ARTIGO ORIGINAL DOI: 10.47320/rasbran.2023.2813

Estudo da influéncia do gluten sobre parametros
comportamentais e bioquimicos em animais
submetidos a modelos de doeng¢as neuropsiquiatricas

Study of the influence of gluten on behavioral and
biochemical parameters in animals submitted in models
of neuropsychiatric diseases

Marcia Maria de Souza', Franciele Krutzsch', Késia Pires Viana Silva', Camila
André Cazarin, Fellippe Ramos Wollf', Alex Wilson Valachinski’

TUNIVALI-SC

E-mail: Marcia Maria de Souza - msouza@univali.br

Resumo

A presenca de gluten na dieta pode ser desencadeante de varios processos
fisiopatoldgicos que culminam em doengas neuropsiquiatricas além dos
problemas gastrointestinais. Nos chamados “sensiveis ao gldten nao celiacos”, os
dados da literatura sdo divergentes. Objetivo: avaliar o efeito dos tratamentos de
diferentes dietas relacionadas ao teor de gldten, sobre parametros
comportamentais e bioguimicos. Métodos: camundongos C56bl/6j (fémeas, N:7-
10) foram submetidos a testes comportamentais de doencgas neuropsiquiatricas.
Os animais foram divididos em grupos: G1/ racdo enriquecida 75% de gluten (DEG),
G2/dieta normal (Nuvilab®- DNN) e G3/dieta isenta de gluten (DIG). Para os testes
de depressao e ansiedade, foram introduzidos dois grupos adicionais (controles —
positivos) que receberam respectivamente Fluoxetina (20mg/kg mg), Diazepam
(0.75mg/kg e galantamina (4mg kg/kg). Apds o periodo de tratamento os animais
foram submetidos aos testes comportamentais: Open field (Campo aberto),
Suspensao pela cauda (TSC), labirinto em cruz elevada (LCE) e esquiva inibitdria
(TEIl). Foram realizados ensaios bioquimicos para verificar a influéncia da DEG sobre
0s parametros bioquimicos (ALT, AST, glicose de jejum, colesterol total, HDL, TG).
Resultados: Os resultados demonstraram que DEG  desencadeou
comportamentos de ansiedade e depressao nos animais, além de déficits de
memoria. Promoveu também hiperglicemia, aumento do peso corporal,
diminui¢cdo do HDL e aumento do LDL. Podendo levar a um mau funcionamento
das fungdes hepaticas (AST e ALT). Conclusao: Os resultados em conjunto
confirmam os efeitos deletérios causado pelo gluten.

Palavras-chave: Gluten. Depressao. Ansiedade. Memodria. Ensaios pré-clinicos.
Camundongos.

Abstract

The presence of gluten in the diet can trigger several pathophysiological
processes that culminate in neuropsychiatric diseases in addition to
gastrointestinal problems. In the so-called “non-celiac gluten-sensitive”, the
literature data are divergent. Objective: evaluate the effect of treatments of
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different diets related to gluten content, on behavioral and biochemical
parameters. Methods: C56bl/6j mice (female, N:7-10) were subjected to behavioral
tests for neuropsychiatric disorders. The animals were divided into groups: Gl/food
enriched with 75% gluten (DEG), G2/normal diet (Nuvilab®-DNN) and G3/gluten-
free diet (DIG). For the depression and anxiety tests, two additional groups were
introduced (controls - positive) that received respectively Fluoxetine (20mg/kg
mg), Diazepam (0.75mg/kg and galanthamine (4mg kg/kg). The animals were
submitted to behavioral tests: Open field, Suspension by the tail (TSC), Elevated
plus maze (LCE) and Inhibitory Avoidance (TEl). ALT, AST, fasting glucose, total
cholesterol, HDL, TG) Results: The results showed that DEG triggered anxiety and
depression behaviors in animals, in addition to memory deficits, it also promoted
hyperglycemia, increase in body weight, decreased HDL and increased LDL. may
lead to a malfunction of liver functions (AST and ALT) Conclusions: The results
together confirm the deleterious effects caused by gluten.

Keywords: Gluten. Depression. Anxiety. Memory. Preclinical trials. Mice.

INTRODUCAO

As tecnologias para a qualidade de vida relacionadas a satide do individuo podem ser
visualizadas e melhoradas ao se investigar uma das necessidades basicas de todo ser
vivo: a sua alimentagdo. O trigo é uma das mais importantes culturas de cereais a
nivel mundial em termos de producao e utilizacdo na alimentacdo humana, além de
ser uma importante fonte de energia, proteina e fibras'. Glaten é um termo geral
empregado para designar as proteinas do trigo, aveia, cevada e centeio> que, ponto
de vista bioquimico, é uma mistura de quatro tipos de proteinas, sendo estas:
albuminas, globulinas, gliadinas e gluteninas3. A fragdo téxica do gltten é a gliadina
que é a responsavel pelas manifestagdes clinicas no sistema gastrointestinal e

sistema nervoso central (SNC) que caracterizam a Doenca celiaca (DC)%5.

A DC é uma patologia autoimune que atinge principalmente o intestino delgado de
pessoas geneticamente sensiveis a dieta com gliten®. As manifestagdes da DC variam
de acordo com a faixa etaria do paciente. Nas criancas pequenas estao presentes a
diarreia, distensdo abdominal e problemas de desenvolvimento. Além disso,
vomitos, irritabilidade, falta de apetite e mesmo prisao de ventre podem fazer parte
do quadro. Na puberdade e adolescéncia é comum encontrarmos a anemia, baixa
estatura e alguns sintomas neuroldgicos. Ja nos adultos, a apresentagao classica da
DC é de crises de diarreia acompanhadas de dor e desconforto abdominal’. Ao lado
dessas manifestacdes, ha também outras mais silenciosas como: anemia por
deficiéncia de ferro, osteoporose, emagrecimento, dermatites, redugao dos niveis de

calcio, alteragdes hepaticas, sintomas neuroldgicos e prisdo de ventre?-® °. Embora a
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DC seja geralmente diagnosticada durante a infancia, pode aparecer em qualquer
idade®. Nos paises desenvolvidos estima-se que 80% dos casos ndo sio
diagnosticados, geralmente devido a auséncia de sintomas gastrointestinais e ao

pouco conhecimento da doenca entre a populagao®.

