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RESUMO

Objetivos: estudos demonstraram papel imunogénico da gliadina, fracdo protéica do gluten
presente no trigo. Efeitos da ingestdo de gluten no aumento de adiposidade, reducdo na
termogénese e alteragdes de microbiota e permeabilidade intestinal ja foram constatados em
modelo experimental. Em humanos, embora alguns estudos observem alteracdes de padrdes
alimentares, nao ha evidéncias claras sobre estes mecanismos da ingestao de gluten na
obesidade. Portanto, nosso objetivo foi avaliar os efeitos do consumo controlado de gluten de
trigo (24g/dia) no ganho de peso corporal e composicdo corporal, na ingestdo alimentar, no
metabolismo basal e no perfil inflamatorio de citocinas em mulheres ndo celiacas com
sobrepeso ¢ obesidade e a associagdo desses fatores com o genotipo da haptoglobina
(Hp).Metodologia: foi realizado um estudo cruzado simples cego com recrutamento de 42
mulheres com idade entre 18 a 50 anos (em periodo pre-menopausa), com faixa de indice de
massa corporal (IMC) entre 24,9 a 35,4 kg/m? (sobrepeso e obesidade sem doengas cronicas ou
relacionadas ao gluten). As voluntérias foram submetidas a oito semanas experimentais sem
consumo de gliten na dieta com a manuten¢do da dieta habitual e uso dos bolos do estudo.
Foram confeccionados dois tipos de bolos sendo uma unidade com gluten (12g/unidade) e outro
placebo, idéntico ao primeiro, para uso diario durante 8 semanas. Foram realizadas coletas de
dados idénticas nos tempos TO, T4, T8 e T13, sendo estes respectivamente os periodos: pré
estudo, uso por 4 semanas de placebo ou gliten e o pos estudo referente ao periodo com dieta
livre. Foram aferidos peso e composicao corporal, metabolismo basal por calorimetria indireta,
amostras de sangue para dosagem de IL6, TNF e IL-1 B por Elisa e uma tnica coleta de swab
bucal para genotipagem da haptoglobina, gene que codifica dois alelos (Hpl e Hp2), sendo o
Hp2 a pre-haptoglobina, também chamda de zonulina.Dados dietéticos foram coletados por
meio de registros alimentares semanais, tabulados para avaliagdo de macronutrientes e
estabelecimento do indice inflamatério da dieta em cada tempo (T).Resultados: no comparativo
entre a mesma pessoa submetida a ingestao de gliten ou ao placebo houve uma redugdo pequena
no peso corporal e IMC no final de ambas as intervencdes o que ndo aponta para uma associagao
com o consumo ou restri¢do do gluten. Quando considerados os parametros em dados relativos
a variacao de cada parametro (dado final menos o dado inicial) ndo houve mudancas relativas
ao periodo de gluten e placebo na taxa metabdlica basal e composicdo corporal dessas pessoas.

No aspecto dietético, somente a ingestdo de proteinas/kg de peso foi maior no periodo gliten e



0 % de gorduras, embora ambos ndo apresentaram associagdo com a intervenc¢do e os demais
macronutrientes ndo sofreram alteragdes. J& o indice inflamatério da dieta foi menor no periodo
pos-estudo quando comparado ao periodo de oito semanas sem gluten na dieta. De acordo com
genotipagem de haptoglobina (Hpl-1, Hp2-1e Hp2-2), as voluntarias com gendtipo HP2-2
apresentaram correlagdo negativa de TMB/kg/massa magra quando submetidas ao gluten e com
relacdo as citocinas, tiveram correlacdo positiva que sugeriu, exclusivamente na fase de gluten,
maiores niveis de IL6 e IL1B. Além das correlagdes, o comparativo dos valores absolutos
mostraram que as voluntarias com gendtipo HP2-2 submetidas a ingestdo de glaten tem a
mesma resposta em citocinas e taxa metabolicaConclusao: Observou-se que a retirada do gluten
na dieta por oito semanas teve relacdo commaior indice inflamatério da dieta quando
comparada ao periodo de dieta livre. Alteragdes relevantes de comportamento alimentar nao
foram detectadas bem como diferengas de parametros antropométricos, composicao corporal e
peso e metabolismo basal. A diferenca observada em citocinas e taxa metabdlica basal foi
associada com a presenca do alelo Hp2. As voluntarias com gendtipo Hp2-1 ou Hp2-2
apresentaram reducdo na taxa metabolica basal, aumento de algumas citocinas pro
inflamatorias, exclusivo aos periodos de ingestdo de gluten, e ndo correspondente aoplacebo
nem no genotipo HP1-1. Dessa forma, observamos a presenca do alelo Hp2 esteve associado a
pior controle de inflamacao e metabolismo quando essas pessoas sdo submetidas ao consumo

de gluten.

Palavras-chave: glaten; peso corporal; dieta.



ABSTRACT

Aim: Several studies have shown the immunogenic role of gliadin, a wheat protein fraction.
Effects of gluten intake on adiposity increase, thermogenesis reduction, changes in the gut
microbiota, and intestinal permeability have already been documented in experimental models.
In humans, some studies observed changes in dietary patterns; however, there is no clear
evidence about the mechanisms of gluten effects in obesity. Therefore, our aim was to evaluate
the effects of the controlled intake of wheat gluten (24g/day) on weight gain, body composition,
dietary intake, metabolic rate and pro-inflammatory cytokines secretion in non-celiac women
with overweight and obesity; and the association of these factors with the haptoglobin genotype.
Methods: We designed a blind cross-sectional study. 42 pre-menopausal women, 18 to 50 years
old, body mass index (BMI) from 24.9 to 35.4 kg/m?, and no gluten-related chronic diseases
were included. The volunteers were submitted to eight experimental weeks on a gluten-free
diet. During this period, we recommended the maintenance of the usual diet and the intake of
two muffins per day (gluten or gluten-free/placebo). The gluten-containing muffin and the
gluten-free were identical but added with 12g of gluten. Data were collected at baseline (T0),
at week four (T4), at the end of the experimental period (T8) and after five weeks with usual
non-gluten-free diet (T13). We collected body weight, body composition by bioelectrical
impedance analysis, basal metabolic rate (BMR) by indirect calorimetry, blood for cytokines
analysis (IL6, TNF, and IL1p), and buccal cells (collected by swab) for haptoglobin genotyping.
The haptoglobin encodes for two alleles Hpl and Hp2. The allele Hp2 pre-haptoglobin, also
known as zonulin, is a physiological regulator of tight junctions and it is released upon gluten
stimulation. A 24-h dietary recall was collected weekly for evaluation of macronutrients intake
and dietary inflammatory index (DII). Results: We observed a small reduction in body weight
and BMI at the end of both interventions (gluten or placebo), which did not indicate any
association with gluten intake or restriction. Analysis of the variation of each parameter (final
minus initial) also showed no changes in the BMR or body composition after gluten or placebo.
Related to the dietary pattern, only the protein intake (g/body weight) and percentage of fat
were higher during gluten-muffin period, although not associated with the intervention. No
difference in carbohydrate intake was observed. DII was lower in the post-study period (T13)
when compared to TO-T8. Intriguingly, the presence of the Hp2 allele (higher zonulin

producers) was negatively correlated to BMR/kg/lean mass and positively correlated to higher



levels of IL6 and IL1P only during gluten-muffin period. Conclusion: We concluded that the
gluten-free diet presented a higher DII when compared to the usual non-gluten-free diet.
Significant changes in eating behaviour were not detected. Body weight, body composition,
and BMR were not affected by the intake of gluten-muffin or placebo. The presence of Hp2
allele was associated with lower BMR and increased secretion of pro-inflammatory cytokines
only during the gluten-muffin period. Any association was observed to placebo or the Hpl-1
genotype. Altogether, the data suggest that higher zonulin producers presented a worsen control

of inflammation and lower metabolism upon gluten intake.

Keywords: gluten; body weight; diet.
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1 INTRODUCAO

O gluten ¢ um complexo protéico composto por duas fragdes principais, a prolamina e
glutenina. E a principal proteina de armazenamento dos grios de trigo e se torna bastante ltil
em processos industriais e de panificagdo, uma vez que a interagdo dessas proteinas que formam
o gluten, contribui para viscosidade e elasticidade de massas entre outros produtos alimenticios
que precisem de emulsificantes ou de gelatinizacdo como doces, manteigas e outros alimentos.
Por essa razdo, trata-se de um componente amplamente presente na alimentacdo em todo o
mundo (Biesiekierski; Muir; Gibson, 2013).

Embora a exclusdo do gliten da dieta seja necessdria no tratamento condig¢des
especificas como a doenga celiaca, a alergia ao trigo e a sensibilidade ao gluten nao-celiaca
(SAPONE et al., 2012), observa-se um aumento a adesdo e escolha de dietas isentas de gluten
por pessoas sem diagnostico para essas doengas. A populagdo saudavel que alega fazer a
escolha desta restricdo tem o intuito de melhoria da saide uma vez que nos ultimos anos a
popularizagdo equivocada deste conceito tem sido crescente em diferentes paises e culturas
(Gaesser; Angadi, 2015; Marcason, 2011; Newberry et al., 2017; Wu et al., 2015). A
prevaléncia da doencga relacionadas ao gliten aumenta a medida que, desde a década de 90,
mais atengdo tem sido dada para o diagndsticos e ao conhecimento das desordens relacionadas
ao gluten (Leonard et al., 2015).

A adogdo dessas dietas pela populagdo saudédvel e profissionais de satde pode ter sido
hipotetizada tendo como base os estudos relacionados ao papel inflamatdrio de gliadina em
modelos experimentais. Estudos em modelos animais mostraram que peptideos de gliadina
ocasionou o aumento da liberacdo da proteina zonulina, aumento permeabilidade intestinal e
aumento da producdo de citocinas inflamatdrias como IL8 e (Drago ef al., 2006; Lammers ef
al., 2008). Além disso ja ¢ sabido que a ligacdo de gliadina ou seus peptideos ao receptor de
quimiocinas CXCR3 influencia a alteragcdo da montagem das jun¢des firmes no epitélio
intestinal tanto em individuos com doenca celiaca e em menor propor¢cao em nao celiacos.
(Hollon et al., 2015).

Embora a gliadina tenha mais de 50 epitopos imunogénicos descritos, os efeitos em
alteragdes da barreira intestinal e aumento da permeabilidade parecem estar mais associados a
individuos portadores do alelo Hp2. A haptoglobina codifica dois alelos (Hpl e Hp2), sendo

que o alelo HP2 apresenta uma duplica¢@o no terceiro e quarto exons. O alelo Hp2, cofifica a



19

proteina pre-haptoglobina, também chamada de zonulina, que tem sido demonstrada pela sua
funcdo reguladora da permeabilidade intestinal e ¢ ativada pela presenca de fragmentos da
gliadina. (Fasano, 2011). Ha trés possiveis genotipos para a haptoglobina: Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-
2.

