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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar se a ingestdo de niveis crescentes de gliuten de
trigo altera a morfologia da mucosa gastrica de ratos. Foram utilizados 24 (Rattus
norvegicus) Wistar machos, grupos (n=8), com 21 dias de idade, tratados com racao
peletizada para roedores, com niveis crescentes de glaten de trigo, até os 90 dias de
idade, quando foram eutanasiados. Constituiram os seguintes grupos: SG - racao
isenta de gluten; CG14%- racdo com teor normal de glaten e grupo EG42% - racao
com sobrecarga de gluten. Foram utilizadas amostras de estdbmago submetidas a
processamento histolégico com inclusédo em parafina e coloracdo com Hematoxilina-
Eosina para avaliar a espessura das tunicas estomacais e quantificacdo das células
parietais; impregnacdo pela prata (método de Grimelius) para a evidenciacdo e
quantificacdo de células enteroenddcrinas e reacdo histoquimica PAS para a
guantificacdo das células mucosas superficiais. Apos testes de normalidade, os
dados foram submetidos a Analise de Variancia e pés-teste de Tukey, ou teste de
Kruskal-Wallis e poés-teste de Dunn's e adotado o nivel de significancia de 5%.
Houve manutencdo da morfologia do estdbmago e auséncia de diferengas
significativas para a espessura das tunicas mucosa, submucosa e tunica muscular
externa. Com relagcdo a quantificacdo dos tipos celulares avaliados na mucosa
gastrica nao foram constatadas diferencas significativas entre os grupos. Conclui- se
que a oferta por 69 dias, de ragdes com niveis crescentes de gluten de trigo, 0%,
14% e 42% nao teve efeito sobre a mucosa gastrica de ratos.

INTRODUCAO

Nos cereais como trigo, cevada, centeio e aveia, encontra-se o glaten, um conjunto
de proteinas de armazenamento chamadas prolaminas; na Doenca Celiaca (DC) é
comum individuos serem intolerantes a estes componentes proteicos (Balakireva;
Zamyatnin, 2016). O gluten funciona como um antigeno luminal, acometendo cada
orgdo de uma maneira diferente, de acordo com a idade, dieta e predisposicédo
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genética da pessoa, provocando desordens morfofuncionais, que levam a
inflamacéo local e sistémica e podem causar alteracbes no trato gastrointestinal
(TGI), sendo a mais comum delas a atrofia da mucosa e infiltracdo de linfocitos
(Villanacci et al., 2020). No entanto, nem todos os individuos apresentam alergia a
este componente; exames clinicos revelam uma hipersensibilidade a exposicdo ao
excesso de gluten, e este quadro é considerado em individuos como sensibilidade
nao celiaca ao gluten (SNCG). O primeiro 6rgdo a permanecer mais tempo em
contato com as por¢des de prolaminas, é o estbmago. Este 6rgado possui uma regido
glandular responsavel pelo controle hormonal e secrecéo de fatores de crescimento
e digestivos, controlados por diferentes tipos celulares, como exemplo as células
parietais, células principais, células enteroendécrinas e células mucosas.
Manifestacdes histologicas recorrentes, como lesdes nas células epiteliais, atrofia da
mucosa gastrica, alteracdo na producdo e secrecdo de muco protetor e mudangas
na atividade das células enteroenddcrinas estdo associadas ao consumo de glaten,
levando a ma absor¢éo nutricional e diarreias. Sdo escassas as informagfes sobre
os efeitos que diferentes niveis de gluten podem causar na morfologia do estémago.
Sendo assim, a proposta desse trabalho foi avaliar os efeitos da ragdo com niveis
crescentes de gluten sobre a mucosa gastrica de ratos.

MATERIAIS E METODOS
Grupos experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UEM (Parecer CEUA n° 6295090221- ID 002945). Foram
utilizados 24 ratos machos Wistar, machos (n=8), com 21 dias de idade. Os ratos
foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Morfologicas e receberam
racao peletizada para roedores, produzida no Laboratério de Analise de Alimentos
no Departamento de Engenharia de Alimentos (DAL/UEM), por 69 dias. Diferiram
entre si pelo tipo de racdo ofertada, que tiveram seus niveis de gluten de trigo
manipulados; sendo, Grupo SG: racado isenta de gluten (0%); Grupo CG: racdo com
teor normal de gluten (14%) e Grupo EG: racdo com sobrecarga de glaten (42%).

