento de Engenharia de Alimentos
(DEA/UEM), fabricadas em maquina extrusora monorosca (Inbramaq RX50) que funciona em
alta velocidade (até 400 rpm) acoplada a uma matriz de saida e pega difusora responsavel pelo
formato da racdo (pellets).

Todos os ingredientes em percentuais adequados para roedores foram moidos e
transformados em farinha. Posteriormente, esse produto, foi umedecido e submetido a alta

temperatura (110-160°C) e pressdo, para cozinhar e expandir o produto. O grau de expansao foi
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controlado pelo grau de umidade, correspondente a 25%. Em temperatura ambiente o extrusado
foi resfriado e, por consequéncia, a expansao foi interrompida.

A ragdo foi submetida a secagem em estufa de circulagdo de ar a 50-60°C, por 24 horas,
mantendo-se o grau de dureza adequado a roedores. O grau de refinamento dos ingredientes
utilizados na ragdo teve como referéncia o American Institute of Nutrition AIN-93 [17]. Apos
confec¢do, a ragdo foi mantida sob refrigeracdo em recipientes separados, com a finalidade de
nao haver contaminagdo cruzada de gluten. Os valores nutricionais utilizados na ragao padrao

produzida estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Fragdes quimicas e de calorias da ragdo com 14% de gltten de trigo (ragdo padrao)
para roedores.

Valores Nutricionais Dieta Padrao
(Kcal/100g de dieta)* 417
Carboidratos (%) 75.4
Proteinas (%) 14.1
Gorduras (%) 4
Agua (%) 25

Composi¢do bruta energética (Kcal/100g de dieta) * Laboratorio de Analises de Alimentos e Nutrigdo Animal,
Departamento de Zootecnia — Universidade Estadual de Maringa — LANA-DZO-UEM

Para definir os niveis de gluten, foi utilizado como matéria prima a farinha de trigo e o
farelo de arroz. Na ragao padrdo do grupo controle (G14) a fonte de gluten, como componente
proteico, foi o trigo sendo substituido por arroz no grupo GO. Para os grupos com niveis de
gliten acima de 14%, o percentual de trigo foi acrescido. Na composi¢do da racdo foi
acrescentado Premix vitaminico e mineral para roedores (PX 1577 PREMIX-Nucleopar
Nutri¢do Animal Ltda). Os ingredientes selecionados para produzir 1 kg da racdo balanceada
estdo descritos na Tabela 2 e foram pesados em balancga analitica (220g M214Ai Bel®) e
balanga digital Triunfo® (DST30/C-DM).

2.1.3 Consumo alimentar e massa corporal

Para avaliar o consumo alimentar dos animais, a ra¢ao oferecida e as sobras foram
pesadas, a cada dois dias, durante todo periodo experimental. A oferta de rag¢do 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 balanca digital Filizola™ (modelo BP3). A evolucdo da massa

corporal dos animais foi expressa em gramas (g).
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Tabela 2. Componentes das ragdes para roedores com diferentes niveis de gluten (trigo)
apresentados como 0% (GO0), 14% (G14), 42% (G42) e 70% (G70).

Ingredientes (g/kg) GO G14 G42 G70
Grao 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
Oleo de soja 40 40 40 40
Cloreto de sodio 6,8 6,8 6,8 6,8
Carbonato de calcio 25 25 25 25
Fosfato bicalcico 11.4 11.4 11.4 11.4
Premix vitaminico 10 10 10 10
Premix mineral 11.8 11.8 11.8 11.8
Total* 1 Kg 1Kg 1Kg 946g

* Laboratodrio de Cereais, Departamento de Engenharia e Alimentos — Universidade Estadual de Maringa

2.2 Coleta do material biologico

Aos 121 dias de vida os animais foram pesados e eutanasiados, apos 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 calculo do indice
de Lee [19] e indice de massa corporal (IMC) (massa corporal (g)/comprimento nasoanal?). Foi
realizada a coleta do sangue por pungao cardiaca (aprofundamento de agulha 30x0,7m e seringa
de SmL) e a laparotomia vertical para a coleta e pesagem do figado para posterior separagao
em lobos. Também, foram removidos e pesados os depositos de tecidos adiposos (mesentérico,
retroperitoneal, periepididimal e inguinal). Também foi realizado o indice de adiposidade,
caracterizado pela soma das massas dos depodsitos de tecido adiposo. As amostras de sangue
foram centrifugadas para separacdo de soro e plasma e armazenadas em freezer 80°C para
analises bioquimicas posteriores. As amostras de figado com exce¢do daquelas destinadas a
processamento histoldgico, foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer

80°C até o processamento.

2.3 Analises bioquimicas

O sangue coletado foi mantido em um tubo sem anticoagulante para obtencdo do soro
que foi utilizado para dosagens bioquimicas sanguineas de proteina total, albumina, colesterol
total, triglicerideos, transaminase glutamico-oxalacética (TGO), transaminase glutamico-

pirtvica (TGP) e gama glutamil transferase (GGT).
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As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. As andlises foram
realizadas no laboratdrio de Fisiologia, por meio de kits comerciais (Gold Analisa Diagnostica
Ltda, Minas Gerais, Brasil) de acordo com as especificagdes do fabricante em

espectrofotometro Bioplus 2000.

2.4 Processamento e andlise histologica hepatica

O lobo médio do figado foi submetido ao processo de fixacdo em paraformaldeido 4%
por 24 horas, sendo posteriormente transferido para solu¢ao de alcool 70%. Em seguida, ele foi
cortado em pequenas amostras, que foram desidratadas por meio da utilizagdo de alcool em
concentragdes crescentes, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Consecutivamente
foram realizados cortes histoldgicos transversais semi-seriados, de Sum de espessura, com
auxilio de micrétomo rotativo (Leica® RM2245). Os cortes obtidos foram corados com
Hematoxilina de Harris e Eosina (HE) e reagdes histoquimicas com Acido Periodico de Schiff
(PAS) e Picro Sirius Red.