Em uma parte significativa dos pacientes, a enfermidade é descoberta por acaso,
através da realizacdo de endoscopias por suspeita de tlcera duodenal ou refluxo
gastroesofagico. Em outros, durante a investigacdo de deficiéncias de vitamina B12,
acido fdlico, ferro, calcio e de quadros de anemia e osteoporose, condicoes

frequentes na DC®2.

O tratamento da doenga do gliten ou DC, consiste na elimina¢do definitiva de
alimentos que contenham glaten (trigo, cevada e centeio). Essa medida provoca
melhora clinica em dias ou semanas, mas as altera¢des visiveis nas bidpsias do
intestino delgado podem persistir por meses ou anos. E muito importante corrigir as
deficiéncias de vitaminas e sais minerais e avaliar a densidade dos 0ssos, a presenca
de anemia e de déficits de crescimento. A aderéncia disciplinada a dietas com
restricdo de glaten ndo é tarefa simples, porque ele esta presente na maioria dos
alimentos industrializados. Os que ndo o contém sdo geralmente mais caros e dificeis

de acharo12,

Atualmente uma nova abordagem relacionada ao gliten tem ganhado significativo
interesse. Os chamados “sensiveis ao gliten ndo celiacos”. Esse grupo é
caracterizado por pacientes com presenca de sintomas gastrointestinais e extra
intestinais quando expostos a dieta com gliten 4, Inicialmente pensava-se que o
gliten afetava somente o sistema gastrointestinal, causando danos a mucosa e ma

absorcado. Porém, atualmente uma hipotese alternativa tem sido estudada® .

A associacdo com a DC a disfungdes neuroldgicas é considerada como pouco
estudada. Sabe-se que pacientes com DC tém problemas de cogni¢do? *°. Estudos em
pacientes celiacos demonstraram também maior probabilidade do desenvolvimento
de sintomas neurolégicos, tais como depressdo, ansiedade, distirbios de sono e
menor limiar a dor'7 %19, Suspeita-se que essa relagcdo pode ser verdadeira ja que
existe uma relacao cada vez mais estreita entre o mau funcionamento do sistema
digestivo, sobretudo no que se refere a microbiota, e os distirbios neurolégicos. E, a

microbiota de individuos com DC é ligeiramente alterada®.

Também ha evidéncias alteracées bioquimicas ocorram no perfil lipidico, além de

maior suscetibilidade a inflamacao e resisténcia a insulina em individuos com DC?>
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apontando que a presenca de gltiten na dieta pode ser desencadeante de alguns dos
processos mencionados. Especificamente com relacdao ao SNC um estudo recente
tem relacionado a DC ao autismo?3. Na area pré-clinica as necessidades sdo maiores,
portanto, estudos que possam comprovar a influéncia do gliten sobre o
desencadeamento de alteragbes neuropsiquiatricas, bem como alteracoes
bioquimicas em individuos ndo celiacos sdo importantes. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o efeito dos tratamentos de diferentes dietas (dieta enriquecida
com gliten (75%), dieta normal (Nuvilab®) e dieta desprovida de gliten (Alcon®)
do desmame a idade adulta (3 meses), sobre parametros comportamentais e
bioquimicos em camundongos C56bl/6j (fémeas, N-7-10) submetidos a testes
farmacoldgicos de doencas neuropsiquiatricas. Salienta-se que nos chamados
“sensiveis ao gliten ndo celiacos” as consequéncias dessa sensibilidade (mesmo que

ndo imunolodgica) ainda é pouco estudada e os dados da literatura sdo divergentes.

METODOS
O primeiro passo do processo foi a obtencao das diferentes dietas.

Dieta Normal Nuvilab — (DNN) - a ra¢ao normal utilizada como parametro (controle
negativo) para os experimentos é a ra¢gdo Nuvilab® com 15-16 mm de didmetro e
30-40 mm de comprimento, cuja composi¢do é: milho integral moido, farelo de soja,
farelo de trigo, dleo vegetal, carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sédio
(sal comum), vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina Bi1,
vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, niacina, pantotenato de calcio, acido félico,
biotina, cloreto de colina, sulfato de ferro, sulfato de manganés, sulfato de zinco,
sulfato de cobre, iodato de calcio, selenito de sddio, sulfato de cobalto, lisina,

metionina, BHT. O total de gliten da ragao ndo foi informado pela empresa.

Dieta enriquecida em gliiten (DEG) - a ragdo enriquecida em glaten foi elaborada a
partir de 300 g da farinha do gliten da marca Foco Alternativo (conhecida como
farinha seitan com 75% a mais de glaten conforme indicagdo do fornecedor),
adicionada a 700 g de ragdo normal (Nuvilab®) utilizada para alimentac¢do dos
animais. Os pellets de racdo normal foram triturados até a obtencao de um farelo e
misturados com a farinha enriquecida com gliten. Agua (550 ml) foi adicionado a
mistura gradativamente até que se obtivesse uma massa semitimida e homogénea.
Apos obtencdo da massa, foram produzidos pellets com tamanhos semelhantes a

racdo normal (15-16 mm de diametro e 30-40 mm de comprimento) eles foram
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deixados em estufa com temperatura de 100 °C para o cozimento por um periodo de
48 horas?s.

Dieta isenta de gliiten (DIG) - a ragdo isenta em gltten foi cedida pela empresa
Alcon®. Trata-se da Alcon Club® a qual foi desenvolvida para pets com problemas
relacionados ao gluten. (composigdo: Alfafa desidratada (35 %), fuba de milho*,
farelo de soja*, fibra vegetal (5 %), 6leo de soja refinado*, cenoura desidratada,
extrato de levedura (fonte de nucleotideos) (0,7 %), premix vitaminico mineral,
beterraba desidratada, aditivo prebiético (0,2 %), farinha de alga (fonte de DHA -
Omega 3) (0,07 %), vitamina C, aditivo adsorvente de odor (0,03 %), corantes
(amarelo tartrazina, azul indigotina, vermelho ponceau), antioxidantes (Etoxiquin,
Propilgalato, acido citrico, BHA, BHT). *Espécies doadoras de gene: Agrobacterium
tumefaciens, Bacillus thuringiensis, Streptomyces viridochromogenes). Como o produto
sdo granulos muito pequenos, os mesmos foram moidos, e umidificados para a
producao de pellets de tamanho semelhante aos pellets de ra¢ao normal e racao
enriquecida, sendo também colocados para cozimento em estufa a 100 °C por um

periodo de 48hs conforme dados da literatura.