Alteragdes da barreira intestinal, e composi¢do da microbiota estdo presentes na
obesidade (Morkl et al., 2018; Zak-Golab et al., 2013). Recentemente, poucos trabalhos que
visam correlacionar dietas isentas ou de baixa ingestdo de gluten no controle do peso corporal
em humanos e os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo totalmente entendidos (Zhang et al.,
2017). Dessa forma, ainda € necessario a compreensao de vias que justifiquem os mecanismos

pelos quais a dieta pobre ou isenta de gluten possam ser adjuvantes no tratamento da obesidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade

De acordo com ultimo levantamento da Organizacdio Mundial de Saude (OMS)
realizado em 2016', mais de 1,9 bilhdes de adultos apresentavam sobrepeso e 650 milhdes
tinham obesidade. A doenga ja acomete individuos desde a sua juventude, 39% dos individuos
com 18 anos ou mais ja se encontram com sobrepeso € 13% com obesidade. A obesidade ¢ uma
doencga multifatorial e envolve varias comorbidades e seu avango contribui para um alto indice
de mortalidade. Os riscos associados a obesidade sio diversos, como distarbios
musculoesqueléticos (osteoartrite), resisténcia a insulina e alguns tipos de cancer (como os de
mama, ovario, prostata, figado, vesicula biliar, rim e c6lon) sdo relacionados com a progressao
dessa doenga. Em 2012, as doengas cardiovasculares foram a maior causa de morte no mundo,

sendo a obesidade um dos fatores mais importantes para seu aparecimento.

2.2 Fisiopatologia da obesidade

De maneira simplificada e a exemplo do que ocorre em tantas outras doencas, a
obesidade decorre de predisposicao genética associada a fatores ambientais. Como resultado de
uma ampla interacdo entre componentes do individuo e do ambiente, tém-se o desequilibrio
energético em que o aporte de energia € maior do que o gasto. O tecido adiposo responde a
estimulos e age como um sensor para manejo do status energético no qual o balanco positivo,
com uma disponibilidade maior de nutrientes, induz acao de insulina e outros hormdnios, assim
como as catecolaminas. Os adipdcitos desempenham grande papel na mobilizacdo de estoques
de energia bem como para armazenamento e expandem em tamanho e nimero de acordo com
o estimulo recebido. A resposta que ocorre a partir do aumento da disponibilidade de energia
confronta, em um determinado momento, com um limiar anabo6lico maximo onde o adip6cito
sofrera estresse metabolico e consequentemente ocorre uma inflamagao (Reilly; Saltiel, 2017).

Nas ultimas décadas, o papel do tecido adiposo como 6rgdo enddcrino ganhou grande

interesse e importancia. A obesidade ¢ vista como uma doenca inflamatoria cronica de baixo

! https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight
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grau secunddria a alteragdes que ocorrem com a expansdo do tecido adiposo. O estado
inflamatério na obesidade explica-se pela liberagdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatoérias (chamadas de adipocinas no tecido adiposo) e pela migracao de macrofagos para
aquele tecido. Na homeostase do tecido adiposo, a presenga fenotipica de macrofagos residentes
se caracteriza pelo estado de polarizagdo M2 que esta associado um conjunto de citocinas anti-
inflamatoérias. Porém, o estimulo metabdlico induzido pela hipertrofia e hiperplasia do tecido
adiposo ocasiona mudangas nessas células, na qual observa-se maior taxa de macréfagos M1
em relagdo a M2, caracterizando um estado inflamatorio (Weisberg, 2006; Lumeng et al,
2012). A alteracdo na polarizacdo de macréfagos no tecido adiposo de tipo M2 para M1
promove alteragdes como a geracao de espécies reativas ao oxigénio como 6xido nitrico, via
ativacdo de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), sugerindo uma relagdo entre inflamacao e
maior estresse oxidativo no tecido adiposo. A infiltragdo de macrofagos e o aumento do nimero
deles no estresse oxidativo induzem, por sua vez, secre¢ao de adipocinas pro-inflamatorias.
(Lumeng et al., 2007).

Essa polarizagdo do macrdéfago no tecido adiposo induz a liberagdo de citocinas
inflamatorias como TNF e IL6 (Weisberg et al., 2003).

As moléculas sintetizadas pelos adipdcitos, macrofagos e células do estroma no tecido
adiposo sdo chamadas de adipocinas e podem atuar local ou sistemicamente O padrdo de
adipocinas secretadas, contudo, ndo € uniforme em todos os tipos de tecido adiposo. Em geral,
depositos de gordura visceral secretam mais citocinas pro-inflamatérias do que o tecido adiposo
subcutaneo (Weisberg et al., 2003).

A regulacdo metabolica do tecido adiposo esta associada a secrecao de adipocinas. Além
disso, citocinas como IL6 e TNF sdo secretadas pelo tecido adiposo em resposta as respostas
imunologicas e como consequéncia ocorrem alteragcdes no metabolismo lipidico, resisténcia a
insulina, no controle da pressao arterial, na coagulacdo sanguinea e na resposta inflamatoria. A
producao e a secre¢ao de adipocinas sao reguladas dinamicamente de acordo com as condi¢des
nutricionais.(Stolarczyk, 2017).

Na condicao de obesidade, os receptores do tipo toll (TLR) sdo ativados por uma
variedade de fatores dietéticos e sinais enddgenos produzidos pelas alteragdes metabdlicas. Um
dos principais sinais sdo os acidos graxos livres, que podem se ligar ao TLR2 e ao TLR4. A
partir desse estimulo, ocorre a ativacao de NF-kB e produgao de citocinas pro-inflamatdrias que

culmina em resisténcia a insulina, disfuncdo endotelial, e aumento do risco cardiometabolico,
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fatores que contribuem para o aparecimento do Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenga cardiaca
coronariana, acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca congestiva. (Foley et al., 2012)

Muitos desses fatores sdo relacionados a presenga do inflamassoma, ativado por varios
fatores, incluindo espécies reativas de oxigénio, excesso de acidos graxos circulantes e morte
celular. Com o estresse metabolico presente nos adipdcitos, NOD like receptores, pertencentes
a familia de receptores padrdo de reconhecimento (PPRs) recebem sinais dessas alteragdes e
consequentemente  ativam NALP3 inflamassoma. Inflamassomas sdo complexos
multiproteicos, que transformam as citocinas inativas pro-IL 1P e IL-18 nas suas formas ativas,
via caspase 1, aumentando a inflamagdo cronica e alterando alguns processos metabolicos.
Essas alteracdes aumentam ainda mais a resisténcia a insulina(Vandanmagsar et al., 2011).

Macrofagos ativados e adipdcitos induzem expressdo do inflamasoma no tecido
adiposo. A delegdo experimental de NLRP3 leva a melhora da sensibilidade a insulina. Dados
clinicos mostram que NLRP3 ¢ altamente expresso em tecido adiposo visceral de individuos
obesos. Estudos in vivo mostram que a ativacdo do inflamassoma NLRP3 na obesidade
induzida por dieta ¢ um gatilho para danos pancreaticos, um mecanismo importante para
progressao do DM2(Rheinheimer et al., 2017; Vandanmagsar et al., 2011).

Além de fatores genéticos e epigenéticos que influenciam a evolu¢do da obesidade,
sabe-se do importante papel da dieta no estabelecimento e manejo da doenga. Portanto, sdo
necessarios estudos dos habitos alimentares das populagdes com maior risco ou incidéncia de
obesidade. Atualmente ¢ discutido na literatura ndo somente os diversos aspectos da
intervencao dietética para controle dessa doenca e suas comorbidades, mas também quais os
comportamentos e habitos alimentares que culminam neste desequilibrio metabodlico como a
esteatose hepatica nao alcoolica, a resisténcia a insulina que sinalizam o agravamento da
obesidade (Musso ef al., 2003; Wehmeyer et al., 2016).

As dietas associadas ao desenvolvimento e agravamento da obesidade e suas
comorbidades apresentam, em geral, um perfil alimentar de alto consumo de frutose, carne
vermelha e gordura saturada em detrimento a outras fontes de gorduras, além de uma dieta rica
em Omega 6. Esses nutrientes em excesso levam a uma resposta na qual o tecido adiposo se
torna incapaz de responder adequadamente a insulina e resulta em aumento de lipdlise e
liberacao de 4cidos graxos que podem ser sequestrados pelo figado levando a esteatose (Musso
et al., 2003). Além disso, outros alimentos frequentemente consumidos que contribuam com o

surgimento e manuten¢do das disfun¢des metabolicas sdo os carboidratos simples € uma maior
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quantidade de glicose por 1000 kcal de dieta. O consumo excessivo de carboidratos somado ao
de gorduras, comuns no padrdo alimentar de pacientes com obesidade sustentam um actimulo
lipidico que ativa cascatas inflamatorias (Mccommis; Finck, 2019; Wehmeyer et al., 2016).

E possivel observar inimeros estudos acerca de padrdes alimentares que possam ser
recomendados para o controle da obesidade e nas demais doengas associadas. Dentre as
possiveis estratégias dietéticas observa-se o papel da dieta mediterranea, DASH, low carb e low
fat e uso de probioticos, embora a restri¢ao calorica classica € o alvo principal para controle das
doencas associdades a obesidade e inflamagdao. A discussdo acerca das possibilidades de
intervengdo tem como objetivo o aumento da aderéncia a uma dieta de alta qualidade nutricional
(Eslamparast; Tandon; Raman, 2017).

Diante de diversos tipos de dietas e ensaios clinicos, associados a varias complicacdes
advindas da obesidade, inimeras tentativas de intervengdo visam a eficacia na sua prevengao e
no seu tratamento. Neste contexto, dietas isentas de gliten tém sido adotadas pela populacao
geral sem diagnoéstico de doenca celiaca ou sensibilidade ndo celiaca, a fim de proporcionarem
uma nova tentativa de perda de peso. Inimeros levantamentos de dados econdmicos apontam
para um grande aumento nas vendas de produtos sem gluten nos ultimos anos, por conta da
grande parcela de individuos que acreditam que a isen¢ao dessa proteina ¢ a estratégia adequada
para o emagrecimento (Newberry ef al., 2017). Em grupos de individuos saudaveis, como
praticantes de esporte de alta performance, sabe-se que a dieta isenta de gliten tem sido
praticada como sinonimo de saude(Harper; Bold, 2018; Lis et al., 2013). Embora diversos
trabalhos demonstrem possiveis efeitos deletérios no perfil nutricional de individuos que
aderem as dietas isentas de gliten sem uma substitui¢do de qualidade equivalente, como a
redugdo no consumo de fibras e aumento do consumo de gorduras, ainda sim, muitas pessoas
sustentam essa crenga e gradativamente trocam produtos tradicionalmente com gluten pelos
sem gluten. (Raehsler et al., 2017; Vici et al., 2016; Watson, 2018).