Na anélise morfométrica foi mensurada a area de 100 hepatdcitos/animal (pm?), e
avaliado o nimero de hepatdcitos em 50 imagens/animal. A estas imagens foi adicionada uma
tarja preta de area fixa, sobre a veia central, para padronizacdo da area de contagem a qual foi
denominada area util (area do campo da imagem subtraido da medida da tarja preta de area
fixa), medindo de 57510.05 pm?, visto que as veias centrais podem ter tamanhos variados.
Todos os hepatdcitos presentes em cada imagem, exceto os cobertos pela tarja, foram
quantificados. Os resultados foram expressos como numero de hepatdcitos.

A andlise histoquimica para avalia¢do do percentual de glicogénio tecidual foi feita pela
mensuragdo da area util e area contendo glicogénio de 50 imagens/animal. A andlise para
avaliacdo do percentual de coldgeno tecidual foi feita pela mensuragdo da area util e area
contendo a soma de colageno do tipo I e III de 50 imagens/animal com auxilio de luz polarizada.
Todas as andlises foram realizadas por meio do programa Image Pro-Plus® 4.5 (Media
Cibernetics).

O lobo lateral esquerdo do figado foi congelado em nitrogénio liquido, armazenado em
freezer "80°C e, posteriormente foi realizado cortes histologicos transversais semi-seriados, de
10um de espessura, por meio de criostato (Leica® CM1850) a 20°C. Os cortes obtidos para
esta andlise foram submetidos a reacdo histoquimica com Sudan III, para avaliagdo do
percentual intracelular de inclusoes lipidicas. Foi mensurada a area de 100 hepatocitos/animal
e das respectivas inclusdes lipidicas com auxilio do programa Image Pro-Plus® 4.5 (Media

Cibernetics).
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Todas as imagens foram capturadas na regido proxima a veia central, em microscopio
optico (Nikon Eclipse®, Shimjuku, Japao) (objetiva de 40X) acoplado a cidmera de alta
resolucao (Nikon®, Ds-Filc, Shimjuku, Japao), acoplado a um computador com programa

computacional Q-Capture®.

2.5 Estado Oxidativo hepatico

2.5.1 Preparagao do tecido

Os lobos posterior direito, inferior direito e caudado do figado foram removidos,
clampeados e congelados em nitrogénio liquido. Posteriormente as amostras foram
homogeneizadas em homogeneizador van Potter-Elvehjem com dez volumes de tampao fosfato
0.1M gelado (pH7.4) e uma aliquota foi separada como homogenato total. O restante do
homogenato foi centrifugado (11.000g/15min) e o sobrenadante separado como fragdes
soliveis do homogenato. As analises foram realizadas no Laboratério de Metabolismo

Hepatico.

2.5.2 Parametros do estado oxidativo

Proteinas do grupo carbonil: os niveis de proteinas carboniladas foram medidos em
espectrofotdmetro usando 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) (¢370 = 22.103M"'.cm™) e os
valores expressos como nmol/(mg de proteina) [20].

TBARS: os niveis de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitrico) foram
determinados por espectrofotometro (502nm) como descrito por Buege e Aust [22]. Curvas
padrdo foram preparadas com 1,1°,3,3’-tetractoxipropano e os valores foram expressos como
nmol/(mg de proteina).

Atividades enzimaticas da catalase e superoxido dismutase (SOD): a atividade da
catalase foi estimada medindo a mudancga na absorbancia a 240nm usando H>O» como substrato
e expressa como mmol (min x mg de proteina) [22]. A atividade da superoxido dismutase (SOD)
foi estimada pela sua capacidade de inibir a auto oxidagao do pirogalol em meio alcalino. Esse
ultimo foi medido em 420nm [23]. Uma unidade de SOD foi considerada a quantidade de
enzima capaz de promover 50% de inibi¢cdo da oxidagdo do piragolol e os resultados foram
expressos em unidade/(mg de proteina).

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

Folin fenol [24].
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2.6 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados em R (versao 4.3.1) utilizando os pacotes Ime4, multicomp
e car. Para todas as analises, foi aplicado a analise de variancia one-way ANOVA, seguido do
pos-teste de Tukey e expressos em média = desvio padrao. 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 = GO; vermelho =
G14; roxo = G42; verde = G70; rosa = G70/0.

Durante o periodo experimental, de 100 dias, ¢ possivel notar que todos os animais
mantiveram uma taxa semelhante de consumo alimentar. Qualitativamente, o grupo que recebeu
0% de gluten apresentou maior consumo alimentar, seguido do grupo que recebeu alimentagao
com 70% de gluten de trigo por 70 dias e nos ultimos 30 dias recebeu 0% de gliten. Nesse
ultimo grupo, o grafico aponta que houve um possivel periodo de adaptacdo entre a troca de
ragdo, em que ocorreu um declinio no consumo e posterior reestabelecimento dos parametros
anteriormente apresentados.

No inicio do experimento, o grupo que recebeu 14% de gluten 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 gliten se ajustaram ao grupo controle até o
final do experimento. Os valores apontados pelo grupo que recebeu 70% de gliten se manteve
intermediario aos valores do conjunto GO 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 = G0O; vermelho = G14; roxo = G42; verde
= @G70; rosa = G70/0.

Os grupos G70 e G70/0 apresentaram maior ganho exponencial de massa corporal.
Entretanto, nas ultimas semanas de experimento, o grupo que recebeu racdo com 70% de gluten

durante os primeiros 70 dias e nos ultimos 30 dias recebeu ragao 0%, apontou que ocorreu um
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grau de estabiliza¢cdo no ganho de massa corporal, possivelmente devido a troca de composi¢ao
da ragao.

Os animais que receberam racao com 42% e 0% de glaten obtiveram ganhos de massa
semelhantes. Mesmo que o G42 comparado a GO tenha mantido niveis um pouco mais elevados
durante o periodo experimental, ao final, ambos finalizaram com a mesma média de massa
corporal final (Tabela 3). Os animais do grupo controle, que receberam 14% de gluten de trigo,

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

140
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Figura 1. Evolu¢do do consumo de ragéo (g) por grupo durante o periodo experimental, expresso em dias de vida,
em ratos alimentados com diferentes niveis de gliten (trigo) apresentados como 0% (GO - 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. Evolucao da massa corporal semanal (g) expresso em dias de vida, em ratos alimentados com diferentes
niveis de glaten (trigo) apresentados como 0% (GO - 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 Parametros biométricos

A Tabela 3 apresenta os dados obtidos no ultimo dia de experimento, para avaliagdo dos
parametros biométricos dos ratos em jejum. A massa corporal final exibiu um aumento
significativo nos grupos G70 e G70/0 em relagdo ao grupo G14, complementando o que foi
ilustrado no Gréfico 2. Resultados semelhantes foram encontrados nos valores de comprimento
nasoanal, onde houve aumento significativo nos grupos G70 ¢ G70/0 em relagdo ao G14.
Entretanto, também houve um decréscimo significativo do G14 em rela¢do ao GO. A massa do
figado foi significativamente menor nos grupos que receberam sobrecarga de gluten (G70 e
G70/0) em relagdo ao GO. O indice de Lee e o IMC nao resultaram em diferencas significativas

entre 0s grupos experimentais.