Para os experimentos foram utilizados camundongos C56bl/6j fémeas (25 a 30g),
com 3 meses de idade oriundos do Biotério Central da UNIVALI. Apo6s o desmame (1
més apos o nascimento) os animais foram trazidos e mantidos no biotério setorial
em caixas com maravalha (06 animais/caixa) adaptadas a uma Rack Alesco® a qual
é provida de sistema de exaustdo e ar de forma automatizada. A sala é provida com
ciclo claro/escuro de 12 horas e aclimata¢dao com a temperatura de 22 + 2 °C. Os
animais foram tratados com agua e ragdo (conforme a dieta preconizada), exceto
durante os experimentos. Os tratamentos com as dietas foi crénico e, foram feitos
apds o desmame por 2 meses até os animais atingirem a idade de 3meses e,
prolongou-se até o ultimo dia de experimento. Durante 3 vezes por semana era feita
a limpeza das caixas e os animais eram pesados. Também foi controlado a
quantidade de racao para cada grupo experimental. Durante os experimentos, 0s
animais foram conduzidos para a sala experimental e permaneceram em
ambientacdo por um periodo minimo de uma hora. Os protocolos experimentais
desse trabalho foram submetidos ao CEUA/ UNIVALI sendo aprovado pelo parecer
CEUA 005/20.

Os animais foram divididos em distintos grupos variando de 8 a 10 sujeitos: G1

(grupo) controle tratado com racdo normal e que durante os experimentos
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receberam agudamente veiculo por via intraperitoneal (solugao fisiolégica a 0.9), G2
animais tratados com racdao normal e que receberam agudamente os controles
positivos Fluoxetina 20 mg/kg mg i.p. (para teste de depressao), Diazepam 0.75
mg/kg (parateste de ansiedade) e galantamina (4mg kg/kg) para o teste de memoria.
G3 grande grupo de animais tratados com ra¢do enriquecida em glaten, que nos
experimentos de ansiedade, depressdo e memoria receberam também de forma
aguda os controles positivos formando o subgrupo G4. Numa segunda fase dos
experimentos, tivemos o G5 (animais tratados com racdao normal e que nos
experimentos receberam veiculo) e G6 animais tratados com dieta livre de glaten.
Os experimentos foram realizados conforme demonstrado na figura 1. Decorrido o
desmame e 60 dias apds o inicio dos tratamentos com as diferentes dietas, os
animais foram submetidos diariamente (um teste comportamental por dia) a
modelos comportamentais diferentes conforme os protocolos adotados. A eutanasia

dos mesmos ocorreu apds o dltimo teste comportamental.

Primeiramente foi realizado a avaliacao dos efeitos dos tratamentos sobre o sistema
motor dos animais submetidos aos testes do campo aberto (Open Field). O teste
avalia efeitos inespecificos de substancias sobre o SNC bem como, o efeito de
substancias sobre o sistema motor dos animais. O aparato utilizado para os
experimentos com camundongos é um caixa de madeira (30 x 30 X 15 cm) com a
frente de vidro para melhor visualizar os animais. O interior do aparato é subdividido
em nove quadrantes. Cada animal foi colocado individualmente no aparato e,
durante um periodo de 6 minutos foram observados os seguintes parametros
comportamentais: nimero de cruzamentos dos quadrantes (Crossings) e nimero de
tentativas de levantadas de cada animal apoiando o corpo sobre as patas traseiras, o
que configura atividade exploratéria (Rearing) conforme descrito por varios

autores2627,

A avaliacdo dos parametros de ansiedade foi feita utilizando o LCE conforme descrito
por De Souza et al.*® e adaptado em nossos laboratdorios por Gongalves et al.>® e
Dalmagro et al.3°. O aparato ao qual foi utilizado é constituido de madeira, em forma
de cruz grega, com dois bracos abertos (30 x 5 x 2,5 cm), e dois fechados (30 x 5 x 15
cm), os bracos foram conectados por uma area central aberta (5 x 5 cm). O aparato é
elevado a uma altura de 50 cm sobre o chdo. Os animais foram colocados
individualmente no centro do aparato com a cabeca voltada ao braco fechado e
observados durante 6 minutos. Durante esse tempo, obteve-se o registro da

frequéncia de entrada e o tempo de permanéncia nos bracos abertos (FEA e TPA,
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respectivamente), e nos fechados frequéncia de entrada e o tempo de permanéncia
nos bracos fechados (FEF e TPF, respectivamente). Neste experimento os grupos G1
e G4 foram tratados com o ansiolitico Diazepam (0.75mg/kg) por via intraperitoneal

e decorridos 30 minutos, foram avaliados no LCE.

A avaliacdo dos efeitos dos tratamentos sobre os parametros comportamentais de
depressdo em animais submetidos ao teste da Suspensao pela Cauda (TSC). Esse
teste foi desenvolvido inicialmente por Stéru et al.3* com o objetivo de mimetizar o
estado de anedonia presente em pacientes depressivos, durante a avaliacao de um
possivel efeito tipo- antidepressivo de um tratamento. Os animais foram
submetidos a um aparato de madeira dividido em 4 compartimentos de forma que
houvesse isolamento visual e actistico entre cada um deles. Nesse aparato os mesmos
foram suspensos pela cauda, a cerca de 60 cm da base do aparato, com o auxilio de
fita adesiva colocada a 1-2 ¢cm da ponta da cauda por um periodo de 6 minutos.
Durante esse periodo foi registrado o tempo total de imobilidade de cada animal.
Durante o experimento, inicialmente ha uma tentativa de escape da situacao que lhe
é imposta, e ndo obtendo éxito assumem uma postura imdvel o que mimetiza a
anedonia. Substancias antidepressivas diminuem o tempo de imobilidade dos
animais?®. Neste experimento, animais dos grupos G1 e G4 foram tratados com

fluoxetina (20mg/kg) por via intraperitoneal e 30 minutos apds submetidos ao TSC.