A possivel hipotese para esta crescente pratica pode ser justificada pelos dados ja
publicados em modelos experimentais(Freire et al., 2016; Soares et al., 2013) e descrigdes
acerca do potencial inflamatorio e imunogénico de peptideos de gluten (Fasano, 2011). No
entanto, até o presente momento, nenhum trabalho clinico randomizado que comprove a
eficacia e o mecanismo pelo qual a adogdo da dieta sem gluten seja adjuvante no tratamento do

sobrepeso e obesidade foi publicado.
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2.3 Gluten: descri¢ido e estrutura quimica

O gluten ¢ um complexo protéico composto por duas fragdes principais, a prolamina e
glutenina. As sementes de trigo sdo constituidas por 8 a 15% de proteinas, sendo 10-15%
albumina/globulina e 85 a 90% gluten. A glutenina e a prolamina se diferem uma vez que, esta
ultima, trata-se de uma fragdo soluvel em alcool e que,se diferencia nos cereais recebendo
diferentes denominagdes: a gliadina no trigo, avenina na aveia, secalina no centeio ¢ hordeina
na cevada (Biesiekierski, 2017).

O gluten ¢ tradicionalmente empregado nos processos de panificagdo por ser resistente
ao calor e ser capaz de atuar como um agente de ligacdo, oferecendo extensibilidade a massa.
As fracdes gluteninas e prolaminas exercem suas acdes na capacidade de absorver dgua e reter
gas carbdnico, o que modifica textura, qualidade e outros aspectos importantes para o processo
de producao de produtos. A gliadina (fragao prolamina do trigo) contribui mais para viscosidade
e extensibilidade da massa e a glutenina hidratada ¢ mais coesiva e contribui para forca e
elasticidade da massa (Shewry et al., 1986, 2002). A estrutura de rede protéica do gliten ¢
estabilizada através de ligagdes dissulfeto, interagdes hidrofobicas e pontes de hidrogénio, que
fazem com que a interagdo entre glutenina e gliadinas ocorra.

Além disso, sabe-se que essas proteinas sdo constituidas tem um alto contetido de
residuos de glutamina, fenilalanina e prolina, presentes na gliadina. Sua estrutura aminoacidica
¢ de dificil proteodlise pelo trato gastrointestinal humano, principalmente pelo contetido de
prolina, formando fragmentos remanescentes que podem contribuir para respostas
imunologicas (Biesiekierski, 2017; Gutiérrez et al., 2017).

O gluten vital ¢ a fragdo remananescente apds o lavado de trigo, mecanismo pelo qual
possibilita o isolamento da parte proteica, de interesse, das demais fragdes de amido e outros
constituintes soluveis em agua. O gliten também ¢ amplamente usado em produtos diversos
como um estabilizante de estrutura e aditivo para melhorar textura e sabor da preparagdo. Dessa
forma, além dos produtos de panificagdo, o gluten pode tambem ser encontrado, em menores
porporcdes, em medicamentos, carnes processadas, balas e outros. (Wieser, 2007).

Dados que estimam precisamente o consumo de gliten ainda ndo foram publicados,
embora alguns trabalhos de outras populacdes fora do Brasil ja4 demonstrem levantamentos
realizados conforme a regido. Segundo um estudo feito na Dinamarca entre 2005 e 2008 com

1494 adultos entre 20 e 75 anos, constatou-se um consumo de 10,4+4,4/ dia para homens e 12,0
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+4,6g/ dia para mulheres. (Hoppe et al., 2017) Embora outros dados da literatura mostraram
que este consumo pode variar em torno de 5-20g de gluten por dia. Normalmente essa
quantidade ¢ calculada indiretamente pela analise de levantamentos sobre ingestao de cereais.
Assim, os calculos acerca do consumo de gluten foram baseados nos ingredientes dos alimentos

e, a partir dele, a ingestdo de gluten foi estimada. (Biesiekierski, 2017; Hoppe et al., 2017)

2.4 Gluten: papel imunogénico e alteracio de permeabilidade intestinal

O glaten é um complexo proteico formado por peptideos, no qual, sdo descritos 50
epitopos toxicos, relacionados a atividades imunomodulatorias, citotdxicas e ainda, a0 aumento
da permeabilidade intestinal (Fasano, 2011) A desregulacdo da barreira intestinal leva ao
aumento da passagem de antigenos e outras macromoléculas do ambiente externo para o
organismo ¢ inicia inflamagdo local ou sistémica com ativagdo de respostas imunologicas.
Alteragdes de permeabilidade intestinal ¢ mudancgas na integridade da barreira intestinal sao
relevantes pois estdo sdo fortemente associadas ao aumento da inflamagdo de baixo grau
presente na obesidade e suas comorbidades.(Cani et al., 2009; Everard; Cani, 2013). As
atividades destes peptideos foram mapeadas em dominios especificos na alfa-gliadina

Os principais dominio a-gliadina associadas com atividade relevantes mapeadas na

Figura 1.
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Figura 1 - Epitopos da gliadina.
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Notas: Mapeamento da a-gliadina contendo peptideos relacionados a atividade citotoxica (vermelho), a atividade
imunomodulatdria (peptideo 33-mer, em verde claro), a liberacdo de zonulina e alteragdo da permeabilidade
intestinal (em azul) e a liberagdo de IL-8 (verde escuro). Figura adaptada de FASANO, A. Physiol Rev, v.91,

p.151-175,2011.

Por consequéncia da ingestdo de gliten, torna-se necessdrio entender a respeito da
absorcao e digestdo de gluten através da identificagdo do maquinario enzimatico que participa
dessa agdo. Segundo um estudo desenvolvido por Gutiérrez e colaboradores (2017), foram
identificadas 3 enzimas, 3B (CEL3B), elastase 2A (CEL2A), e carboxipeptidase A1 (CBPA1)
capazes de hidrolisar o gliten em individuos saudaveis e celiacos. Apds a digestdo realizada,
as fracdes de peptideos de glaten geradas, 13-mer, 19-mer foram totalmente degradadas,
embora somente a fragdo 33-mer nao foi totalmente hidrolisada tanto nos individuos com a
doenca celiaca como nos controles. Uma dessas fracoes, a 33-mer, tem reconhecido papel
imunogénico. Assim, o 33-mer poderia causar mudangas no padrdo das bactérias comensais,
causando mais toxicidade e promovendo proliferacdo de microorganismos que geram mais
peptideos imunogénicos nesse ambiente intestinal (Gutiérrez et al., 2017).Embora os
mecanismos de respostas imunologicas apos a ingestdo e digestdo do gluten sejam em maior
propor¢do caso isto seja analisado em individuos com doenga celiaca, observa-se que os
peptideos de gluten podem, em quaisquer condi¢des, estar remanescentes devido a incapacidade

de hidrolise completa das fragdes peptidicas. Uma vez que esta evidéncia existe, pode-se
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hipotetizar os efeitos subsequentes nessa condi¢do. Estudos como Drago et a/ (2006) buscaram
compreender o mecanismo de interagdo entre a gliadina e as células do epitélio intestinal e
constataram que a gliadina na desestabiliza a montagem da barreira intestinal. Os autores
utilizaram cé€lulas intestinais humanas (Caco2 e T84) e biopsia de intestino para a avaliagcdo da
integridade da barreira na presenga de gliadina. Observaram que a gliadina foi capaz de induzir
a liberacdo de zonulina, um peptideo intestinal. A presenca de gliadina foi diretamente
relacionada com aumento da permeabilidade intestinal por meio de alteragdo na expressao de
proteinas de juncao firme, onde ocorreu a perda da interagao de ocludina e a ZO-1. Previamente
2000, Fasano et al. (2000) juntamente com grupo do Dr Alessio Fasano publicaram um estudo
que descreve a identificacdo da toxina Vibrio Colerae Zonula Ocludens Toxin- (Zot), uma
enterotoxina de Vibrio Cholerae que afeta a montagem da barreira intestinal reversivelmente
por modular as jungdes firmes. Estudos subsequentes sobre a zonulina levaram a investiga¢ao
da complexidade da cascata de sinais que interferem na regulacao da barreira e juntamente com
a sua identificagdo (Fasano et al., 2000).

Uma vez identificadas as mudangas na permeabilidade intestinal decorrentes da ingestao
de gluten, foi observado a via de sinalizagdo (Figura 2). O que foi proposto por Fasano (2011)
¢ que apds a ingestdo oral da gliadina, ocorre uma interagdo desta com epitélio intestinal
causando liberagao e IL-8 pelos enterdcitos. Com isso, ha recrutamento de neutrofilos na lamina
propria. Concomitante a isto, peptideos de gliadina sao reconhecidos pelo receptor CXCR3 e
estimulam a liberagdo de zonulina e via MyD88. A zonulina modula as proteinas da juncao
firme provocando aumento da permeabilidade intestinal e translocagdo dos fragmentos de
gliadina. A translocacao de gliadina, sendo o 33-mer e outros peptideos imunomodulatorios,
permite uma interagao com macrofagos de forma subsequente, iniciando uma resposta Thl e
producdo de uma resposta pro6 inflamatodria através da liberagdo de TNF e IFNy em individuos
susceptivies (presenga de HLA-DQ2/DQ8). Estimulos persistentes com este mecanismo
contribuem para estabelecimento desta permeabilidade intestinal aumentada. Mecanismos
posteriores em pacientes com doenga celiaca envolvem a acdo de células T com células
apresentadoras de antigenos incluindo os macrofagos, levando a resposta imune adaptativa. Em

individuos saudaveis essa resposta parece ser atenuada.
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Figura 2 - Mecanismos de liberagdo da zonulina, aumento de permeabilidade intestinal e

inducdo de resposta autoimune por fragmentos de gliadina.
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Notas: Fragmentos de gliadina se ligam ao receptor CXCR3 da célula (1) e, por um mecanismo dependente de
MyD88, induzem a liberacdo de zonulina (2). A zonulina circulante leva a altera¢do da jungdo de oclusdo no
intestino (3). O aumento da permeabilidade intestinal viabiliza a entrada de antigenos (incluindo a gliadina) pela
lamina propria (4) e a ligacdo em receptores HLA-DQ2/DQ8 em individuos geneticamente pré-dispostos (5).
Inicia-se a resposta imune adaptativa (6-7). A resposta imune provoca danos na mucosa intestinal com atrofia das
microvilosidades. ER (reticulo endoplasmatico). Figura adaptada de FASANO et a/, A. Phisiol Rev., v.91, p.151-
175,2011.