Tabela 3. Parametros biométricos (g): massa corporal final (MCF), comprimento nasoanal
(CNA), massa do figado/100g de massa corporal (MF/100g), indice de Lee (IL) e indice de
massa corporal (IMC) de ratos alimentados com diferentes niveis de gluten (trigo) apresentados
como 0% (GO0), 14% (G14), 42% (G42), 70% (G70) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0).

GO G14 G42 G70 G70/0
MCF 436.78 £ 403.50 £ 436.90 + 461.78 + 450.50 +
23.75 29.84 52.23 39.73° 21.62°

CNA 2450+ 0.35 23.60 +0.84% 24 +0.58 24.39+0.42° 24.40+0.52°
MF/100g  3.78 £ 0.29 3.58+0.18 3.54+£0.32 3.41+0.212 3.38+0.15%
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 pos teste de Tukey, expressos em média + desvio padrdo. (n=9-10/grupo). * p<0.05
vs. GO; ® p<0.05 vs. G14.

3.3 Tecido adiposo

Embora tenham sido obtidas diferencas significativas entre as massas corporais finais e
comprimentos nasoanais nos diferentes grupos, ndo houve diferenga significativa, independente
do grupo experimental, sobre a massa do tecido adiposo mesentérico, retroperitoneal,

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

3.4 Pardmetros bioquimicos

Os resultados obtidos a partir das analises bioquimicas sanguineas estdo descritos na
Tabela 5. O valor das proteinas totais e da albumina se mantiveram constantes em todos os
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grupos, indicando que independentemente do nivel de gluten estabelecido na ragdo, todas foram
caracterizadas como normoproteicas.

O colesterol total apresentou um decréscimo significativo nos grupos G14 ¢ G70/0 em
relacdo ao grupo que recebeu apenas ragdo com 0% de gluten. Na anélise do triglicerideos, foi
possivel observar um aumento significativo nos niveis do grupo G42 em relagdo ao grupo
controle. Os indicadores de lesdo hepatica, transaminases (TGO e TGP) e gama glutamil
transferase (GGT), ndo diferiram significativamente entre os grupos, indicando que nao houve

lesdo tecidual.

Tabela 4. Tecido adiposo (g/100g de massa corporal): mesentérico (ME), retroperitoneal (RP),
periepididimal (PE), inguinal (IG) e indice de adiposidade (IA) de ratos alimentados com
diferentes niveis de gluten (trigo) apresentados como 0% (GO0), 14% (G14), 42% (G42), 70%

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

GO 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 pos teste de Tukey, expressos em média = desvio padrdo. (n=9-10/grupo).

Tabela 5. Parametros bioquimicos sanguineos: proteina total (PT) (g/dL), albumina (g/dL),
colesterol total (CT) (mg/dL), triglicerideos (TG) (mg/dL), transaminase glutdmico-oxalacética
(TGO) (U/L), transaminase glutamico-piruvica (TGP) (U/L) e gama glutamil transferase (GGT)
(U/L) de ratos alimentados com diferentes niveis de gliten de trigo apresentados como 0%
(GO), 14% (G14), 42% (G42), 70% (G70) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0).

GO Gl14 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 +£0.22 248 £0.23 2.41£0.19 2.54+0.22
CT 140 + 38.78 107.38 + 119.46 £ 115.26 £ 100.70 £
11.38? 34.40 24.34 14.33%
TG 209.50 + 179.29 + 268.71 £ 244.50 + 241.50 £
50.17 68.31 81.27° 102.92 72.07
TGO 8129+ 11.80 96+22.63 93.86+11.98 88.29+3590 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 pos teste de Tukey, expressos em média + desvio padrdo. (n=7/grupo). ? p<0.05 vs.
GO; ® p<0.05 vs. G14.

3.5 Analises morfologicas e morfométricas

Macroscopicamente o figado de animais alimentados com ragdes contendo sobrecarga

nos niveis de glaten de trigo (G70 e G70/0) apresentaram estriagdes e pontos esbranquicados.
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Microscopicamente mantiveram a organizagdo histoloégica padrdo, ndo sendo observado
indicios de fibrose, agregados inflamatdrios ou necrose tecidual (Figuras 3b e 3d), contudo a
deposicao lipidica (vacuolizacdo) se apresentou acentuada nos grupos com excesso €
sobrecarga de gluten (G42, G70 e G70/0).

Os valores para o numero de hepatécitos foram obtidos em uma area util de 57510.05
um? em 50 imagens/animal, capturadas proximo a veia central. Houve aumento significativo
do numero de hepatocitos em todos os grupos que receberam gluten (G14, G42, G70 e G70/0)
em relagdo ao GO e reducdo do numero médio de hepatdcitos nos grupos G42 e G70 com relagao
ao controle (G14). O grupo que recebeu 70% de gluten de trigo até 91 dias de vida e ragdo
isenta de gluten até a eutanasia revela aumento significativo com relagao ao G42 (Figura 3a).

De maneira oposta aos resultados obtidos para o nimero, a area celular dos hepatdcitos
apresentou reducdo significativa em todos os grupos que receberam gluten (G14, G42, G70 e
G70/0) em relagdo ao GO; aumentou no grupo G42 em relagcdo ao G14; e obteve decréscimo
nos grupos G70 e G70/0 em relagao ao G42 (Figura 3c). Assim, niveis crescentes de gliten na
racdo promovem aumento no nimero de hepatocitos e reducdo na area celular (perfil).