Coleta e Processamento do Material Bioldgico

Apos 69 dias experimentais 0s animais foram eutanasiados apds jejum noturno por
aprofundamento de anestésico Tiopental (120 mg.kg de peso corporal) via
intraperitoneal (®Cristalia- Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, SP- Brasil),
seguido de laparotomia vertical e coleta do estdbmago. Amostras do estdbmago
glandular foram fixadas em paraformaldeido por 24 horas, sendo posteriormente
transferidas para solu¢éo de alcool 70%. Depois foram desidratadas, diafanizadas
em xilol e incluidas em parafina para realizacdo de cortes histolégicos transversais
semi-seriados de 5um de espessura (Micrétomo rotativo (Leica® RM2245). Os
cortes foram submetidos a coloracdes especificas: 1. Hematoxilina e Eosina (HE) —
utilizada para a anélise morfologica e morfométrica das tanicas mucosa, submucosa
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e muscular externa. A mensuracdo ocorreu em 64 pontos/animal/imagens
capturadas em objetiva de 10X. Também foi utilizada para a quantificacdo das
células parietais (50 imagens/animal/objetiva de 40X); 2. Método de impregnacéo
pela prata (Grimelius) — utilizada para evidenciacdo e quantificacdo das células
enteroenddcrinas. Foram capturadas 24 imagens/animal/objetiva de 40X, e a
guantificacdo foi realizada no terco inferior da mucosa gastrica, 3. Meétodo
Histoquimico P.A.S (Acido Periédico de Schiff) - utilizada para evidenciacdo e
guantificacdo das células mucosas superficiais. Foram capturadas 24
imagens/animal/objetiva de 40X. As imagens foram capturadas em microscépio
optico Olympus BX41®. A area das imagens em 40X correspondia a 31850.26 umz2.
A andlise morfométrica foi realizada em microscopio 6ptico Olympus com kit para
captura de imagens Axioscop 2 Plus (Zeiss,Alemanha) e programa Image-Pro Plus
4.5 ® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). Os dados foram submetidos a
Analise de variancia (one-way ANOVA) e pos-teste de Tukey, ou teste de Kruskal-
Wallis e poOs-teste de Dunn's, conforme a normalidade dos dados. Resultados
expressos como média * desvio padréo e o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A organizacédo histolégica do estbmago foi preservada entre os grupos estando de
acordo com a literatura (Junqueira; Carneiro, 2019). A tabela 1 apresenta a
espessura das tunicas mucosa, submucosa e muscular externa, ndo havendo
diferencas significativas entre 0s grupos, nao caracterizando atrofia da mucosa
gastrica.

Tabela 1. Analise morfométrica (espessura) das tunicas mucosa, submucosa
e muscular externa do estdbmago de ratos alimentados com ragdes contendo niveis
crescentes de gluten de trigo: 0% (SG), 14% (CG) e 42% (EG).

Pardametros (um) SG CG EG
Tlnica Mucosa 311,2+13,15 318,2 +£26,39 332,5+ 24,67
Tunica Submucosa 13,22+5,86 12,09+2,38 15,95+2,78

Tunica Muscular Externa 78,21 + 18,59 74,64 + 14,43 92,39 + 18,42

Dados apresentados como média + desvio padrdo. Andlise de Variancia One-way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey
considerando p<0,05.

Na analise quantitativa (Fig 1) das células avaliadas na mucosa gastrica: parietais,
mucosas superficiais e enteroenddcrinas ndo foram encontradas diferencas
significativas indicando auséncia de efeito do nivel de gluten de trigo na racdo
utilizada por 69 dias: SG (0%), CG (14%) e EG (42%).
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Figura 1 — Tipos celulares quantificados na mucosa gastrica de ratos dos grupos: SG (0%), CG (14%)
e EG (42%). A. N°de células parietais/umz. C. N°de células mucosas superficiais/umz2. E. N° de
células enteroendocrinas/umz2. Fotomicrografia da mucosa gastrigaCélulas parietais (setas), HE (40X).
D Células mucosas superficiais (setas) P.A.S (40X) F. Células enteroenddécrinas (setas) Método de
Grimelius (40X) Barra de calibracdo: jfn.

CONCLUSOES

O consumo por 69 dias de racao com niveis crescentes de glaten de trigo, 0%, 14%
e 42% nao teve efeito sobre a mucosa gastrica de ratos.
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