De forma complementar, outro trabalho realizado por Hollon et al., (2015), analisou
quatro grupos: individuos com doenca celiaca ativa, em remissao, com sensibilidade ao gliten
ndo-celiaca e controles assintomaticos. Foram avaliados a resposta da barreira intestinal a
exposicao de gliadina através da andlise de biopsias intestinais. Nesse estudo, verificou-se que
ap6s a incubagdo com gliadina, houve aumento de permeabilidade intestinal em todas as
amostras. A permeabilidade aumentada no grupo de pacientes celiacos com a doenga ativa foi
mais relevante quando comparada aos outros, embora esse resultado também tenha sido visto
no grupo controle, ainda que menor proporcao e por tempo determinado. Neste estudo bem
como no de Drago et al. (2006) nao estava elucidado claramente os mecanismos pelos quais o
glaten poderia promover alteracdo da barreira intestinal em individuos saudéveis. Embora as

evidéncias de que fragdes como 33-mer ndo sdo totalmente hidrolisadas levam a hipotese de
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que estes peptideos remanescentes podem induzir respostas imunologicas no epitélio intestinal
com possivel alteracdo da permeabilidade da barreira pela interacdo direta de gliadina com
repecptor de quimiocinas CXCR3 e subsequente liberagdo da zonulina. Em 2003, em um estudo
desenvolvido por Lamers ef al. (2003), observou-se o mecanismo pelo qual a gliadina promove
a liberagdo de zonulina, através da identificagdo da ligacdo da gliadina ao receptor de
quimiocina, CXCR3, expresso no epitélio intestinal de camundongos e humanos. O receptor
CXCR3, quando ligado a gliadina, ¢ capaz de promover a liberagdo de zonulina e aumentar a
permeabilidade barreira intestinal. Modelos de animais kinockout para CXCR3 nao
apresentaram esse mecanismo, confirmando dessa forma, a via de sinalizagdo que incorpora
este receptor nas reagdes subsequentes (Lammers et al., 2008).

A zonulina induz a Proteina Kinase C (PKC) a polimerizagdo de filamentos de actina
que fazem a conexao de estruturas proteicas e, dessa forma, desestabiliza as estruturas que
mantém a permeabilidade intestinal. Esses dados foram confirmados pelos estudos de Clemente
et al. (2003) que realizaram um ensaio com cultura de células epiteliais [EC-6 de ratos
incubadas com gliadina e observaram que a PKC induz a liberagdo de zonulina e,
concomitantemente, a polimeriagao de filamentos de actina. Quando usado o inibidor de
zonulina (FZI/O) a polimerizagdo de actina induzida por gliadina ndo ocorreu, confirmando as
associacoes entre gliadina, zonulina e permeabilidade intestinal.

Embora o mecanismo pelo qual gliadina ativa a liberagdo de zonulina fosse conhecido,
observa-se que ainda ndo havia uma defini¢do se todos os individuos poderiam secretar
zonulina nessas condi¢des. Tripathi et al. (2009) comprovaram pela primeira vez que a
zonulina, uma proteina de ~47kDa, tinha identidade similar ao precurssor de haptoglobina 2
(pré-Hp2), previamente considerada somente precurssor inativo de HP2, uma das variantes
genéticas de haptoglobina humanas. Os autores constataram que a proteina tinha papel na
regulagdo da barreira intestinal secundario ao estimulo de gliadina e comprovaram através de
analises protedmicas de soro humano que a cadeia simples de zonulina continha o fator
semelhante ao EFG (epidermal growth fator) e por isso levava a transativagdo do receptor
EGFR via ativa¢ao de PAR: (proteinase activated receptor 2). Portanto, a liga¢ao de gliadina
ao receptor de quimiocina CXCR3 ¢ o estimulo para liberacdo de zonulina, que ¢ entdo
reconhecida por EGFR e PAR> regulando cooperativamente a permeabilidade intestinal. (Drago

et al., 2006; Tripathi et al., 2009).
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Uma vez que a produgdo de zonulina ¢ ativada pelos fragmentos de gliadina, a proteina
provoca modulacdao da organizagdo das jungdes firmes, levando a consequente aumento da
permeabilidade intestinal. Assim, observa-se o elo entre a ingestdo de gluten e subsequentes
efeitos da gliadina e da zonulina no aumento da permeabilidade. Portanto, neste contexto torna-
se importante avaliar a presenca dos diferentes alelos da haptoglobina (Hp1 e Hp2), perfazendo
trés diferentes gendtipos: Hpl-1, Hp2-1 e Hp2-2. A presenca do alelo Hp2, ativo como a
proteina zonulina, foi associado ndo apenas ao aumento de permeabilidade intestinal (Fasano
2011), mas também com pior prognostico em diversas doencas infecciosas (Delanghe et al.
1998; Kasvosve et al., 2000), doengas auto-imunes como a doenga celiaca (Tripathi et al., 2009)
e desordens neurologicas (Gloria-Bottini ef al., 2008).

A permeabilidade intestinal aumentada na obesidade se torna fator promotor do aumento
da inflamacao (Cani ef al., 2009). O glaten por sua vez pode afetar diferetamente individuos
com doenga celiaca na qual é sabido um efeito de super expressao de zonulina ap6s a ingestao
dos peptideos de gliadina. Porém, os efeitos do consumo dessa proteina e alteragdes
subsequentes, em humanos com obesidade, nao foram ainda esclarecidos.

No estudo desenvolvido por (Zhang et al., 2017) e colaboradores com experimento em
animais, foram avaliados a forma que a gliadina poderia impactar no metabolismo associado a
dieta obesogénica. Analisaram o papel da gliadina no aumento da permeabilidade intestinal e
sua influéncia na resisténcia a insulina, em alteracdes dos tecidos hepatico e adiposo e possiveis
alteracdes do perfil da microbiota intestinal em camundongos com dieta obesogénica, com ou
sem adicdo de gliadina a 4%. Os autores constataram que no grupo suplementado com gliadina,
houve aumento da resisténcia a insulina e aumento dos niveis de hemoglobina glicada
comparado ao grupo sem gliadina. Além disso, observaram que o grupo com gliadina teve
maior actimulo lipidico hepatico, aumento da colonizagdo de bactérias patogénicas e alteragao
na producdo de acidos graxos de cadeia curta, com uma maior a produgdo de acido acético.
Além disso, houve aumento da permeabilidade intestinal como sugerido pela redugdo na
expressao dos genes de proteinas de juncao firme e jun¢do aderente na porg¢ao ileal e colonica
dos animais que receberam gliadina. Os autores sugerem que, a partir desses resultados em
modelo experimental, individuos sem intolerancia ao gliten ingerindo dieta rica em gluten e

gordura podem sofrer alteragdes negativas no controle metabolico e homeostase intestinal.
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2.5 Gluten e obesidade

Trabalhos experimentais também foram realizados em nosso laboratdrio, onde nosso
grupo investigou os possiveis efeitos do gluten no metabolismo de camundongos obesos e
eutroficos. O primeiro trabalho publicado por Soares ef al., (2013) promoveu obesidade por
meio de dieta indutora em dois grupos experimentais de camundongos C57BL/6 por 8 semanas,
recebendo dieta isenta de gliten ou com acréscimo de 4,5% de gluten vital. O objetivo foi
comparar os grupos, isento ou acrescido de gliten, em relagao ao ganho de peso, adiposidade e
inflamacdo do tecido adiposo. Os resultados demonstraram que no grupo que recebeu dieta
isenta de gluten houve menor ganho de peso e adiposidade, mesmo sem alteragcdes no consumo
alimentar e excrecdo lipidica, em comparacdo ao grupo que recebeu gliten. Além disso, no
grupo com dieta sem gliten, observou-se redu¢do na producao de citocinas pr6 inflamatoérias,
melhora de perfil lipidico e glicemia. Outros parametros avaliados mostraram também que
houve regulacao positiva de PPAR-y relacionada ao aumento de adiponectina ¢ GLUT-4 no
grupo isento. Por meio da microscopia intravital realizada, observou-se ainda menor adesdo
celular no tecido adiposo, o que representa menor ativagdo de macrdéfagos neste tecido e
producdo de citocinas neste grupo. Assim, esse estudo sugere que dietas isentas de gliten
podem promover uma regulacdo positiva de PPARy, aumentando adiponectina e GLUT4, tais
efeitos estdo associados a reducao de adiposidade, inflamagdo e resisténcia a insulina. Dessa
forma a dieta sem gliten poderia ser testada como uma nova abordagem para prevencado de
obesidade e ganho de peso.

No trabalho subsequente, realizado por Freire et al. (2016), tornou-se necessario
investigar possiveis mecanismos pelos quais o gluten poderia interferir no metabolismo que
justificasse a diferenca no ganho de peso, e os efeitos pro-inflamatdrios encontrados nos
animais que utilizavam o gliten na dieta. Além dos dois grupos de animais obesos, foram
estudados outros dois grupos com animais eutroficos, ambos subdivididos em grupos isentos
ou com 4,5% de gltten na dieta e acompanhados também por 8 semanas. Desta forma verificou-
se os efeitos do gluten ingerido no metabolismo lipidico, termogénese e gasto energético. Os
resultados encontrados mostraram que os animais que receberam gliten na dieta, tanto no grupo
eutrofico quanto obesos, tiveram maior ganho de peso e de gordura corporal quando
comparados aos controles isentos. Em um dos experimentos realizados neste estudo os animais

receberam gluten marcado com radionuclideo tecnécio 99m (*™TcGLU) por gavagem com o
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objetivo de se avaliar a biodistribui¢do do gliten no organismo. Neste experimento foram
detectados peptideos do gluten radiomarcado em diversos 6rgaos como tecido adiposo visceral,
sangue e figado, o que demonstrou seu alcance em 6rgdos extraintestinais. Mecanismos de
controle do gasto energético avaliados, demonstraram que, os animais que receberam gluten na
dieta, tiveram menor expressdao de UCP-1 no tecido adiposo, bem como redu¢@o no consumo
do volume de oxigénio (avaliado por calorimetria indireta), o que justificaria as possiveis
alteragdes no ganho de peso. Além disso, o grupo obeso com gliten apresentou menor
expressao de adiponectina, quando comparado aos controles e, em experimento realizado com
cultura de adipdcitos, apresentaram menor expressdo em PPARa, PPARYy e lipase sensivel a
hormonio (HSL), o que esta relacionado a diminui¢ao do gasto energético e da oxidagao lipidica
e, consequentemente, ao acimulo de gordura. Em conclusdo esses estudos suportam a hipotese
que o gluten em modelo animal foi capaz de promover o ganho de peso tanto em obesos quanto
nos animais eutr6ficos por reduzir a capacidade de termogénese no tecido adiposo.