O percentual de glicogénio tecidual e percentual lipidico intracelular obtidos nos
diferentes grupos estdo apresentados nas Figuras 3e e 3g, respectivamente. Os resultados
obtidos para glicogénio sdo diretamente proporcionais aos obtidos na area celular hepatica.
Houve reducao significativa em todos os grupos que receberam gluten (G14, G42, G70 e G70/0)
em relacdo ao G0O; aumento no grupo alimentado com 42% de gliten em relagdo ao grupo
controle; e decréscimo nos grupos G70 e G70/0 em relagdo ao G42. A Figura 3f evidencia a
presenca de glicogénio tecidual por meio da reag@o histoquimica PAS.

As inclusdes lipidicas presentes em hepatdcitos foram estimadas por meio da reacao
histoquimica Sudan III em cortes congelados (Figura 3h). Quanto maior a concentracdo de
gluten presente na ragdo, maior foi a concentragdo de lipidios presente nos hepatocitos. Houve
aumento significativo dos grupos G14, G42, G70 e G70/0 em relacdao ao GO; em relagdo 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 relagdo ao grupo que foi alimentado
com 42% de gluten. Qualitativamente, a maior deposicao de lipideos foi observada nos figados
dos grupos com 42% e 70% de concentrag@o de gliten na racdo em relagdo ao GO e G14. Entre

os grupos G70 e G70/0 ndao houve diferenca significativa (Figura 3g).
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Figura 3. Analises histologicas e fotomicrografias do figado: (a) Numero de hepatocitos avaliados em uma area
util de 57510.05 pm? em 50 imagens/animal. (b) Corddes de hepatocitos e sinusoides convergindo em diregdo a
veia central (VC), coloragio HE, objetiva de 40X, barra= 50um. (c¢) Area celular hepatica mensurada em 100
hepatdcitos/animal, expresso em um?. (d) Demarcagdo da area dos hepatdcitos (HEP), coloragdo HE, objetiva de
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100X, barra= 10um. (e) Glicogénio hepatico avaliado em uma area util de 57510.05 pum? em 50 imagens/animal,
expresso em %. (f) Reagdo histoquimica PAS evidenciando o glicogénio tecidual (seta preta), objetiva de 100X,
barra=10um. (g) Lipideo intracelular mensurado em 100 hepatécito/animal, expresso em %. (h) Reacdo
histoquimica Sudan III para evidenciagdo de lipideo intracelular (seta branca), objetiva de 100X, barra= 10um, de
ratos alimentados com diferentes niveis de gluten (trigo) apresentados como 0% (GO0), 14% (G14), 42% (G42),
70% (G70) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0). Dados submetidos a analise de variancia one-way ANOVA
seguido de pos teste de Tukey, expressos em média + desvio padrio. (n=8-10/grupo). * p<0.05 vs. GO; ® p<0.05 vs.
G14; ¢ p<0.05 vs. G42.

O estroma hepatico foi analisado pela reagdo histoquimica Picro Sirius Red com o
auxilio de luz polarizada, sendo diferenciado o colageno tipo I (vermelho) e colageno III (verde)
(Figura 4b). O percentual total de fibras colagenas (tipo I + tipo III) obtido na mesma area util
no tecido hepatico resulta em reducdo significativa no grupo controle (G14) em relacdo ao

demais grupos (Figura 4a).
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Figura 4. Colageno tecidual total: (a) Colageno tecidual avaliado em uma area util de 57510.05 pum? sob luz
polarizada em 50 imagens/animal, expresso em % (b) Fotomicrografia de figado, reagao histoquimica Picro Sirius
Red evidenciando fibras coldgenas tipo I (seta vermelha) e colageno tipo III (seta verde), objetiva de 100X, barra=
10um de ratos alimentados com diferentes niveis de gliten (trigo) apresentados como 0% (GO0), 14% (G14), 42%
(G42), 70% (G70) e 70% por 70 dias e 0% por 30 dias (G70/0). Dados submetidos a analise de varidncia one-way
ANOVA seguido de pos teste de Tukey, expressos em média = desvio padrio. (n=9-10/grupo). ? p<0.05 vs. GO; ®
p<0.05 vs. G14.

3.6 Estado Oxidativo

Os indicadores de estresse oxidativo tecidual hepatico, proteinas carboniladas e
TBARS, nos diferentes grupos estdo apresentados nas Figuras 5a e 5b, respectivamente. Para
as proteinas carboniladas (Figura 5a) constatou-se aumento significativo em todos os grupos
que continham glaten na ragao (G14, G42, G70 e G70/0) em relagdo ao grupo isento (GO). A
racdo com maior nivel de glaten (G70) também foi a que apresentou maior concentracao de

proteinas carboniladas, diferindo inclusive do grupo G14. A retirada de gliten na ragao por 30
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dias no grupo G70/0, leva a diminui¢do significativa desse indicador em relacdo aos grupos
G42 e G70, sugerindo um efeito positivo.

A Figura 5b, que exibe os resultados da analise de TBARS, mostra que houve aumento
significativo dos grupos G14, G42 e G70 em relagdo ao GO, simultaneamente ao decréscimo
dos niveis do grupo G70/0 em relagdo ao G70.

As figuras 5c e 5d apresentam a atividade antioxidante hepética das enzimas catalase e
SOD nos diferentes grupos. O ensaio da catalase mostrou que os grupos G42 e G70 obtiveram
diminui¢do significativa em relagdo aos grupos GO e G14, enquanto o grupo G70/0 obteve
aumento significativo em relagao aos grupos G42 e G70. Os resultados da superoxido dismutase
(SOD) revelam que houve apenas a diminuicao significativa dos grupos G42 ¢ G70 em relagao

ao GO.
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Figura 5. Estado oxidativo: (a) Proteina carbonilada expressa em nmols/mg de proteina. (b) Substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) expresso em nmols/mg de proteina. (¢) Catalase expressa em mmols/(min X mg
de proteina). (d) Superoxido dismutase (SOD) expressa em U/mg de proteina do figado de ratos alimentados com
diferentes niveis de gluten de trigo apresentados como 0% (GO0), 14% (G14), 42% (G42), 70% (G70) e (G70/0)
70% por 70 dias e 0% por 30 dias. Analise de variancia one-way ANOVA seguido de pds teste de Tukey, expressos
em média + desvio padrio. (n=5-7/grupo). * p<0.05 vs. GO; ® p<0.05 vs. G14; ¢ p<0.05 vs. G42; ¢ p<0.05 vs. G70.
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4. Discussao

A sensibilidade ndo celiaca ao gluten (SNCGQ) ¢ caracterizada por sintomas intestinais e
extraintestinais causados apés a ingestao de gluten na dieta por individuos que ndo apresentam
o diagnostico de doenga celiaca ou alergia ao trigo [25]. Dessa forma, a abrangéncia do
conhecimento envolvendo dietas sem gliten vem crescendo rapidamente ao longo dos anos,
sendo principalmente impulsionado pela grande midia e a inddstria médica, justificada pela
associacao direta da ingestao de gliten com quadros de diarreia, vomito, constipagao intestinal
e entre outros [25,26].