Para a avaliacdo dos efeitos dos tratamentos sobre a memoria de longa duracdo dos
animais foi utilizado o teste da esquiva inibitéria (TEI) conforme procedimento
descrito por Izquierdo et al, (2002)3?, adaptado em nossos laboratdrios por De Souza
et al., (2003)% e Berté et al. (2018)33. O aparato consiste em uma caixa automatizada
(ALBARSCH®), medindo 50 cm de comprimento, 25 cm de largura e 25 cm de altura,
com a fase frontal de vidro. Parte do assoalho da caixa consiste em uma plataforma
de madeira com 5 cm de altura. O restante do assoalho é constituido de uma grade de
barras de bronze, com 1 cm de didametro espagadas a 1 cm uma das outras, através
das quais foi possivel aplicar uma diferenca de potencial regulavel de 0,4 mA.
Durante a sessao de treino, cada animal foi colocado sobre a plataforma e acionou o
cronometro. Cronometrou-se a laténcia de descida completa do animal da
plataforma. Ao atingir o assoalho com as 4 patas na grade, cada animal recebeu em
média 3 choques por 2 segundos até que o animal preferencialmente retornasse para
a plataforma. Decorridos 24 horas apds a sessdo de treino, os animais foram
testados. Na sessdo de teste repetiu-se o procedimento, mas com omissao dos

choques. A diferenca da laténcia de descida entre treino e o teste foi considerado o
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indice de memoria3.. Nesse experimento, um grupo distinto de animais tratados com
ragdao normal, recebeu galantamina (4mg/kg) pela via intraperitoneal e 30 min apds

submetido ao TEI.

Para os testes bioquimicos o sangue foi coletado. Apds anestesia com solugdo de
quetamina e xilazina (1:1) a artéria subclavia foi exposta para coleta do sangue
circulante para a avaliagao da fungao hepatica (ALT, AST), perfil glicémico e lipidico

(colesterol total, fracao LDL e fracao HDL).

A avaliacdo do perfil lipidico e glicemia foi realizada ao final dos experimentos
comportamentais. Uma amostra de sangue foi subtraida dos animais pertencentes
aos grupos Gi1 racdo enriquecida (foram divididos alguns animais para grupo
controle), G2 ra¢do normal (foram divididos alguns animais para o grupo controle)
e G3 racdo isenta de gliten, em tubos Vacutainer® contendo EDTA. As amostras para
avaliacdo de glicemia nao tiveram anticoagulante nos tubos de coleta. O plasma foi
obtido através de centrifugacdo e utilizado para determinagdes de colesterol total,
HDL, TG e glicose. As analises foram realizadas no laboratorio de analises clinicas da
UNIVALI (LEAC), empregando-se o equipamento Cobas Mira (Roche®) e Kits
Analisa®. Para a analise de glicose foi utilizado o método da glicose oxidase, ja para
colesterol e triglicerideos utilizou-se o método enzimatico. O LDL e VLDL foram
calculados por intermédio da férmula de Friedewald, usada quando a concentragao

de TG (triglicerideos) é menor que 400 mg/dL

Finalmente, para os ensaios paramétricos e bioquimicos os dados obtidos foram
apresentados com médias seguidas pelos respectivos erros padrdao médio (EMP), e
os dados submetidos a analise de variancia (ANOVA), quando necessarios, foram
seguidos de teste de multipla compara¢do a partir dos modelos post hoc de
Bonferroni e Newman, utilizando o software GraphPad INSTAT®. Para os testes ndo
paramétricos como o modelo da esquiva inibitéria, foi utilizado o teste pos hoc de
Mann-Whitney e Dunns. Os resultados apresentaram-se como medianas com o0s

intervalos interquartis (75-25).

A linha de tempo relacionada aos ensaios experimentais comportamentais e

bioquimicos esta representada na figura 1.
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Figura1- Linha do tempo representativa referente a sequéncia de experimentos realizados
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TOF- Teste do Open Field, TLCE - Teste do labirinto em Cruz elevada (Plus Maze- ansiedade). TSC- teste de suspensao
pela cauda (Depressdo); TEI - Teste da esquiva inibitdria (memdria). Os testes foram realizados por ordem diariamente
exceto o TEI que é dividido em sessdo de treino e sessao de teste) como os grupos de camundongos fémeas de 3
meses de idade, conforme dieta estabelecida apds o desmame. Ao final dos experimentos os animais foram
eutanasiados para procedimento dos testes bioquimicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos dos parametros comportamentais (cruzamentos e atividade
exploratoria) do teste do Open field estao representados na figura 2. Os resultados
demonstraram ndo haver diferencas estatisticas entre os grupos tratados (Fig. 2-A)
quantos aos cruzamentos. Ja com relacdo ao numero de atividades exploratorias
(rearings), os resultados demonstraram que o tratamento dos animais com DEG
promoveu uma diminuicdo desse parametro (embora nio de forma estatistica) o
qual foi revertido quando os animais sao tratados com diazepam (*p<0,05). (Fig 2-
B). E, como era de se esperar, houve aumento de forma significativa (*p<0,05) desse
parametro comportamental em animais alimentados com DNN que receberam

diazepam comparado com animais tratados com DNN e que receberam veiculo.

Os resultados relacionados aos parametros comportamentais de ansiedade estao
demonstrados na figura 3 (A, B, C, D), quando os animais foram submetidos ao teste
de ansiedade, o teste do LBC. Observou-se que a frequéncia de entrada dos bragos
abertos (FEA) é diminuida nos grupos tratados com DEG e DIG quando se compara
com o grupo com DNN + veiculo. Entretanto, esse parametro é revertido em ambos
os grupos quando os animais recebem esses tratamentos mais diazepam
(p<0.001***), Também ocorreram diferencgas estatisticas no grupo tratado DEG +
Diazepam quando comparado com o grupo tratado somente com DEG (### p<0.001)
(Fig. 3-A). Com relacdo ao tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPA),