O gasto energético se torna importante alvo de estudo para controle da obesidade. A
atividade fisica, alimentag¢do, composi¢ao corporal compdem o gasto energético € uma variacao
em um destes componentes pode modifica-lo. Uma das formas precisas de aferi¢do da taxa
metabolica basal que compde este fator € a calorimetria indireta, que foi usada no estudo citado
anteriormente bem como ¢ uma técnica padrao para avaliagdo em humanos embora outras como
a calorimetria direta, 4gua duplamente marcada também possam ser aplicadas para este fim
(Pinheiro Volp et al., 2011). Diversos fatores podem interferir no gasto energético bem como a
dieta, alimentos no que diz respeito ao fator térmico de alimentos podem interferir embora
sejam responsaveis por somente 10% pois os fatores como a atividade se tornam o componente
mais variavel. Fatores como ingestdao alimentar aumentada podem impactar este gasto enquanto
que restricdes caloricas severas podem reduzir(Westerterp, 2017). Embora diversos
mecanismos sejam bem conhecidos, a busca pelo entendimento de compostos como capsaicina,
substancia pungente presente nas pimentas € outros compostos ou componentes de alimentos
tem sido estudado para entendimento de sua influéncia nos tecidos adiposos. A alteracdo do
tecido adiposo branco, no processo de “browning” no qual o tecido adiposo branco ¢ dotado de
uma superexpressao de UCP-1 apos uma transdugdo de sinal apos estimulos ¢ uma das vias que
tais compostos € componentes pode atuar. No estudo de Freire ez al. (2016) esta interagdo entre
gliten e termogénese foi explorada no qual o gliten regulou negativamente a expressao das

proteinas envolvidas nestes mecanismos nos diferentes tecidos adiposos,
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Trabalhos clinicos que estudam especificamente o gliten no metabolismo humano sio
escassos e nao foram encontrados estudos clinicos controlados que observem seus possiveis
mecanismos relacionados a alteragao de peso corporal, seu papel imunogénico ou qualquer

outro aspecto relacionado a sua ingestao ou restricado em pacientes nao celiacos.

2.6 Consumo de gluten e desfechos clinicos associados

Alguns estudos buscam compreender mecanismos que esclaregam a relagao entre gluten
e seus possiveis efeitos no metabolismo. Fatores inflamatorios decorrentes da expansdo do
tecido adiposo e respostas subsequentes ¢ sustentado por um estado de integracao das diversas
vias de sinaliza¢do que sdo entendidas a cada dia com mais detalhes. Muito j& se sabe sobre o
impacto que mudancas no perfil alimentar podem acarretar incluindo as mudancgas na
composicao da microbiota intestinal que, por consequéncia, alteram a homeostase metabdlica.
(Griffin, 2017)

Uma vez que ndo so a restri¢do calodrica, mas também a composicao da dieta pode causar
mudangas na composi¢cdo da microbiota intestinal € em marcadores metabolicos e
inflamatoérios, torna-se necessario analisar padroes dietéticos e seus desfechos a fim de se
definir bases para o tratamento da obesidade, especialmente quanto a influéncia do glaten neste
contexto. (Kong et al., 2014)

Kim et al.(2017) realizaram um estudo com objetivo de verificar os possiveis beneficios
que individuos que auto relatavam seguir uma dieta sem gliten, embora metabolicamente
saudaveis, poderiam obter quando comparados aqueles com risco para o desenvolvimento de
doencas metabodlicas e cardiovasculares que nao seguiam essa dieta. Analisaram os dados
dentro da amostra do National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) 2009—
2014 e observaram que somente 155 individuos ndo-celiacos seguiram a dieta sem gluten
embora ndo apresentassem riscos para desenvolvimento das doengas cardiovasculares e
compararam com aqueles individuos que apresentavam riscos. Nado encontraram diferencas
entre os resultados mensurados a partir do escore de Framingham embora observaram
casualmente que este grupo tinha niveis de HDL maiores e menor circunferéncia de cintura. A
maior parte da amostra era do sexo feminino (64,6%) e a maioria que seguia a dieta sem gliten
tinha peso dentro da normalidade. Além disso esses individuos relataram perda média de 1,3kg

de peso corporal apés um ano do seguimento da dieta (p=0,053) a qual os autores atribuem a
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um perfil de individuos que provavelmente obteve isto por serem perfil de pessoas com uma
maior preocupagdo com saude idenpendente do gluten.

Emilsson e Semrad (2017) publicaram um trabalho no qual apontam para a necessidade
de estudos clinicos que demonstrem o impacto da restricdo de gliten em individuos nao-
celiacos e ressaltam que a popularidade das dietas sem gliten aumentou sem que haja
associagdes consistentes que justifiquem a adocao de tal medida. Além disso salientaram o fato
de que os estudos relacionados a fatores de risco e possiveis beneficios desse tipo de intervengao
ndo demonstraram relagdo com a redugdo de risco para doengas cardiovasculares e efeitos
metabolicos.

Pouco se discute sobre a provavel mudanga no padrio e consciéncia alimentar quando
a dieta possui alguma restricao especifica. Villafuerte-Galvez et al. (2015) identificaram que
um comportamento alimentar direcionado pode oferecer beneficios e mudancgas no padrao
alimentar. Nesse trabalho foi observado que a adocdo de dieta sem gluten esta diretamente
relacionada ao aumento de consciéncia alimentar e que os seguidores dessa dieta possuiam um
alto nivel de informacdo (Villafuerte-Galvez ef al., 2015). Em contrapartida, outro estudo
observacional usando a base de dados NHANES 2009-2014 apontou efeitos deletérios desse
tipo de pratica (Bulka et al., 2017). Nesse estudo os autores analisaram amostras urinarias €
marcadores sanguineos de contaminacdo por metais toxicos € o relacionaram com os resultados
dos questionarios aplicados referentes a adogao de dieta livre de gluten. O resultado mostrou
que dietas sem glaten expunham os individuos a altos niveis de contaminagdo por mercurio e
arsénio. O fato foi justificado pelo aumento do consumo desses elementos toxicos presentes no
arroz (que ndo contém gluten) na dieta.

Uma outra visdo demonstra a controversa sobre o assunto, sugerindo que nao hé efeitos
diretos da restri¢ao de gluten com piora do padrao alimentar. O estudo realizado por (Rocchetti
et al.,2017), avaliou os diversos substitutos de trigo na alimentagdo como extrato de grao de
bico, sorgo, quinoa, arroz negro, lentilha, amaranto, arroz integral e branco quanto ao conteudo
e capacidade antioxidade de compostos fendlicos e antocianinas. Constatou-se maior contetido
fendlico em arroz negro seguido de quinoa, bem como em produtos integrais e farinhas. A partir
desses achados, inferiu-se que o risco nutricional de uma dieta sem gliten € relativo e que ¢
possivel ter uma dieta com bom valor nutricional se houver uma sele¢do criteriosa dos

substitutos do trigo por alimentos com bom valor nutricional.
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos clinicos controlados que esclaregam o papel do gluten dietético e seus efeitos
diretos sobre o metabolismo humano sdao escassos. Com base no seu papel imunogénico, nos
efeitos sobre o metabolismo energético em modelos animais € nas vias metabolicas que sdo
relevantes para controle de peso e inflamagao, torna-se necessario um estudo clinico controlado
para avaliagdo destes parametros no metabolismo humano e a andlise sobre o impacto da

exclusao do gluten como adjuvante no tratamento de obesidade e suas comorbidades.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do consumo controlado de gluten de trigo (24g/dia) no ganho de peso
corporal, composi¢do corporal, ingestdo alimentar, metabolismo basal e perfil inflamatorio em
mulheres ndo-celiacas com sobrepeso e obesidade e a associagao desses fatores com o gendtipo

da haptoglobina.

4.2 Objetivos especificos

Comparar os efeitos do dietas com teor controlado de gliten e dietas sem glaten nos
seguintes parametros:

a) Peso e composicao corporais (avaliada por meio do IMC, massa gorda e massa livre
de gordura);

b) Metabolismo em repouso (avaliado por meio da calorimetria indireta medida a cada
periodo de intervencao do estudo);

¢) Composi¢ao nutricional da dieta (macro nutrientes) e Indice inflamatério da dieta;

d) Perfil inflamatério do sangue (avaliado pela medida das
citocinas proinflamatorias IL6, IL 18 e TNF-a);

e) Correlacionar os dados obtidos com a presenga do alelo Hp2 (pre-haptoglobina 2)

também chamado de zonulina.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Caracterizacao do estudo

Ensaio clinico cruzado, placebo controlado, simples mascarado (apenas participantes).

5.2 Populagao do estudo

O estudo foi composto por individuos do sexo feminino, com idade entre 18 ¢ 50 anos
(em periodo pre-menopausa), com faixa de indice de massa corporea (IMC) entre 24,9 e 35,4
kg/m? (sobrepeso e obesidade). As secretarias da escola de Enfermagem e Nutri¢do e do Instituo
de Ciéncias Biolodgicas da Universidade Federal de Minas Gerais fizeram a divulgacdo da
pesquisa.

Foram adotados, além dos critérios de IMC e idade os seguintes critérios de exclusdo: o
diagndstico ou suspeita de doenca celiaca ou outras associadas ao consumo de gluten ou trigo,
presenca de doengas cronicas como diabetes mellitus (DM), hipertensao arterial sistémica
(HAS), insuficiéncia renal cronica (IRC) e uso de medicamentos controlados, chés, capsulas ou

quaisquer elementos que pudessem interferir no gasto energético e metabolismo de repouso.

5.3 Alocacio de voluntarios e dietas

A partir da divulgacdo feita pela UFMG como descrita acima, as candidatas a
participacdo da pesquisa entraram em contato para obter maiores esclarecimentos e para
fornecer dados de peso, altura e idade para conferéncia dos critérios de inclusdo. Além disso,
nesta oportunidade foi enviado um material explicativo sobre a logistica do periodo
experimental e a exclusdo do gluten na dieta sem objetivo de emagrecimento. O esclarecimento
parcial incluiu informagdes sobre a restricdo do gliten da dieta, somente por oito semanas
experimentais, as datas de coleta de dados e tipo de exames que seriam realizados, além de
demais informacgoes sobre o trabalho.

A partir da confirmagao de interesse e aprovacao dos critérios de inclusao, as voluntarias
foram convidadas a participar de uma reunido geral presencial realizada previamente ao inicio

da coleta de dados exclusivamente com o objetivo de apresentar detalhadamente todas as etapas
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do trabalho. Também estavam presentes nesta reunido a equipe composta por biomédicos,
académicos de nutricao e colaboradores. Neste encontro as voluntérias que estiveram de acordo
com a participagdo no estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO B). Apos essa reunido geral foram mantidos contatos com as voluntarias pré
selecionadas para coleta de registros alimentares com rotinas alimentares habituais.

A partir desses registros alimentares de 24h ou 72h prévios a entrada no estudo,
denominados pela equipe como “registros pré-estudo”, foram elaborados materiais com
sugestoes de mudangas de alimentos equivalentes aos de uso habitual nas versdes sem gliten
para a manutencao das oito semanas com isenc¢ao de gluten na dieta e sem alteragdes do padrao
alimentar.