Em razao disso, pesquisadores alertam sobre eminentes preocupagdes nutricionais em
relacdo a retirada completa de gliuten da dieta, incluindo deficiéncia de nutrientes, como
vitaminas do complexo B, minerais e fibras, e que de forma compensatoria eleva o consumo de
acidos graxos saturados e hidrogenados e alto teor de carboidratos, proporcionando aumento
do indice glicémico [27,28]. Contudo, os cereais, por exemplo o trigo, ainda s3o muito
consumidos em todo o mundo, principalmente na alimentacao da regido do Mediterraneo, que
¢ considerada a dieta mais saudavel existente [29].

Tendo em vista que a composi¢ao do glaten de trigo ¢ estimada em cerca de 85% de
carboidratos, 9-18% de proteinas e 3-4% de lipideos [30], a padronizacdo da racdo produzida
para este experimento equivale a 14% de gluten de trigo. A tabela 1, por meio de analise
calorimétrica (LANA-DZO-UEM), apresenta os seguintes valores nutricionais para a dieta
padrao: 75.4% de carboidratos, 14.1% de proteinas e 4% de lipideos. Desta forma, de acordo
com Christoffolete e Moriscot [31], a ragdo utilizada ¢ normoproteica, pois ndo ultrapassou os
niveis de até 80% de carboidratos e 19% de proteinas, foi eficaz em manter o ganho de peso
dos animais, e hipercaldrica, pois apresentou mais que 1% de lipideos.

Em um processo de alimentacdo, a exigéncia de energia metabolizavel precisa ser
adequada, pois a eficiéncia da energia ingerida (energia bruta) ¢ utilizada como regulador de
fungdes vitais dos animais (energia liquida), ou seja, as necessidades energéticas interferem
diretamente na quantidade de alimento ingerido [32]. Os animais que receberam alimentagao
com dieta padrdo (14%) apresentaram, qualitativamente, o menor consumo alimentar,
comprovando que a racdo possui potencial de fornecer os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento e manuten¢do dos animais. Por outro lado, os grupos que exibiram o maior
consumo alimentar foi o grupo isento de gluten (GO0), seguido do grupo que recebeu alimentagao

com 70% de glaten de trigo por 70 dias e isencao de gluten até a eutanasia (G70/0).
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De acordo com Bektas e colaboradores [29], estudos indicam que 65% dos americanos
consideravam que a dieta sem gluten era mais saudavel, e 27% deles presumiam que a
eliminagdo do gluten da dieta acarretava em perda de peso. Entretanto, na literatura nao ha
evidéncias suficientes que associem a ingesta de gliten com o desenvolvimento da obesidade
em camundongos [33]. Nossos resultados indicam consonancia com o descrito, uma vez que
ndo houve diferenca entre a massa corporal dos animais alimentados com total isen¢do de gliten
(G0) em relacao aos que receberam gliten considerado padrao na dieta de roedores (14%) e em
excesso (42%), apesar do maior consumo alimentar no grupo GO.

Entretanto, o grupo de animais que receberam 70% de gluten na ragdo, ou seja, uma
sobrecarga de gluten, apresenta uma resposta diferenciada com relagao a dieta padrdo (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
Bektas et al. [29], onde ratos Wistar que receberam ra¢ao padrio suplementada com 12% de
gluten de trigo, ndo diferiram na massa corporal final e nem no consumo alimentar.

O grupo G70/0 avalia a resposta dos animais a uma situacdo de sobrecarga de gluten
por 70 dias e substituigdo por uma dieta isenta de gluten por 30 dias. Constatou-se
comportamento semelhante ao G70 nos parametros citados, possivelmente devido ao curto
periodo de isen¢do, impedindo a reversao do quadro.

Houve manutencao da massa hepatica associada ao teor de gluten na rag¢ao, 0%, 14% ou
42%. Resultados semelhantes foram obtidos por Liang et al. [34] para cobaias alimentadas com
gluten (dieta padrao) e sem gluten por cinco semanas. Entretanto a sobrecarga de gliten (G70
e G70/0) promoveu reducao significativa da massa do figado quando comparado ao grupo GO.

Dos quatro depositos de tecido adiposo avaliados (mesentérica, periepididimal,
retroperitoneal e inguinal), nenhum deles apresentou diferencas significativas entre os grupos.
Consequentemente, o indice de adiposidade também foi mantido. Esta resposta pode estar
associada a manutencao da massa corporal final dos grupos com isen¢do de gliten, controle e
excesso de gluten. A sobrecarga de gluten (70%), apesar de resultar em maior massa corporal
final, ndo interferiu na adiposidade. Nao avaliamos o tecido adiposo subcutineo. Freire et al.
[33], obtiveram aumento no deposito de tecido adiposo subcutdneo em camundongos nao
obesos alimentados durante oito semanas com ragao padrdo de roedores acrescido de 4,5% de
gluten, e relacionou a um possivel efeito direto sobre esse tecido e também sobre fatores pro-

inflamatorios.
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A andlise do perfil lipidico indica que o nivel de gliten na racdo interfere no nivel de
colesterol total e triglicerideos. O colesterol total, desempenha papel importante no diagndstico
de varias doencas, inclusive hepaticas [35]. Animais alimentados com racao isenta de gluten
apresentaram o maior nivel de colesterol entre todos os grupos. Atribuimos esse fato devido a
inclusdo de farelo de arroz, componente que substituiu o gliten, pois contém um alto teor de
carboidratos, chegando a 30% de amido, e cerca de 15% de fibras [36]. O farelo de arroz ¢
gerado através da separacao entre a casca € o grao, ¢ sua formacao consiste principalmente de
lignina e silica, gerando um valor nutricional muito baixo [36].