observou-se claramente diminui¢do deste parametro no grupo DEG comparado ao
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controle tratado DNN (veiculo). Porém, esse efeito é revertido com o tratamento dos
animais com diazepam (***p<0,001). Animais DIG e, animais com DNN e que
recebem diazepam tiveram aumento significativo do TPA (### p<0,001) comparado
ao grupo controle DNN e veiculo (Fig. 3-B). Como esperado, os parametros
comportamentais relacionados ao lado fechado também se mostraram
significativos com relacdo aos controles. Na FEF, observou-se aumento do
parametro comportamental no grupo com DEG comparada com o grupo controle
tratado com DNN e veiculo. Porém, esse efeito é revertido com o tratamento dos
animais com diazepam (***p<0,001). Na FEF, observou-se aumento do parametro
comportamental no grupo com DEG comparada com o grupo DNN (mesmo sem
diferencas estatisticas) e, reducdo estatistica da FEF nos grupos tratados com DIG
(*p<0.05), DEG e tratados com diazepam (*p<0.05), DNN e diazepam (**p<0.01)
quando comparados com DNN +veiculo (Fig.3-C). Quando se observa o FEF os
resultados obtidos foram complementares aos demais e estatisticamente
significativos. Houve aumento desses parametros no grupo tratado com DEG
(***p<0.001), DIG (*p<0.05) e, diminui¢ao no grupo tratado com DNN + diazepam
(***p<0.001) comparado ao grupo veiculo DNN + veiculo. Por fim, também foi
observado que os animais com r e tratados com diazepam, diferem estatisticamente

dos animais com rag¢do enriquecida desprovido desse tratamento (##p<0.01) (Fig.
3-D).

Figura 2 - Avaliagdo dos efeitos dos tratamentos sobre os pardmetros comportamentais (cruzamentos e atividade
exploratdria) de animais submetidos ao teste do Open Field.
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Cada barra representa a média dos experimentos obtidos comn camundongos fémeas de 3 meses de idade (N=
8-10 animais por grupo) seguidos dos respectivos Erros padrdo da média (EPM). Asteriscos (p<0.05) demonstram
diferengas estatisticas quando comparados ao grupo controle (DNN). ANOVA seguido pelo teste post hoc de
Bonferroni. DNN (Grupo tratado com ragdo normal e solugdo fisioldgica 09%) DEG (grupo tratado dieta
enriquecida com gluten 75%), DIG (dieta isenta de gluten) DEG DIAZ (grupo tratado com dieta enriquecida e
Diazepam 0,75mg/kg) DIAZP (grupo tratado com DNN e diazepam 0,75mg/Kg). A- corresponde ao nimero de
cruzamentos e B - corresponde ao ndmero de atividade exploratdria (Rearing).
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Figura 3 - Avaliacao dos efeitos dos tratamentos sobre os parametros comportamentais de ansiedade em animais submetidos ao teste
de ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE)
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Cada barra representa a média dos experimentos por tratamento, seguido dos respectivos Erros padrao da média (EPM) de experimentos
obtidos com camundongos fémeas de 3 meses de idade (N= 8-10 animais por grupo). Asteriscos (*p<0.05, *p<0.01, (**p<0.001)
demonstram diferengas estatisticas quando comparados ao grupo DNN. Cerquilha (#p<0.05, (##p<0.01, (###p<0.001) demonstram
diferencas estatisticas quando comparado ao grupo tratado DEG. ANOVA seguido do teste post hocde Bonferroni. DNN (Grupo tratado
com racdo normal e veiculo) DEG (grupo tratado com racédo enriquecida com gliten 75%), DIG (dieta isenta de gluten) DEG DIAZ (grupo
tratado com Racdo enriguecida e Diazepam 0,75mg/kg) DIAZP (grupo tratado com racdo normal e diazepam 0,75mg/Kg). A= FEA-
frequéncia de entrada nos bragos abertos, B=TPA - tempo de permanéncia nos bragos abertos, C=FEF - frequéncia de entrada nos bragos
fechados; C= TPF - tempo de permanecia nos bragos fechados

Os parametros comportamentais de depressdo estdao apresentados na figura 4 A,
analisados a partir do teste de Suspensdo pela Cauda (TSC). Embora ndo tenha
ocorrido diferencas estatisticas entre os grupos, os resultados demonstraram um
leve aumento do tempo de imobilidade dos animais tratados com DEG em relacao
aos animais tratados com ra¢do normal (DNN). Porém nos grupos tratados com DIG,
DNN + Fluoxetina, esse parametro é drasticamente e significativamente alterado
(*p<0.05; *¥***p<0.001). Os resultados referentes aos efeitos dos tratamentos sobre
a memoria em animais submetidos ao teste da esquiva inibitoria (TEI) sdo
representados na figura 4B. Foi claramente observado que animais tratados com

DEG exibiram acentuado e significativo déficit de memoria (***p<0.001) quando
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comparados ao grupo DNN +veiculo, uma vez que alaténcia de descida da plataforma
do aparato de esquiva inibitoria é significativamente menor. E, curiosamente, esse
efeito ndo foi revertido pelo tratamento com galantamina. Entretanto, os grupos
tratados com DIG e DNN + galantamina tiveram aumento significativo da laténcia de

descida (*p<0,05) conforme demonstrado.

Figura 4 - Avaliacdo dos efeitos dos tratamentos sobre parametros comportamentais de depressdo (A) e memdria (B)
em camundongos submetidos aos testes de suspensao pela cauda e teste da esquiva inibitdria.
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Em A cada barra representa a média dos experimentos por tratamento, seguido dos respectivos Erros padrdes da
média (EPM). Em B, cada barra representa a mediana dos experimentos seguidos dos intervalos interquatis (25-75).
Asteriscos (*p<0.05, **p<0,001) demonstram diferencas estatisticas quando comparados ao grupo DNN. Cerquilhas
(*p<0.05/#p<001, #* p<0,00) demonstram diferencas estatisticas quando comparados ao grupo DEG. ANOVA
seguido de teste post hoc Bonferroni em A; Dunns e teste de Kruskal-Wallis (KW) em B. DNN- (dieta normal), DEG-
(dieta enriquecida com gluten); DIG (dieta isenta em gluten), DEG FLU - (dieta enriquecida com gluten+Fluoxetina
20mg/kg, ip), FLU- fluoxetina 20mg/kg, ip.), DEG GAL-(dieta enriquecida com gluiten+Galantamina 4,0mg/kg, i.p.).
Ambos os experimentos foram realizados com camundongos fémeas de 3 meses de idade com N de 8 a 10 sujeitos
por grupo

No que tange aos testes bioquimicos, com relagdio a glicemia, os resultados
demonstraram que tanto o tratamento dos animais com racdo enriquecida (DEG)
(p<0,01) quanto com ragdo isenta em glaten (DIG) (p<0.05) promoveram aumento
da glicemia quando comparados com animais tratados com racao normal (DNN)
Porém, a hiperglicemia ocorre de forma mais acentuada nos animais com DEG. A

percentagem de aumento glicémico calculado respectivamente para os grupos DEG

e DIG foi de 44,5% e 24,8%. A glicemia elevada nos animais tratados com DEG pode
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estar relacionada pela maior ingestdo de racao comparado aos outros grupos. (Fig.