E importante salientar que durante a reunidio enfatizou-se que o objetivo da retirada de
gliten na dieta ndo tinha como inten¢do proporcionar nenhuma dieta de restricdo caldrica ou
modificar quaisquer padrdes na composi¢do corporal. Caso estas alteracdes ocorressem,
deveriam ser de forma espontanea. As voluntarias ficaram cientes destas alegagdes desde o
momento da reunido geral e receberam materiais que foram especialmente desenvolvidos a fim
de evitar grandes mudangas nas rotinas dietéticas e também de atividades fisicas até o final do
estudo. Esses materiais incluiam uma lista de substituigdes de alimentos com o objetivo de
facilitar a mudanca da dieta habitual para a versdao sem gluten. Foi bastante recomendado e
esclarecido que as participantes ndo deviam alterar o padrdo alimentar e nem mesmo de
atividade fisica ap0s a reunido geral.

Ainda, as voluntérias receberam orientacdes detalhadas sobre o uso imprescindivel de
bolos de milho que seriam veiculos de gluten ou placebo (APENDICE A) e que deveriam
ocorrer desde o primeiro dia de coleta de dados até o Gltimo dia de cada etapa. As voluntarias
foram informadas quanto a composi¢do de nutrientes e ingredientes destes bolos afim de
minimizar quaisquer problemas de aceitagdo ou imcompatibilidade com os ingredientes deste
alimento teste. Além disso, foi ressaltada a importancia do uso de exclusivamente 2 bolos por

dia.

5.4 Calculo amostral

A amostragem foi realizada pelo calculo amostral foi feito de acordo com Armitage

(1987), considerando a variagdo do peso corporal do estudo piloto das voluntarias que
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apresentou desvio padrao de 604g e assumindo uma diferenca no peso a ser detectada entre as
fases, de 500g. Assim, calculado pelo site do laboratorio de Epidemiologia e Estatistica®. Os

resultados sao mostrados a seguir:

Desvio padrao 604.0000
Diferenca a ser detectada 500.0000
Nivel de significancia % 5%
Poder do teste 80%
Teste de hipotese bicaudal
Tamanho da amostra calculado para cada 23

fase (placebo e gluten)

Para outros valores do nivel de significancia e poder do teste temos:

Niv. de signif. Poder do teste Tam. amostra p/ grupo

5% 65% 16
5% 85% 26
5% 90% 31
5% 95% 38
Referencia: ARMITAGE, P. ; BERRY, G. The planning os statistical investigations. In: Statistical

methods in medical research. 2.ed. Oxford, Blackwell, 1987. p.179-85.
Comités de ética e registro no IBR Institutional Review Board

O estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica e Pesquisa da UFMG
(CAAE:49480215.0.000.5149) (ANEXO A). As voluntdrias assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, ANEXO B) e foram orientadas sobre os
procedimentos éticos e legais.

Este estudo também foi devidamente aprovado pelo IRB (Institutional Review Board)

pelo protoloco: 2016P002748 em dezembro de 2016, considerando que parte das analises de

2 http://www.lee.dante.br/index.html.
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soro e genotipagem que foram realizadas no laboratorio do Prof. Alessio Fasano (MBIRC —
Mucosal Biology and Immunology Research Center) do Massachusetts General Hospital
(Boston, MA, EUA).

5.5 Delineamento experimental

O estudo foi dividido da seguinte forma (Figura 3): as voluntarias selecionadas apos a
assinatura do TCLE e participacao na reunido geral, permaneceram na dieta de rotina habitual
com gluten, fase denominada pré estudo e aguardaram a data para a primeira realiza¢ao de
coleta de dados, fase denominada Tempo 0 (TO).

Todas as voluntarias inciaram no TO a exclusdo do gliten da dieta habitual pelas
proximas 8 semanas (até T8). No TO, dividiu-se a amostra geral em dois grupos, aquelas que
iniciaram a interven¢ao dietética com o uso do “Bolo Placebo” isento de gliten e as demais
iniciando com a ingestdo do “Bolo Gluten”, contendo 12g/bolo de gluten vital. O estudo foi
realizado de forma simples mascarado, no qual as voluntarias nao sabiam qual o tipo de bolo
estava recebendo.

Ao final da 4* semana (T4), realizou-se a segunda coleta de dados, que marcou a troca
das intervencdes (final da fase 1 e inicio da fase 2): as voluntarias que utilizaram o Bolo Glaten
na fase 1 passaram a utilizar o Bolo Placebo na fase 2 (4 ultimas semanas) e vice-versa. No
final da oitava semana (T8), foram realizados os mesmos exames feitos em TO e T4 para a
analise comparativa de cada voluntdria com ela mesma nas duas intervengoes.

ApoOs as 8 semanas de intervengdo, definiu-se o momento pos estudo, periodo
correspondente ao retorno da rotina habitual sem quaisquer restrigdes dieteticas (semana de T8
a T13) a fim de se avaliar as possiveis alteragdes decorrentes do retorno as rotinas habituais de
alimenta¢do. O momento T13 foi definido para que 4 semanas completas fossem verificadas
isentando a influéncia da semana T8 com a finalizacdo das intervengdes. Neste periodo, as
voluntérias foram orientadas a consumirem gliten normalmente conforme a dieta que tinham
anteriormente ao inicio do estudo. Neste periodo, as voluntarias foram orientadas a
consumirem gliten normalmente conforme a dieta que tinham anteriormente ao inicio do

estudo.
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Figura 3 - Desenho experimental
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5.6 Producao dietética dos alimentos veiculo de gliten ou placebo

A producdo dos bolos foi feita no laboratorio de técnica dietética da Universidade
Federal de Minas Gerais, departamento de Nutricdo, com a autorizacdo da professora Rita
Ribeiro, responsavel pela coordenagdo do laboratorio e da disciplina. Foram realizados
semanalmente, ao longo do periodo experimental, A producdo dos bolos veiculos do gluten (ou
placebo) foi realizada semanalmente, ao longo do periodo experimental,

Foram realizados inumeros testes para padronizacdo e oferta final de um alimento
palatavel que tivesse aceitagdo garantida pelas participantes. Diversos membros do grupo de
pesquisa e pessoas externas ao estudo foram convidados a degustar e avaliar os bolos quanto
aos quesitos sensorais e palataveis, bem como identificar possiveis diferengas entre eles. O
bolo com gluten ndo apresentou diferenca palatavel que o fizessse se distinguir do bolo placebo.
Os bolos também eram indiferenciaveis quanto a aparéncia ou tamanho, que pudesse propiciar
a identificagdo a identificagao.

A producio dos bolos foi realizada conforme a receita e fichas técnicas (APENDICES
A, B) sendo que, a voluntéria que consumia o bolo com gluten recebia duas unidades contendo
12g de Gluten Vital (Granotec Brasil), com o percentual de pureza de 75% segundo descrigdo

do fornecedor, totalizando a ingestdo de 24g/dia.
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Os bolos foram confeccionados semanalmente pela manhd e eram entregues
imediatamente apds a producdo em embalagens plésticas contendo duas unidades por
embalagem (quantidade a ser ingerida por dia) para atender o consumo para o periodo de uma
semana. Nao foi feito nenhum armazenamento e, portanto, as voluntarias compareciam a Escola
de Enfermagem para buscé-los. Se houvesse dificuldades quanto aos horarios agendados, as
voluntarias recebiam as embalagens contendo os bolos que foram propriamente
acondicionamentas em geladeira por, no maximo, 24h.

Ao total, cada voluntaria recebeu oito caixas por semana para consumo didrio dos dois
bolos e uma caixa extra por seguranca. Todas foram orientadas quanto ao acondicionamento
em suas residéncias, bem como informagdes a serem passadas aos seus familiares sobre o
periodo em que estariam participando do estudo a fim de evitar o consumo dos bolos por
terceiros. Apos o fim de cada etapa (T4), os bolos restantes foram recolhidos para evitar a
ingestao equivocada. A tabela nutricional com os principais nutrientes dos bolos experimentais

esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do nutricional dos bolos experimentais

INGREDIENTES Bolo Placebo Bolo Gliten
Energia (Kcal) 155,5 162,00
Carboidratos (g) 21,34 13,45
Proteinas (g) 2,74 10,89
Lipideos (g) 7,02 6,68
Sédio (mg) 50,95 50,95
Fibra alimentar (g) 1,09 0,53
Gluten Vital (g) 0,00 12,00

Notas: Ingredientes: Leite, milho, ovo, fuba, gluten vital (Granotec), agtlicar, fermento bioldgico.

5.7 Fases de coleta e dados em T0, T4, T8 e T13

Nos dias TO, T4, T8 e T13 foi solicitado as voluntarias que permanecessem em jejum
entre 8 e 12 horas, necessario para as analises sanguineas e para a realizacdo do exame de

bioimpedancia.



43

Primeiramente, o peso corporal e altura foram aferidos em balanga Tanita BF-680W e
estadiometro de parede (Compacto 2,1cm Mod 210 Wiso), respectivamente. As voluntarias
foram posicionadas devidamente de forma que a postura do corpo fosse feita pelos pés juntos e
com a coluna ereta, sendo a medida realizada rente a parte superior da cabeca apos o
posicionamento da haste do aparelho.

No segundo momento, porterior a essas aferi¢cdes, as voluntarias permaneceram por 20
minutos em repouso com pernas descruzadas, sem uso de aparelhos de celular ou quaisquer
movimentos que pudessem interferir na sua atividade. Durante o periodo do repouso, a
nutricionista responsavel, juntamente com as académicas de nutri¢do devidamente treinadas,
orientava as voluntdrias quanto as principais mudangas alimentares condizentes a exclusdo de
gluten da dieta habitual e consumo obrigatdrio de duas unidades por dia dos bolos experimentais
ao longo das semanas do estudo. Foram entregues (apds a realizacdo dos exames) materiais
com listas de produtos sem gluten que poderiam ser adiquiridos para substitui¢do correta dos
alimentos e os alimentos que deveriam ser excluidos, além de orientagdes sobre a inser¢ao dos
bolos do estudo no dia a dia.

Nos dias TO, T4 e T8 foi entregue um caderno especifico para o periodo, contemplando
espagos para o diario alimentar, no formato em apéndice (APENDICE D). Esse caderno
entregue em cada uma das coletas servia para anotacoes de consumo alimentar didrio, sete dias
por semana durante todas as semanas experimentais. Foram considerados apenas trés destes
registros por semana embora os sete tenham sido coletados por motivos de seguranga em nao
haver falta de dados ou dias atipicos na alimentagdo. Um caderno para periodo T8 a T13
também foi entregue para anotacdes de trés registros alimentares por semana. As voluntarias
foram orientadas a escrever precisamente as medidas caseiras ou gramaturas, nome de
alimentos, marcas de produtos que utilizaram, especialmente dos produtos isentos gluten. Os
cadernos com registros das dietas foram recolhidos a cada coleta, sendo para TO até T4 um
unico caderno e novamente nos tempos T4 a T8 e T8 a TI13 referentes a cada fase de

intervencao.