Os grupos que receberam maiores niveis de gluten, G42, G70 ¢ G70/0 também
apresentaram maiores niveis de triglicerideos, de forma significativa entre G42 ¢ G14. Todo o
alimento ingerido, quando ndo consumido ¢ convertido em triglicerideo e armazenado em
adipocitos e, através da acdo hormonal, pode ser usado como fonte de energia [35]. Importante
destacar que os valores para colesterol total e triglicerideos de todos os grupos ndo se
enquadram nos valores de referéncia para ratos Wistar adultos [37], indicando que a ragdo
oferecida a todos os animais interfere negativamente no perfil lipidico. Ressaltamos que, esse
fato ndo repercutiu sobre os depositos de tecido adiposo avaliados e sobre o indice de
adiposidade.

Nao houve influéncia dos niveis de gluten sobre os parametros sanguineos, proteina
total (PT), albumina, transaminases hepaticas (glutdmico-oxalacética — TGO e glutamico-
piravica — TGP) e gama glutamil transferase (GGT). Com relagdo a PT e albumina, os
resultados sdo condizentes com os componentes presentes nas ragdes normoproteicas
produzidas (Tabela 1).

As transaminases TGO e TGP sdo enzimas encontradas principalmente no figado sendo
de valiosa ajuda no diagnostico de disturbios hepaticos [38]. Existe forte relagdo dos niveis
aumentados de TGO e a presenca de fibrose hepatica [39]. Os resultados obtidos para TGO nao
foram significativos (p>0.05), contudo, houve uma forte tendéncia para niveis mais elevados
nos grupos alimentados com gliten em relacdo ao grupo isento de glaten. O nivel de TGP
também nao mostrou diferenca significativa entre os grupos, entretanto, o grupo controle
apresentou valores maiores em relagdo aos grupos G0, G42 e G70. Ressalte-se que, apesar de
variagdes quantitativas, tanto TGO quanto TGP encontram-se dentro dos valores de referéncia
para ratos Wistar [37].

Assim como as transaminases, GGT também ¢ uma enzima hepatica presente nos

tubulos renais, pancreas e intestino. Todos os indicios da presenca de doengas hepaticas,
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independente da causa, pode ser responsavel pela alteracdo dos niveis séricos da GGT, sendo
principalmente associado a niveis de fibrose [40].

Os niveis séricos de GGT nao diferiram entre os grupos experimentais, indicando que
nao houve lesdo tecidual hepéatica. Resultados similares foram observados por Ozuna e Barro
[28], que compararam niveis crescentes de gliadina (componente proteico do gliten) na racao
de ratos, sem obter diferencas significativas nas transaminases TGO, TGP e na GGT.

O figado ¢ o orgao central envolvido no metabolismo, armazenamento de nutrientes e
desintoxicag¢dao, exercendo um papel importante como regulador da imunidade inata e
adaptativa. Componentes presentes no sangue portal, como elementos vindos do intestino
(incluindo peptideos derivados do gluten) e produtos bacterianos, podem, sob condigdes
especificas, desencadear respostas imunologicas associadas a inflamagdo e fibrose hepatica
[13].

A alimentagdo com niveis elevados de gliuten de trigo interfere na organizacio
histologica padrao hepatica. O figado de animais alimentados com sobrecarga de gluten
apresentou pontos e estriagcdes esbranquicadas. Microscopicamente, os corddes de hepatdcitos
com nucleos centrais intercalados por sinusoides que convergiam em dire¢do a veia central
(Figura 3b), foram mantidos. Nao foram observados infiltrados de células inflamatdrias, porém
visivel deposicao de lipidios intracelular nos grupos G42, G70, G70/0.

Constatamos relacdo da ingesta de ragdo com gluten sobre a morfometria do tecido
hepatico. A andlise do lobo médio do figado de animais que receberam gluten,
independentemente do nivel, revelou aumento significativo do nimero de hepatdcitos e redugao
no perfil celular em relacdo ao grupo isento de gluten. Esse efeito encontra consonancia na
massa hepatica, ou seja, a presenca de gliten na ragdo, resulta em figados menores, com maior
numero e menor area de hepatdcitos. Essa resposta pode ser caracterizada como um mecanismo
de compensacdo, onde a taxa de proliferacdo estd aumentada devido a um desequilibrio no
processo de metabolizagdo dos peptideos vindos da alimentacdo, atuando como um agente
estressor. Respostas semelhantes de adaptagao morfométrica (nimero e perfil) de hepatdcitos
de ratos que receberam suplementag¢do alimentar, com o peso do 6rgdo, também foram descritas
por Azevedo e colaboradores [41].

As inclusdes hepaticas de glicogénio e lipidios foram determinadas por meio das reagdes
histoquimicas PAS e Sudan III, respectivamente. Houve semelhanca com os resultados obtidos
para a area celular, onde menor percentual de glicogénio tecidual foi encontrado nos figados de

animais que receberam gluten na dieta. Os niveis de glicogénio sdo influenciados pelo estado
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nutricional do animal, determinando a via metabdlica em que ele sera utilizado [42]. Portanto,
niveis menores dessa reserva energética poderiam estar relacionados a um aumento da via
glicogenolitica, onde os estoques de glicogénio sao transformados em glicose € usados como
energia.

Houve aumento significativo das inclusdes lipidicas nos hepatédcitos de animais que
receberam gliten em relagdo ao grupo isento, sendo possivel inferir que ha relacdo direta entre
a alimentacdo com essa proteina e o estoque de lipideos que sdo armazenados nos hepatocitos.
Essa associagdo ¢ sustentada pela resposta com relagdo ao nivel de gluten, uma vez que houve
aumento significativo dos grupos que receberam excesso (42%) e sobrecarga (70%) de gluten
de trigo em relag@o ao grupo controle (14%). Resultados semelhantes foram obtidos no figado
de camundongos que receberam gliten, onde os hepatdcitos continham grandes goticulas de
lipideos, tipico de esteatose hepatica [43].