5)

Figura 5 - Avaliacdo do efeito dos tratamentos sobre a glicemia dos animais.
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Cada barra representa a média dos grupos experimentais e os respectivos erros padrées da média (EPMs). Asteriscos
(*p<0.05, *p<0.01) demonstram diferencas estatisticas quando comparado com o grupo gue recebeu DNN. ANOVA
seguida do teste post- hoc BONFERRONI. Cada grupo foi constituido de 8 a 10 camundongos fémeas de 3 meses de
idade.

Os resultados relacionados ao perfil lipidico dos animais tratados com os diferentes
tipos de racao sao demonstrados na figura 6. Com relacao ao colesterol total, quando
comparado ao controle (DNN) foi observado diminuicdo significativa deste
parametro (p<0.05) somente no grupo tratado com DIG (Fig 6A). Em relacao ao HDL,
foi observado um maior aumento desse parametro no grupo tratado com DIG, e
diminuicdo no grupo tratado com DEG (p<0.05) (Fig 6B). No que tange ao LDL, foi
observado aumento significativo, no grupo tratado com DEG (p<0,01) e nao
alteracao desse parametro no grupo tratado com DIG (Fig 6C) quando comparado ao

controle.
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Figura 6 - Avaliacdo dos efeitos dos tratamentos sobre o perfil lipidico (colesterol total, HDL e LDL) dos animais.
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Cada barra representa a média dos tratamentos seguidos dos respectivos erros padroes da média (EPM). Os planos A,
B e C representam respectivamente os resultados referentes ao colesterol total, as fragdes HDL e LDL. Asteriscos
denotam diferengas estatisticas (*p<0.05, *p<0.01) quando comparado com o grupo que recebeu ragao normal
(DNN). ANOVA seguido de teste post -hoc de BONFERRONI. Camundongos fémeas de 3 meses de idade, N-8 a 10
sujeitos por grupo.

Na figura 7 estdo representados os resultados referentes aos efeitos dos tratamentos
sobre a func¢do hepatica dos animais. Observa-se que, comparado ao grupo tratado
com DNN, houve aumento consideravel e significativo nas aminotransferases AST
(***p<0.001) (Fig. 7A) e ALT (**p<0.001) (Fig 7B) dos animais tratados com DEG. O
grupo tratado com DIG ndo demonstrou alteragdes estatisticas consideraveis dos

parametros avaliados.
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Figura 7 - Efeito dos tratamentos sobre a fungao hepética dos animais através das alteragdes das aminotransferases

(AST e ALT).
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Cada barra representa a média dos tratamentos seguidos dos respectivos erros padrées da média (EPM). Os planos A
e B correspondem respectivamente aos resultados referentes aos niveis de AST (Plano A) e ALT (Plano B). Asteriscos
denotam diferencgas estatisticas (*p<0.01, **p<0.001) quando comparado com o grupo que recebeu dieta normal
(DNN). ANOVA seguido de teste post - hoc de BONFERRONI. Camundongos fémeas de 3 meses de idade, N-8 a 10
sujeitos por grupo.

Finalmente na tabela 01 é encontrado os resultados referentes a analise dos pesos
dos animais nos diferentes grupos de tratamentos. Os resultados demonstraram que
houve aumento significativo do peso (p<0.05) dos animais em todos os grupos
quando compara-se inicio do tratamento e final do tratamento, entretanto, o grupo
tratado com DEG teve aumento significativo do peso corporal quando comparado

com o grupo que recebeu racao DNN (p<0.05).
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Tabela1- Avaliagdo da relagdo de peso dos animais e dos 6rgaos com base no tratamento realizado

DIETA NORMAL DIETA ENRIQUECIDA DIETA ISENTA DE
(DNN) COM GLUTEN (DEG) GLUTEN
(média peso g) (média peso g) (média peso g)
Peso corporal inicial a22,55+0.34 a2313+0.12 223,80+0.71
Peso corporal final b 28 55+0.44** b 32 55+0.34*/## b26,55+0.87*

a- Peso dos animais no inicio do tratamento, - Peso dos animais no final do tratamento. Asteriscos *denotam
diferengas entre inicio do tratamento (*p< 005, *p< O0l) # denotam diferencas entre grupos (* p<00I).
Camundongos fémeas de 3 meses de idade, N-8 a 10 sujeitos por grupo.

DISCUSSAO

Nos tltimos anos, tem havido um interesse crescente pelas dietas nutricionais, que
podem ser utilizadas como uma forma de intervencao terapéutica para as patologias
do SNC, bem como como profilaxia das mesmas 34 Os nutrientes presentes nos
alimentos podem tanto, auxiliar de forma adjuvante as terapias de processos
patoldgicos do SNC, como por exemplo, alimentos ricos em L- triptofano serem
indicados para os casos de depressao*, quanto podem ser os protagonistas no
desenvolvimento de algumas disfun¢des neurolégicas, e o gliten se encaixa nessa
suposicdo’4. Por exemplo, varios artigos tém reportado a relagdo do gliten com os
transtornos do espectro autista, um distarbio do desenvolvimento com alta

representac¢ao na populacao mundial3® 37.