5.8 Fases de intervencao dietética

No periodo pré-estudo, antes do inicio da coleta de dados e intervengdes, as mulheres

selecionadas nao tiveram nenhuma mudancga na dieta habitual e nem restrigdo do consumo de
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glaten, apenas anotaram seu consumo rotineiro de alimentos em um registro alimentar, que
serviu como base para a analise da ingestao habitual.

No TO — coleta inicial, o grupo foi dividido entre dois grupos pareados para idade e
IMC, denominados Gluten e Placebo, onde metade das voluntarias receberam primeiramente
os bolos veiculos de gluten (grupo Gluten) e as demais os bolos isentos de gluten (grupo
Placebo). Nesse dia de coleta, as voluntarias foram orientadas a iniciar uma dieta isenta de
alimetos fontes de gluten até o final das oito semanas experimentais. Apds a coleta da oitava
semana (T8) elas foram orientadas a retornarem a rotina de dieta habitual.

A adogdo de dieta sem gluten foi definida a fim de proporcionar a oferta controlada da
quantidade de gluten (24g/dia) isolando desta forma as possiveis variagdes do consumo de
glaten das dietas. O uso de isolado de gliten (glaten vital) e nao de alimentos fontes de gluten,
por sua vez, teve o objetivo de introduzir apenas o nutriente teste (o gliten) sem a associacao
de outras variaveis alimentares, como os oligo, mono ¢ dissacarideos fermentéaveis e poliois
(FODMAPs) que poderiam interferir nos resultados.

Obedecendo o delineamento cruzado de nosso estudo, apds as quatro semanas iniciais
foi feita nova coleta (T4) e houve a troca dos grupos, quando aquelas que iniciaram consumindo
de bolos de gluten passaram a consumir bolo placebo e vice-versa por mais outras quatro
semanas (T4 até T8).

Ap0s a coleta dos dados em T8, as voluntarias foram orientadas a retomarem a suas
rotinas dietéticas inserindo o consumo de produtos habituais com gliten por mais cinco
semanas, apenas anotando a ingestao alimentar. Apos as cinco semanas de pos estudo (T13), o

mesmo protocolo de preparo para uma nova coleta de dados foi realizado.

5.9 Biompedancia e Calorimetria Indireta

Ao final do repouso de 20 minutos mencionado acima, as voluntarias foram
encaminhadas para a aferi¢do de dados de massa magra, massa gorda, percentual de gordura e
agua com o auxilio de bioimpedancia elétrica (BIA) utilizando-se o aparelho tetrapolar BIA
450Byodinamics. Para a realizacdo desse exame, as voluntarias permaneceram em decubito
dorsal, posicionadas em uma maca, com os bracos relaxados e paralelos ao corpo e com as
pernas entreabertas. Os eletrodos de corrente foram fixados abaixo da articulagdo metacarpo-

falangeana, no terceiro dedo da mao direita e logo abaixo do arco transverso, na por¢ao anterior
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do pé direito. Os eletrodos de detecgao foram colocados na por¢ao posterior do punho direito e
na por¢do ventral da articulagdo do tornozelo direito, entre os maléolos. Os valores de
resisténcia e reactancia foram utilizados para o calculo do percentual de gordura e a massa livre
de gordura.

Em seguida, as voluntarias foram mantidas na mesma maca, posicionadas ainda em
decubito dorsal, para a realiza¢do da calorimetria indireta (aparelho MetaCheck portatil- TBW
importadora) para avaliagdo da Taxa Metabolica Basal (TMB). Com este aparelho, a aferigdo
foi realizada com auxilio da pesquisadora e nutricionista responsavel, que posicionou a mascara
no rosto da voluntaria sem que a mesma auxiliasse, para evitar quaisquer esfor¢os que pudessem
interferir na mensuragdo da taxa. Os volumes de Oz e CO2 (VO2 e o VCO», respectivamente)

foram medidos por 10 minutos.

5.10 Analises sanguineas — dosagem de citocinas no soro

Amostras de 8 ml de sangue foram coletadas com tubos a vacuo (BD Vacoutainer) em
jejum de 12h. Apos a coleta, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos na velocidade de
3.000rpm para extragdo do soro. O soro foi aliquotado em microtubos de 1,5 microlitros e
armazenados em freezer -80°C para analises posteriores de citocinas TNF, IL 18, e IL6.

A dosagem de citocinas foi realizada com kits para ELISA da R&D Systems (TNF-o,
DY210; IL 1B, DY201 e IL6, DY206). Para preparo da placa foram utilizados 100ul do
anticorpo de captura (dilui¢ao 1:120 em PBS) e realizada a incubagdo overnight a temperatura
ambiente. No dia seguinte foram efetuadas trés lavagens de 400ul a 0,05% Tween-20 em PBS
e em seguida 1h do bloqueio de placa com 300ul de solugdo diluente.

Ap0s as lavagens, foram adicionados 100ul das amostras ou do padrdo e incubados por
2h a temperatura ambiente. Foram efetuadas trés lavagens e adicionado 100ul anticorpo de
deteccao (diluigao 1:60 em PBS) para ser incubado por 2h a temperatura ambiente. Foram
feitas novamente trés lavagens e adicionado a 100ul da solu¢do diluente com estreptavidina-
HRP (diluicao 1:40) e incubados a 20 minutos a temperatura ambiente protegido da luz. Apds
a adi¢do de 100pul do substrato e incubagdo por 20min a temperatura ambiente, foi adicionada
50ul da solucao de parada (acido sulfurico 2N). A absorbancia foi medida por espectofometria
com comprimento de onda de (450nm) e os resultados foram expressos em pg/ml depois de

ajustados pela curva padrao.
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5.11 Avaliac¢ao do consumo alimentar

Apo6s a devolugao dos cadernos preenchidos, os dados foram tabulados referentes a cada
periodo de intervengao, totalizando 28 registros por etapa por cada voluntaria. A partir destes
registros, foram considerados trés registros por semana para estabelecimento de uma média de
consumo referente a cada voluntaria. Os dados de alimentos e diarios alimentares coletados
foram traduzidos em numeros para a avaliacdo do padrao alimentar semanal nas semanas
experimentais e no periodo pds-estudo.

Os dados dietéticos de cada registro alimentar correspondentes a macro € micro
nutrientes foram calculados com auxilio do Software Avanutri 4.0, que reune as informagodes
nutricionais com as seguintes tabelas e fontes: IBGE, informacdes do fabricante para marcas e
produtos cadastrados, Nestlé®, tabela Philippi S.T., TACO e espago para cadastros de novos
alimentos com as informacdes especificas do fabricante do produto. Os produtos consumidos
que ndo se encontravam nesses bancos foram posteriormente cadastrados no programa de
calculos Avanutri de acordo com as informacdes nutricionais contidas no rétulo. Os dados
analisados a partir dos registros alimentares foram: valor caldrico total (VCT), carboidratos,
proteina e lipideos, e calorias em razdo de gramas por quilo de peso corporal bem como seu

percentual em relacdo ao VCT da dieta e as fibras relativas a 1000kcal por dia.

5.12 Indice inflamatério da dieta

Neste trabalho também foram contabilizados os valores de cada registro alimentar e as
médias semanais da ingestdo alimentar de componentes nutricionais que compoem o indice
inflamatoério da dieta (DII). Segundo o modelo proposto por (Shivappa; Steck; Hurley, Hussey
Jr, 2014) 22 items sdo incluidos no calculo do DII, a saber: as vitaminas B12, B6, A, C, D,
acido folico, niacina, riboflavina, tiamina, calorias (kcal) totais, carboidratos, proteina, gorduras
totais e as fracoes de acidos graxos saturados, monoinsaturados (MUFA) e poliinsaturados
(PUFA), fibras, ferro, selénio e zinco.

O DII foi criado por Shivvapa e colaboradores em 2008 e atualizado em 2014 a partir
da andlise de 6500 artigos publicados sobre os efeitos de componentes alimentares em seis
marcadores inflamatorios (IL1p, IL-4, IL6, IL-10, TNF e proteina C reativa). Foram

identificados de forma qualitativa, o efeito de cada componente, considerando +1 para aumento
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de marcadores inflamatodrios, -1 para redu¢do dos marcadores e 0 para nenhum efeito. Dessa
forma, pela andlise da ingestdo desses componentes por cada individuo calcula-se o DII da
dieta.

Os dados coletados em nosso estudo foram enviados para o autor, Dr Nitin Shivvapa,
para a analise do DII separados por periodos com os registros alimentares: pré estudo, na fase
de ingestdao do bolo com gluten, na fase de ingestdo de bolo placebo e no periodo pos estudo.
A planilha foi enviada de forma codificada, senso descodificada apenas apos o retorno dos

calculos pela nutricionista responsavel.

5.13 Genotipagem de haptoglobina

Para a genotipagem de haptoglobina (Hp) e caracterizagcdo dos genotipos Hpl-1, Hp2-1
e Hp2-2 foram inicialmente colhidas amostras de saliva através do esfregaco de swabs da
mucosa bucal das voluntérias para posteriormente realizar a extragdo de DNA e genotipagem.
As voluntérias foram orientadas a fazer trés enxagues bucais com agua, durante 30 segundos,
para a higienizagdo. A coleta, realizada por biomédica associada ao grupo, foi feita por 15
movimentos circulares com a escova do swab, em cada lado da gengiva lateral. As escovas com
a salivas foram colocadas imediatamente em tubo de polipropileno, emergidas em etanol para
preservacao, e armazenadas a 40C até a realizacao dos experimentos.

As etapas de extracdo do DNA e genotipagem foram realizadas no laboratério do prof.
Alessio Fasano (MBIRC/MGH) na Universidade de Harvard (Boston, EUA). Para o transporte,
as amostras foram divididas em dois tubos, sendo um dos tubos apenas com contetido de etanol,
e o segundo, apenas com a escova usada na coleta. Ambos os tubos foram devidamente
armazenados e lacrados para evitar vazamento ou evaporagado do etanol. Das amostras enviadas,
31 permaneceram intactas e viaveis para analise ap0s o transporte aéreo.

A extracao do DNA foi realizada em colunas de purificacdo que contém fragmentos de
silica. O procedimento foi realizado com kits comerciais de acordo com as instrugdes do
fabricante (Invitrogen, #K 1820, USA). Brevemente, 400ul de PBS foram adicionados ao swab,
seguido por 20ul de proteinase K e 400ul da solucdo de lise. As amostras foram incubadas a
55°C por 10 minutos. Foram, entdo, adicionados 200ul de etanol (96-100%). O lisato foi
adicionado a coluna e centrifugado a 10,000rpm por 1 minuto, a temperatura ambiente. O DNA

foi submetido a duas lavagens com 500ul de solucdo de lavagem 1 e 500ul de solucdo de
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lavagem 2. Foi realizada uma centrifugagdo entre as lavagens e outra centrifuigacio final por3
minutos. Finalmente, o DNA foi eluido em 50ul de 4gua, incubado por 1 minuto a temperatura
ambiente e centrifugado para coleta em novo tubo.