A fibrose hepatica leve ¢ uma das alteragdes mais comuns encontradas em pacientes
com doenga celiaca [44]. Entretanto, em nosso modelo experimental de Sensibilidade nao
celiaca ao gluten (SNCG) e corroborando com os resultados obtidos através das andlises
bioquimicas (TGO, TGP e GGT), ndo ha sinais de fibrose no figado de animais isentos ou
alimentados com diferentes niveis de gluten de trigo. Apesar do baixo percentual (<0.50%) de
fibras colagenas dos tipos I e III no estroma hepatico, em todos os grupos, foi observada redugdo
significativa no grupo controle (G14) em relacdo aos demais grupos. O grupo G70 e G70/0 se
mantiveram semelhantes.

A adi¢do de gluten crescente na alimentagdo provoca aumento do estresse oxidativo no
figado de ratos. Houve aumento significativo dos niveis da proteina carbonilada (pré-oxidante)
nos grupos que receberam gliten em relagdo ao grupo GO. Em relagdo ao grupo controle (14%),
o grupo que recebeu sobrecarga de gluten (70%), apresentou aumento significativo. O grupo
G70/0 foi significativamente menor em relacio aos grupos que receberam excesso e sobrecarga
de gluten, tendendo a se equivaler com os niveis do GO.

Em relagdao ao TBARS (pro-oxidante), também se constatou aumento nos niveis para os
grupos que receberam gluten em relagdo ao grupo isento. O grupo controle nao diferiu dos
demais e manteve niveis semelhantes ao grupo que recebeu 42% de gluten de trigo. O grupo
G70/0 apresentou redugao significativa em relagao ao grupo que recebeu apenas 70% de gluten
na alimentagdo, corroborando com os resultados das proteinas carboniladas e tendendo a
igualar-se com os niveis de GO. O TBARS elevado e a mudanga do equilibrio celular pro-

oxidante/antioxidante podem afetar a proliferacdo celular, diferenciagdo ou respostas
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apoptdticas e perturbar a homeostase do tecido [14]. Portanto, consideramos possivel efeito do
TBARS em estimular a proliferacdo celular ter atuado sobre o aumento do nimero de
hepatdceitos nos grupos que receberam gluten.

Como previsto, houve menor atividade das enzimas antioxidantes (catalase ¢ SOD) nos
animais que receberam gluten na ragdo. A catalase apresentou reducao significativa dos grupos
G42 e G70 em relagdo aos grupos GO e G14, indicando uma relagdo direta entre aumento de
gliten na ragdo e a redugdo da atividade antioxidante. O grupo G70/0 foi o grupo que obteve
maior atividade da catalase, sendo significativamente maior em relagdo aos grupos que
receberam excesso (42%) e sobrecarga (70%) de gluten.

O grupo GO apresentou maior atividade da SOD em relagdo aos demais grupos,
entretanto foi significativo apenas em rela¢do aos grupos G42 e G70. O grupo controle ndo
diferiu dos demais grupos. O grupo que recebeu sobrecarga de gliten de trigo durante 70 dias
e isengdo de gluten até a eutanasia nao diferiu do grupo que recebeu apenas 70% de glaten,
contudo, apresentou niveis maiores € propensao a se adequar aos niveis de GO.

Ha clara interferéncia nos niveis de gliten de trigo na ra¢do com relagdo ao estado
oxidativo tecidual. Segundo Aguilar et al. [45], o consumo de gliten de trigo provoca a esteatose
hepatica em camundongos obesos, exacerbando a inflamagao, a producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e a peroxidacao lipidica, além de reduzir a atividade das enzimas SOD e
catalase. Consideramos que quando o gluten foi removido da ragdo (G70/0), o estresse
oxidativo no figado também diminuiu, uma vez que houve reducao dos niveis de TBARS e das
proteinas carboniladas, e aumento da atividade da enzima antioxidante catalase. Neste contexto,
a retirada do gluten da dieta poderia levar a redugao do estresse oxidativo do 6rgao por nods
verificado.

Com base no delineamento experimental realizado, a utilizagcdo de ra¢des com isencao
e niveis crescentes de gluten ndo elevou o indice de adiposidade, porém apresentou influéncia
sobre a massa corporal e hepatica, na morfofisiologia e estado oxidativo hepatico. Nao foram
detectados indicios de injuria hepdtica através das andlises das transaminases e gama-

glutamina-transferase ou indicios de fibrose tecidual.

5. Conclusao

O modelo de Sensibilidade nao Celiaca ao Gluten (SNCG) tem efeito negativo sobre a

morfofisiologia hepatica gerando aumento do estresse oxidativo. Maior nivel de gluten na racao
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(70%) resulta em figados menores, com reducdo na area de hepatdcitos, aumento no numero de

células e percentual de lipideos intracelulares.
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Certificamos que a proposta intitulada "MODELO DE SENSIBILIDADE NAO CELIACA AO GLUTEN: EFEITOS SOBRE A
MORFOFISIOLOGIA INTESTINAL, HEPATICA E MUSCULAR DE RATOS WISTAR", protocolada sob o CEUA n2 4375010922 (b 003513), SOb
a responsabilidade de Maria Raquel Marcal Natali e equipe; Anne Caroline Santa Rosa - que envolve a produ¢ao, manutengao
e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009,
bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) na reunido de 31/10/2022.

We certify that the proposal "NON-CELIAC GLUTEN SENSITIVITY MODEL: EFFECTS ON INTESTINAL, HEPATIC AND MUSCLE
MORPHOPHYSIOLOGY OF WISTAR RATS", utilizing 50 Heterogenics rats (50 males), protocol number CEUA 4375010922 (ip 003513),
under the responsibility of Maria Raquel Marcal Natali and team; Anne Caroline Santa Rosa - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic
Committee on Animal Use of the State University of Maringd (CEUA/UEM) in the meeting of 10/31/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 10/2022 a 10/2024 Area: Dcm-Ciéncias Morfolégicas

Origem: Biotério Central da UEM
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 21 a 121 dias N: 50
Linhagem: Norvegicus/linhagem Peso: 60a250g

Local do experimento: Departamento de Ciéncias Morfoldgicas: Biotério Setorial do DCM e Bloco H79 (salas 101 e 103)

Maringd, 07 de novembro de 2022
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Coordenadora da CEUA/UEM Coordenador Adjunto da CEUA/UEM
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CEUA N 4375010922

43



Anexo B

Type of the Paper (Article, Review, Communication, etc.)

