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Resumo:

O glaten é um composto proteico de carater inflamatério presente em alguns
cereais, dentre eles o trigo. A prevaléncia de intolerancias ou doencas relacionadas
ao consumo desse composto € considerada alta, sendo a sensibilidade nao celiaca
ao glaten (SNCG) uma patologia que gera quadros de diarreia, constipacao, dores
abdominais e alteragbes na morfologia intestinal. O objetivo desse trabalho foi
avaliar se a ingestdo de gluten de trigo em excesso altera a histomorfologia do
jejuno de ratos Wistar. Foram utilizados 24 ratos machos, com 21 dias de idade,
distribuidos em trés grupos (n= 8) e tratados com racéo peletizada para roedores. As
racdes tiveram os niveis de gluaten de trigo manipulados para a formagdo dos
seguintes grupos: grupo SG (0%), grupo padrdo CG (14%) e grupo com sobrecarga
de gluten EG (42%). ApOs 69 dias experimentais, foi realizada eutanasia dos
animais, retiradas amostras do jejuno e submetidas ao processamento histolégico
para avaliacdo morfoquantitativa. A andlise estatistica dos dados foi realizada pelos
testes de analise de variancia (one-way ANOVA) e pés-teste de Tukey, ou teste de
Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn’s de acordo com a normalidade dos dados.
Houve um aumento significativo no namero de linfécitos intraepiteliais nos grupos
CG e EG, comparado ao SG; aumento no numero de células caliciformes no grupo
CG em relacao do SG, e alteracdes morfométricas da parede jejunal. O consumo de
racdes com niveis crescentes de gluten de trigo (14%) e (42%) geram inflamacéo e
alteram a histomorfologia do jejuno dos ratos.

Introducéo

Nos cereais como trigo, cevada, centeio e aveia, encontra-se o gluten, um conjunto
de proteinas de armazenamento chamadas gluteninas e prolaminas (BALAKIREVA,
ZAMYATNIN, 2016). As prolaminas do trigo sdo as mais utilizadas na dieta,
conhecidas como gliadinas, as quais sao responsaveis pelas propriedades
antigénicas do composto (SCHUMANN et al., 2017). S&o consideradas importantes
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condi¢cdes antigénicas: a Doenca Celiaca autoimune (DC) e a sensibilidade né&o
celiaca ao gluten (SNCG), sendo essa ultima a mais comum; individuos apresentam
guadros de diarreia, constipacdo, dores abdominais e alteracbes intestinais
(BALAKIREVA; ZAMYATNIN, 2016). O intestino delgado é o principal local de
absorcdo de nutrientes, e suas tunicas e células presentes no epitélio intestinal
podem sofrer alteracdes diante de condi¢ces nutricionais adversas. Destacam-se as
células caliciformes, responsaveis pela secre¢cdo de mucinas, as quais formam o
muco protetor do epitélio e os linfocitos intraepiteliais (LIEs), que formam uma
barreira sendo responsaveis pela resposta imunoldgica contra antigenos do lumen
intestinal. Os peptideos do glaten quando em contato com o lamen intestinal
desencadeiam respostas inflamatérias e alteracdes celulares relevantes, sintomas
intestinais locais e até mesmo sistémicos que afetam diretamente a vida dos
pacientes sao relatados. Nesse sentido, o trabalho objetivou avaliar se a ragdo com
ingestdo de niveis crescentes de gluten de trigo alteram as caracteristicas
morfoldgicas do jejuno de ratos Wistar.

Materiais e Métodos

ApOs aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (UEM), foram
utilizados 24 Rattus novergicus da linhagem Wistar, machos, com idade de 21 a 90
dias, pesando inicialmente entre 45 a 60g. Distribuidos aleatoriamente em trés
grupos (n= 8) conforme os niveis de gluten de trigo presentes nas racdes: grupo SG
(0%), grupo padrao CG (14%) e grupo com sobrecarga de glaten EG (42%). Apds 69
dias foi realizada eutanasia dos animais por meio de aprofundamento anestésico
com sobrecarga de 120mg/kg de peso corporal de Tiopental Sédico®, realizada a
laparotomia para retirada das amostras do jejuno que foram submetidas ao
processamento histolégico para avaliacdo morfoquantitativa. LAminas coradas com
Hematoxilina e Eosina foram utilizadas para analise morfolégica e morfométrica das
tunicas da parede jejunal e quantificagdo dos linfécitos intraepiteliais (LIES). A
reacdo histoquimica por meio do Acido Periddico de Schiff (P.A.S.) para visualizac¢éo
das células caliciformes produtoras de mucinas neutras. Para a analise morfolégica
e morfométrica da parede intestinal foram capturadas imagens em objetiva de 10X e
mensurados tdnicas, vilos e criptas em 100 pontos aleatérios/animal, com o0s
resultados expressos em pm. Para a analise do numero de LIEs, foram capturadas
imagens em objetiva de 40X e quantificadas todas as células presentes em 30
campos/animal; e para o indice de células caliciformes, foram capturadas imagens
em objetiva de 20X, e quantificadas todas as células presentes ao longo do epitélio
em 2.000 enterécitos/animal. A analise estatistica dos dados foi realizada por teste
K-S para verificacdo da normalidade, seguidos pelos testes de analise de variancia
(one-way ANOVA) e pos-teste de Tukey, ou teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de
Dunn’s, conforme os resultados de normalidade.