A ingestdo média diaria de gliten em uma dieta ocidental é considerada de 5 a 20g /
dia e tem sido implicada em varios disttrbios centrais e periféricos. O gliten é a
principal proteina de armazenamento dos grios de trigo. £ uma mistura complexa
de varias proteinas relacionadas, mas distintas, principalmente a gliadina e a
glutenina. Proteinas de armazenamento semelhantes existem como secalina no
centeio, hordeina na cevada e aveninas na aveia e sdo coletivamente chamadas de
"gliten'3, entretanto, é o gliten de trigo um nutriente relacionado as
manifestagcdes sintomaticas presentes em pacientes com sensibilidade a ele, tanto
os sintomas periféricos sistémicos (sobretudo os gastrintestinais) quanto os

sintomas neuroldgicos'3,

No presente trabalho, as relages entre o gliten e parametros comportamentais
relacionados a ansiedade, depressdo e memoria, bem como algumas alteragdes
bioquimicas foram analisadas em animais (camundongos) submetidos a diferentes
dietas: dieta normal dos animais fornecida pelo biotério, dieta com farinha de trigo
enriquecida com glaten (75%) e uma dieta desprovida do glaten do trigo, com o

objetivo de ampliarmos os estudos relacionados aos efeitos desse nutriente tao
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comum na alimentagdo. As pesquisas com animais nessa area sdo bastante escassas
na literatura. O designer e o uso de modelos de camundongos que reproduzem as
principais caracteristicas das doencas humanas sdo fundamentais para avancar
nossa compreensao da patogénese das doencas e para testar novas estratégias
terapéuticas. Somente recentemente foi validado um modelo animal de DC, o
camundongo transgénico DQ8-Dd-villina-IL-15 de DC 4°, que foi projetado com
base no conhecimento adquirido no estudo de amostras intestinais de pacientes com
CD, uma realidade muito distante em nossas institui¢oes de pesquisa devido ao alto

custo de producao em biotérios.

Especificamente na DC, os sintomas psiquiatricos, como ansiedade, depressao,
déficits de memoria entre outros, sio considerados sintomas extra intestinais
potencialmente desafiadores que podem ocorrer antes ou depois do diagnoéstico de
DC#. Sdo condi¢Oes psiquiatricas mais comuns, diagnosticadas em adultos e
pacientes pediatricos com DC com predominancia no sexo feminino*>. Na
literatura encontramos um Unico trabalho realizado in vivo relacionando o gliten a
modificacbes comportamentais, em camundongos %, porém com resultados
contraditdrios, havendo, portanto, a necessidade de explorar mais profundamente

o0 tema.

Com relacdo a ansiedade e depressdo, dados recentes apresentados na literatura tém
demonstrado que tais distirbios psiquiatricos se encontram respectivamente
presentes em 62,7% e 34,9% de pacientes celiacos*44. No presente estudo, para
avaliar os parametros comportamentais de ansiedade, os animais com diferentes
dietas foram submetidos aos testes do Open-Field e teste do labirinto em Cruz
elevado, ambos testes comportamentais utilizados na pesquisa de substancias
psicoativas ansioliticas*>. Primeiramente observou-se que o parametro nimero de
atividade exploratéria dos animais submetidos ao Open Field foi reduzido nos
animais com ra¢do enriquecida em glaten, tendo a reversao deste efeito quando os
animais recebem o ansiolitico diazepam. Esses resultados foram refor¢cados no teste
do labirinto em cruz elevado, os parametros de ansiedade FEF e TPF encontram-se
significativamente aumentados nos grupos tratados com racao enriquecida. No
experimento, o medo natural dos animais a ambientes abertos e sua preferéncia
pelos lados fechados do aparato sao aumentados nesse grupo, com reversao desse
comportamento quando é administrado o ansiolitico benzodiazepinico diazepam.
Também é claramente verificado que os animais com ra¢do isenta em gliten tém

esses parametros diminuidos.
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A relagdo gltten e depressao foi avaliada no presente estudo, através do teste de
suspensao pela cauda. O teste da suspensao pela cauda (TSC) desenvolvido por Stéru
e colaboradores em 198534%, Trata-se de um teste de desespero comportamental
semelhante ao teste do nado forcado (TNF), mas com caracteristicas melhores em
termos de analogia de comportamento. O TNF e o TSC tém sido muito usados para
avaliar a atividade antidepressiva na fase pré-clinica, devido a sua facil utilizagao,
grande reprodutibilidade entre os laboratérios e a sua grande habilidade de detectar
um grande espectro de agentes antidepressivos 4. Segundo Stéru (1985)3 um animal
submetido a uma situacdo estressante e inescapavel apresenta dois tipos de
comportamentos alternados, a agitacdo, caracteristica da tentativa de escape da
situacdo de estresse, e a imobilidade cuja analogia com a depressdo é feita pelo
estado de anedonia presente nos pacientes. Farmacos antidepressivos, comumente
utilizados na clinica, independente do mecanismo farmacodindmico que possuam,
promovem nos animais diminuicdao do tempo de imobilidade34¢. Nossos resultados
demonstraram que no TSC, os animais com dieta enriquecida, apresentaram um
tempo de imobilidade superior aos animais controles tratados com ra¢ao normal, e
surpreendentemente animais tratados com dieta isenta em gliten apresentam
significativamente, um tempo de imobilidade menor. No teste observa-se também
o efeito do tratamento da fluoxetina. Ja ha muito tempo, em meados de 195047, foi
observado que a dieta sem gliten melhorava o humor em pacientes celiacos. E, em
um estudo de revisdao foi reportado uma prevaléncia pontual de depressao
significativamente maior em pacientes adultos com DC na maioria dos estudos

publicados48:49,

O sistema motor possibilita a realizacdo dos movimentos e a avaliacao dos efeitos
dos tratamentos sobre o sistema motor dos animais é imprescindivel em testes
comportamentais para evitar falsos negativos, ja que para as avaliag¢des o sistema
motor dos animais deve estar intacto3'. No presente estudo, o parametro “crossings”
(cruzamentos) no teste do Open field foi realizado para avaliacao da performance
motora dos animais nos diferentes tratamentos. Foi verificado que ndao houveram
alteracdes motoras dos animais em nenhum dos tratamentos. Entretanto, em
pacientes com DC, sintomas como dorméncia nas pernas, caimbras musculares e
dores dsseas, podem alterar padrdes de movimentagao dos individuos. Além disso,
uma das formas mais comuns das manifestacdes neurologicas da sensibilidade ao
gliten é a ataxia cerebelar®®. Suas principais consequéncias sdo a perda de

coordenac¢do motora e planejamento dos movimentos. A maior parte dos estudos
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também mostra a alta prevaléncia de anticorpos antigliadina (AGA) em pacientes
com ataxias esporadicas em comparac¢do com individuos saudaveiss'. Desta forma,
uma investigacdo mais aprofundada sobre os efeitos do gliten sobre a motricidade
dos animais podera ser futuramente realizada utilizando testes motores mais
especificos como por exemplo o teste do Rota-rod, planejado em nossos estudos,

porém nao executados.