Title

Firstname Lastname ?, Firstname Lastname 2 and Firstname Lastname 2*

1 Affiliation 1; e-mail@e-mail.com
2 Affiliation 2; e-mail@e-mail.com
* Correspondence: e-mail@e-mail.com; Tel.: (optional; include country code; if there are multiple corresponding

authors, add author initials)

Abstract: A single paragraph of about 200 words maximum. For research articles, abstracts should give a pertinent
overview of the work. We strongly encourage authors to use the following style of structured abstracts, but without
headings: (1) Background: Place the question addressed in a broad context and highlight the purpose of the study;
(2) Methods: briefly describe the main methods or treatments applied; (3) Results: summarize the article’s main
findings; (4) Conclusions: indicate the main conclusions or interpretations. The abstract should be an objective
representation of the article and it must not contain results that are not presented and substantiated in the main
text and should not exaggerate the main conclusions.

Keywords: keyword 1; keyword 2; keyword 3 (List three to ten pertinent keywords specific to the article yet
reasonably common within the subject discipline.)

0. How to Use This Template

The template details the sections that can be used in a manuscript. Note that each section has a
corresponding style, which can be found in the “Styles” menu of Word. Sections that are not mandatory
are listed as such. The section titles given are for articles. Review papers and other article types have a
more flexible structure.

Remove this paragraph and start section numbering with 1. For any questions, please contact the
editorial office of the journal or support@mdpi.com.

1. Introduction

The introduction should briefly place the study in a broad context and highlight why it is important. It
should define the purpose of the work and its significance. The current state of the research field should
be carefully reviewed and key publications cited. Please highlight controversial and diverging
hypotheses when necessary. Finally, briefly mention the main aim of the work and highlight the
principal conclusions. As far as possible, please keep the introduction comprehensible to scientists
outside your particular field of research. References should be numbered in order of appearance and
indicated by a numeral or numerals in square brackets—e.g., [1] or [2,3], or [4-6]. See the end of the
document for further details on references.

2. Materials and Methods

The Materials and Methods should be described with sufficient details to allow others to replicate and
build on the published results. Please note that the publication of your manuscript implicates that you
must make all materials, data, computer code, and protocols associated with the publication available
to readers. Please disclose at the submission stage any restrictions on the availability of materials or
information. New methods and protocols should be described in detail while well-established methods
can be briefly described and appropriately cited.

Research manuscripts reporting large datasets that are deposited in a publicly available database should
specify where the data have been deposited and provide the relevant accession numbers. If the accession
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numbers have not yet been obtained at the time of submission, please state that they will be provided
during review. They must be provided prior to publication.

Interventionary studies involving animals or humans, and other studies that require ethical approval,
must list the authority that provided approval and the corresponding ethical approval code.

3. Results

This section may be divided by subheadings. It should provide a concise and precise description of the
experimental results, their interpretation, as well as the experimental conclusions that can be drawn.

3.1. Subsection
3.1.1. Subsubsection
Bulleted lists look like this:

. First bullet;

. Second bullet;

. Third bullet.

Numbered lists can be added as follows:
1. First item;

2. Second item;

3. Third item.

The text continues here.

3.2. Figures, Tables and Schemes
All figures and tables should be cited in the main text as Figure 1, Table 1, etc.

=z

MDPI
F

Figure 1. This is a figure. Schemes follow the same formatting.

Title 1 Title 2 Title 3
entry 1 data data
entry 2 data data !

Table 1. This is a table. Tables should be placed in the main text near to the first time they are cited.

! Tables may have a footer.

The text continues here (Figure 2 and Table 2).
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(a) (b)

Figure 2. This is a figure. Schemes follow another format. If there are multiple panels, they should be listed as: (a)
Description of what is contained in the first panel; (b) Description of what is contained in the second panel. Figures
should be placed in the main text near to the first time they are cited.

Table 2. This is a table. Tables should be placed in the main text near to the first time they are cited.

Title 1 Title 2 Title 3 Title 4
data data data
entry 1% data data data
data data data
entry 2 data data data
data data data
data data data
entry 3 data data data
data data data
data data data
entry 4 data data data
data data data

* Tables may have a footer.

3.3. Formatting of Mathematical Components

This is example 1 of an equation:
a=1,

the text following an equation need not be a new paragraph. Please punctuate equations as regular text.
This is example 2 of an equation:

a=b+c+d+e+f+g+h+i+j+tk+l+m+n+o+p+q+r+s+t+u+v+w+x+y+z

the text following an equation need not be a new paragraph. Please punctuate equations as regular text.
Theorem-type environments (including propositions, lemmas, corollaries etc.) can be formatted as
follows:

Theorem 1. Example text of a theorem. Theorems, propositions, lemmas, etc. should be numbered sequentially
(i.e., Proposition 2 follows Theorem 1). Examples or Remarks wuse the same formatting,

but should be numbered separately, so a document may contain Theorem 1, Remark 1 and Example 1.

The text continues here. Proofs must be formatted as follows:
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Proof of Theorem 1. Text of the proof. Note that the phrase “of Theorem 1” is optional if it is clear which
theorem is being referred to. Always finish a proof with the following symbol. o

The text continues here.

4. Discussion

Authors should discuss the results and how they can be interpreted from the perspective of previous
studies and of the working hypotheses. The findings and their implications should be discussed in the
broadest context possible. Future research directions may also be highlighted.

5. Conclusions

This section is not mandatory but can be added to the manuscript if the discussion is unusually long or
complex.

6. Patents

This section is not mandatory but may be added if there are patents resulting from the work reported
in this manuscript.
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Appendix A

The appendix is an optional section that can contain details and data supplemental to the main text—
for example, explanations of experimental details that would disrupt the flow of the main text but
nonetheless remain crucial to understanding and reproducing the research shown; figures of replicates
for experiments of which representative data is shown in the main text can be added here if brief, or as
Supplementary data. Mathematical proofs of results not central to the paper can be added as an
appendix.

Appendix B

All appendix sections must be cited in the main text. In the appendices, Figures, Tables, etc. should be
labeled starting with “A” —e.g., Figure A1, Figure A2, etc.
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