Resultados e Discussao

O padrao morfologico dos elementos que compdem a parede jejunal ndo diferiu
entre 0s grupos, sendo mantida a organizacdo histoldgica tipica. Na morfometria
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jejunal avaliada pela coloracdo HE constatou-se diferengas significativas que
variaram entre os grupos (tabela 1). Com excecdo da altura dos vilos, todos os
parametros avaliados sofreram alteracdes (p<0,05) nos grupos CG e EG em relacao
ao SG. Individuos que consomem gluten apresentam altera¢cdes na mucosa, sendo
a atrofia das vilosidades e o alongamento das criptas caracteristicas marcantes na
condicao de sensibilidade ao gluten (DI SABATINO et al., 2015). Yu e colaboradores
(2022) identificaram em jejuno de camundongos as mesmas caracteristicas
encontradas para as vilosidades e criptas intestinais.

Tabela 1. Morfometria (um) da parede jejunal total, das tunicas mucosa, submucosa,
muscular externa, altura dos vilos e profundidade das criptas de ratos alimentados
com racbes em niveis de gluten (trigo) apresentados como 0% (SG), 14% (CG) e
42% (EG).

Parametros (um) SG CG EG
Parede total 747 £2,66 686,2 + 3,192 740,9 + 3,33°
Mucosa 654,2 + 2,26 598,4 + 2,782 636,8 + 2,93%
Submucosa 27,38 £0,18 25,92 + 0,212 27,66 +0,26°
Musc. Externa 66,28 + 0,81 62,86 + 0,642 76,16 + 0,667
Alt. dos vilos 4445 + 1,76 441,3 +£2,16 421 +2,28%
Prof. das criptas 96,39 + 0,66 85,14 £ 0,472 91,06 + 0,56*

Dados apresentados como média *+ erro padrdo. Analise de Variancia One-way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey
considerando p<0,05. Letras distintas representam # estatistica significante, onde a = difere de SG; b = difere de CG (n=7-8/
grupo).

w

Linfécitos intra-epiteliais (um?)

CcG EG

*  Células caliciformes (%) ©

EG

Figura 1 — Mucosa jejunal de ratos alimentados com rac8es com diferentes niveis de glaten: SG, CG
e EG. A. Linfécitos intraepiteliais (seta), HE (40X). B. Numero de LIEs/um2. C. Células caliciformes
(setas), P.A.S. (40X). D. indice de células caliciformes (%). Dados apresentados como média + erro

padrdo submetidos a Analise de Variancia One-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey e
*Kruskal-Wallis seguido pelos pds-teste de Dunn'’s, considerando p<0,05. Letras distintas
representam # estatistica significante, onde a= difere de SG; b= difere de CG (n=7-8/grupo).
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A figura 1 apresenta resultados referentes a quantificacdo das células da mucosa
jejunal: nimero de linfocitos intraepiteliais (LIES) e indice de células caliciformes. O
namero de LIEs evidenciado pelo aumento (p>0,05) no grupo CG e EG em relacao
ao SG corrobora os achados de Ferrari e colaboradores (2021), que descrevem
sobre as fragbes de gliadina, que agem como antigeno luminal, assim, os LIEs
(figura 1.A) migram para o epitélio e expressam citocinas pro-inflamatorias para
conter a ativagdo imunoldgica. Também, associado a defesa da barreira intestinal,
as células caliciformes (figura 1.C) aumentou para superexpressar a producédo de
muco neutro, afim de bloguear a penetragéo, fixacdo epitelial e translocagcéo de
bactérias para o tecido hospedeiro frente a inflamacdo (JOHANSSON; HANSSON,
2016).

Conclusodes

O consumo de ragBes com niveis crescentes de glaten de trigo (14%) e (42%)
geram inflamacéo e alteram a histomorfologia do jejuno de ratos.
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