Neste estudo, os efeitos do gliten sobre a memoria dos animais foram avaliados
utilizando-se o teste da esquiva-inibitdria (TEI). Trata-se de um teste de memoria
aversiva de facil utilizacdo e com reprodutibilidade de resultados. A memoria
aversiva é estabelecida quando animais ao descerem da plataforma do aparato nas
sessoes de treino, recebem choque de amplitude baixas e quando sao testados o
mesmo procedimento é efetuado, porém com omissdo de choques. A laténcia de
descida entre as sessoes de treino e teste sdo considerados indices de memoria e
tratamentos que facilitam a memoria levam os animais a permanecerem por mais
tempo sobre a plataforma enquanto tratamentos que prejudicam a memoria
impedem que o animal tenha a recordacdao dos choques3?33. Nossos estudos
demonstraram que os animais com ra¢do enriquecida com glaten exibem um
prejuizo de memoria significativo e, animais com dieta isenta em gliten, ao
contrario, tem facilitacdo da memoria da esquiva inibitoria com perfil
comportamental e farmacologico semelhante aos animais com dieta normal
tratados com galantamina, um medicamento utilizado na terapéutica da Doenga do
Alzheimer. A literatura aponta que a ingestdo de gliten pode trazer dano neurolégico
silencioso, afetando a tomada de decisao, velocidade do processo cognitivo, atencdo
e memoria e essas deficiéncias cognitivas podem ser amenizadas apds adogdo de

uma dieta livre de gltiten>>.

Também foi objetivo do presente estudo avaliar o efeito do gliten sobre alguns
padrdes bioquimicos dentro das nossas possibilidades. Optamos por avaliar o perfil
glicémico, o perfil lipidico e o sistema hepatico através da analise das transaminases
(TGO e TGP), atualmente denominadas aminotransferases (AST e ALT). As
transaminases sao enzimas intracelulares que atuam catalisando diversas reagoes,
principalmente no figado, mas que também se encontram em outros tecidos do
organismo, quando estao elevadas constituem um biomarcador importante
indicando que existe algum problema, muito provavelmente no figado. A elevagdo
dos niveis de transaminases é encontrada em pacientes com DC e fazem parte de uma

série de sintomas e /ou alteracdes como diarreia cronica, distensdo abdominal,
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flatuléncia, anemia ferropriva, osteoporose de inicio precoce, hipocalcemia, assim
como na deficiéncia de acido félico e vitaminas lipossoluveis que definem o

diagnoésticos*

Com relagdo ao perfil glicémico os resultados do desse estudo demonstraram que a
glicemia dos animais submetidos a dieta de ra¢do enriquecida é muito superior a do
grupo tratado com ra¢do normal e ra¢do isenta em glaten, apesar de ocorrer
aumento da glicemia em todos os grupos, provavelmente devido ao aumento da
ingesta alimentar. Estudos tem demonstrado que o gliten parece ser um
determinante potencialmente importante no diabetes tipo 1 (T1D) e no diabetes tipo
2 (T2D). A ingestdo de gliten afeta a microbiota e aumenta a permeabilidade
intestinal e ha evidéncias de que os peptideos do gliten, apds cruzarem a barreira
intestinal, tornam o meio mais inflamatorio e, em contato com o pancreas onde
afetam a sua morfologia e podem induzir o estresse das células beta ao aumentar a

secrecao de insulina estimulada por glicose e palmitato3-.

O perfil lipidico dos individuos também é importante para ser avaliado em
dietoterapia. Em um estudo, pacientes com DC apresentaram alteracées no perfil
lipidico. Homens e mulheres tiveram um aumento significativo no HDL e uma
diminuicdo significativa na razao LDL / HDL)>*5>. No presente estudo foi
demonstrado que a dieta enriquecida com glaten aumenta significativamente os
niveis de LDL e diminui também de forma significativa os niveis de HDL dos animais

testados, comparados com animais do grupo controle.

Pacientes com DC em uma dieta sem gliten podem apresentar reducao do ganho de
gordura, da inflamacdo e da resisténcia a insulina, resultando na prevenc¢do do
desenvolvimento da obesidade e de distiirbios metabdlicos 5¢. Em adigdo, a retirada
do glaten da dieta parece proporcionar beneficios para problemas de memoria e
concentracdo, depressao e ansiedade, insonia, doencas inflamatorias e diabetes.575
No presente estudo foi demonstrado que o peso corporal dos animais quando
avaliado no tultimo dia de tratamento foi significativamente aumentado no grupo
com dieta ndo enriquecida , embora tenhamos observado maior ingesta alimentar
no grupo tratado com dieta isenta em glaten indicando preferéncia pela ragdo
Alcon® (resultados ndo mostrados). A literatura tem mostrado que qualidade de
vida dos celiacos, apés o inicio do tratamento, é reduzida, o que leva a baixa adesao
a dieta isenta de gliten. Além disso, essas dietas sem gliten, sem acompanhamento

adequado por nutricionista acarretam outros déficits como: aumento do risco de

rasbran ismpieemeos (e M) 20

REVISTA DA ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE NUTRIGAO



Marcia Maria de Souza, Franciele Krutzsch, Késia Pires Viana Silva, Camila André Cazarin, Fellippe Ramos Wollf, Alex Wilson
Valachinski | Estudo da influéncia do gldten sobre pardmetros comportamentais e bioquimicos em animais submetidos
a modelos de doencas neuropsiquidtricas

doencgas cardiovasculares, metabolicas, sobrepeso e obesidade, o que poderia

explicar o observado em nossos estudos>8.

CONCLUSAO

Sumarizando os resultados em conjunto nos permitem corroborar com a literatura
no que tange a ensaios pré-clinicos envolvendo o gliten principalmente no que
tange aos seus efeitos em situagdes em que a sensibilidade a este nutriente nao seja
de carater imunolégico como ocorre na DC. Desta forma pode-se sugerir que o
gliten contido em uma dieta, quando elevado, pode interferir em parametros
comportamentais relacionados a distirbios neuropsiquiatricos como a depressao e

ansiedade, além promover déficits cognitivos e de aprendizagem.
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