A genotipagem da haptoglobina foi relizada por PCR utilizando primers especificos
(HPgenoF: TTT CTG GCT GCT AAG TGG e HPgenoR: AAT GTC TTT CGC TGT TGC).
Os primers foram desenhados para amplificacdo dos exons 2 ¢ 5 da Hpl, correspondente aos
exons 2 e 7 da Hp2 (Koch et al., 2002). O PCR foi realizado em termociclador de alta precisao
(Arktik Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific).

Os produtos da amplificagdo foram entdo analisados em gel de agarose 1% preparado
com solu¢do tampao TBE (tampao tris-borato-EDTA) e bromato de etidio. A corrida do gel foi
realizada a 100V por aproximadamente 45 minutos. A leitura do gel foi feita em lampada ultra-
violeta (GeneFlash, Syngene, EUA).

A diferenga do tamanho da banda permitiu a diferencia¢do dos gendtipos, sendo Hpl

2,5kb and Hp 5,3kb (Figura 4).
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Figura 4 - Interpretacdo dos resultados da genotipagem da haptoglobina (HP1-1, HP2-1 e
HP2-2)

HPF2-1 HP2-2 HP1-1

5.14 Analise estatistica

Primeiramente os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk. As variaveis que assumiram distribuicdo normal foram analisadas pelo teste ¢ student e
as variaveis que nao assumiram tal distribuicdo foram analisadas por meio do teste ndo
paramétrico de Wilcoxon. Para os casos em que o mesmo individuo foi comparado em
diferentes momentos foram usados testes pareados e para os casos em que as amostras eram
indepedentes foram usados testes ndo pareados.

O nivel de singificancia adotado foi de 5%. No comparativo entre os quatro periodos do
estudo foram realizadas comparagdes através da ANOVA.

Para as anélises de correlagdo foram usadas as correlagdes de Pearson e Spearman. E a
escolha entre esses dois tipos de correlagdo foi pautada na distribuicdo das varidveis que
estavam sendo analisadas. Uma vez que se apresentavam com distribui¢do normal foi usada a
correlagdo de Pearson, enquanto, se uma das duas varidveis ou ambas ndo apresentassem

distribuicao normal, a correlagdo utilizada foi Speaman.



6 RESULTADOS

6.1 Dados gerais das voluntarias ao iniciar o estudo
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Um total de 42 voluntarias participaram do estudo. Todas relataram a ingestio dos dois

bolos teste fornecidos para uso diariamente em ambas as fases do estudo. Nenhuma mudanga

de habito de vida ou efeitos adversos relevantes foram relatados pelas voluntarias. Na Tabela

2 estdo representadas as caracteristicas principais das participantes ao iniciar o estudo (Tempo

0). Metade delas iniciaram no grupo placebo e as demais iniciaram no grupo Glaten. Todos os

parametros avaliados neste estudo foram similares entre os grupos de intervengao inicial.

Tabela 2 - Dados gerais da amostra. Dados relativos ao periodo inicial (TO) nos grupos

intervengoes placebo e gluten. Teste t- student realizado entre os periodos de intervengao entre

si que comtemplam a intervengao

Grupo Total Inicio Placebo  Inicio Gluten  Teste t
(N=42) (N=21) (N=21)
MEDIA  SD MEDIA SD MEDIA  SD p=
Idade (anos) 31,6 7,7 31,7 8,76 31,6 6,73 0,953
peso (kg) 77,1 10,8 753 9,79 79 11,6 0,270
altura (m) 1,64 0,06 1,63 0,07 1,65 0,06 0,303
IMC (kg/m2) 28,6 3,0 28,3 2091 28,9 3,2 0,539
IL6 (pg/mL) 9,0 6,4 8,17 6,21 9,79 6,59 0,448
TNF (pg/mL) 22,1 20,0 21,4 20,8 22,9 19,6 0,819
IL1S (pg/mL) 30,9 34,7 27,5 28,5 34,1 40,2 0,564
Massa Gorda (%) 356 4,0 353 3,98 359 4,06 0,634
TMB (kcal/kg peso) 14,7 3,7 144 3,73 15,1 3,63 0,508
TMB (kcal/kg massa magra) 22,8 54 22,1 5,55 234 535 0,453
C. Cintura (cm) 823 1.5 81,4 6,83 83,1 8,14 0,460
C. Abdominal (cm) 91,5 7.9 89,7 6,69 933 8,69 0,146
C. Quadril (cm) 110,0 6,8 109,0 5,5 111,6 7,7 0,298

6.2 Analise da evolucio do indice de massa corporal ao longo do experimento

Inicialmente avaliamos a evolugdo das voluntarias, durante as 8 semanas experimentais,

independentemente do tipo de intervencao a que estavam submetidas. Na Figura 5 é possivel
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observar uma reducdo pequena, mas significativa no IMC inicial (TO) em relacdo a quarta
semana experimental (T4). Porém, essa diferenga ndo foi mantida nas proximas 4 semanas,
nem mesmo no periodo pos-estudo, sugerindo entdo, ser essa pequena reducao, um efeito

dependente do tempo experimental e ndo do tipo de intervencao dietética (placebo ou gluten).

Figura 5 - Evolucao de IMC

Evolugdo do IMC corporal ao longo das semanas experimentais
30,0

29,5

29,0 29,0(3,6)

28,9 (3,1) I
28,5 28,6 (3,0 — 287 (3.1)

28,3 (2,8)
28,0 27,9 (2,9)* 27,9(3,0) m=== 2 27 8 (2,6)
27,5

IMC (kg/m?)

27,0
26,5

26,0
TO T4 T8 T13

e GLUTEN PLACEBO

Notas: Voluntarias submetidas a dieta sem gliten e recebendo bolos placebo ou contendo de gluten ao longo das
8 semanas do experimento.Valores correspondem a média e (desvio padrdo) de cada coleta. TO= Inicio do estudo;
T4= 4a semana experimental, T8= 8a semana experimental e T13= 5 semanas apds o término do estudo.

Assim, nosso proximo passo foi analisar o efeito da intervengdo sobre os parametros

antropométricos.

6.3 Efeito da ingestiao de gliten ou placebo nos dados antropométricos e de composicao

corporal

A investigagdo principal foi a avaliacdo das possiveis mudangas no peso € composicao
corporal que poderiam ocorrer com a ingestdo de gluten vital. Para obter essas respostas, os
dados entre inicio e fim de cada intervencdo nutricional foram comparados, considerando o
mesmo individuo em ambas as intervengdes. Na Tabela 3 pode ser observada a média e desvio

padrao dos dados das voluntarias em cada intervenc¢ao e no periodo pds estudo.
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Tabela 3 - Dados de antropometria, composi¢do corporal e calorimetria. Referente as

voluntarias ao inicio e final do periodo ingerindo bolos placebo ou gluten por 4 semanas.

Placebo inicial Placebo final Gluten Inicial Gluten final Pos-estudo
média SD média SD média SD média SD média SD
Peso (kg)l | 76,90 10,89 76,53* 11,03 77,00 10,94 76,49%%* 11,04 76,99 11,99

IMC (kg/m?) | 28,46 3,10 28,31* 3,20 28,51 3,08 28,31*** 314 28,36 3,30
Massa Gorda % | 3591 3,74 36,22 3,95 36,03 3,87 36,38 3,81 35,92 3,93
Massa Gorda (kg) | 27,78 6,03 27,99 6,19 27,98 6,15 28,04 6,07 27,93 6,62
Massa Magra (kg) | 49,08 6,07 48,67* 6,20 49,15 6,05 48,42%%% 6,06 49,06 6,36
C. Cintura (cm) | 81,61 7,37 81,55 8,14 82,12 7,85 81,29%** 7,47 81,11 8,06
C. Abdominal (cm) | 90,68 8,22 89,80** 8,04 90,60 7,86 89,91 8,14 90,14 8,38
C. Quadril (cm) | 110,20 6,99 110,00 7,12 110,30 7,22 109,80 7,17 109,70 7,20
TMB (kcal/kg) | 15,33 3,17 16,11 3,02 15,14 3,60 15,95 2,50 15,79 2,84
TMB (kcal/kg MM) | 23,85 4,53 25,27 4,53 23.60 5,27 25,07 3,57 24,78 3,79

Notas: Significativamente diferente dos valores no tempo inicial - * p<0.05; ** p<0,01; ***p<0,001. Graph Pad
Prism (teste t pareado — medidas paramétricas exceto C. quadril). TMB (kcal/kg) (taxa metabolica basal em kcal
por kg de peso corporal); TMB (kcal’kg MM) (taxa metabolica basal em kcal por kg de massa magra).

Os resultados indicam redugdo no peso corporal e IMC no final de ambas as
intervengdes. Como houve uma pequena reducdo na circunferéncia da cintura na fase de
ingestdo de gliten e reducdo da circunferéncia abdominal na fase de placebo, esses dados
sugerem uma pequena reducdo da deposicdo visceral de gordura em ambas as intervengoes.
Foram também aferidos e analisados os dados de circunferéncias da cintura, abdominal e do
quadril. A circunferéncia da cintura e abdominal foram tambem reduzidas no final das
intervengoes gluten e placebo respectivamente (Tabela 3). Ambas representam a deposi¢cao
visceral, com pequenas diferencas apenas nos pontos de referéncia de medida. Em relagdo aos
dados da taxa metabolica basal ndo foram detectadas diferencas comparando o inicio e o final
de cada intervencao.

Como foram vistas reducdes no peso final em cada intervengao, nosso proximo passo
foi analisar se essas redugdes foram similares em ambos os grupos. Assim, analisamos os dados
considerando as taxas de variacdo (A = valor final — inicial) de cada pardmetro em ambas as
intervengoes (gluten ou placebo). Observou-se que ndo houve mudanga de padrao de variagao
do peso, composi¢do corporal ou taxa metabodlica basal quando a voluntaria foi submetida ao
consumo de bolo de gluten ou placebo. Esses dados sugeriram que as mudangas vistas no IMC
e peso corporal (Figura 6) ndo estiveram relacionadas a ingestdo de gliten, uma vez que as

variagoes sdo semelhantes as vistas no periodo de ingestdo de bolo placebo.
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Figura 6 - Variagdo de dados entre placebo e gliten

A PESO CORPORAL [Kg)
A TAXA METABOUICA BASALS (KE)

PLACESD GLUTEN PLACEED GLUTEN

A MASSA MAGRA [KE)
A MASSH GORDA [Kg)

PLACESD GLITEN FLACEBO SLUTEN

Notas: Os boxplots sdo representativos de dados de variagdo A= dado final- inicial de cada pardmetro avaliado
Dados de antropometria, composi¢ao corporal e calorimetria. Variagdes médias de peso corporal, massa magra,
massa gorda e taxa metabolica basal nos peridos de intervengdo gluten ou placebo.

Considerando ndo apenas a variagdo do peso corporal, mas também o nimero de
voluntarias que perderam peso em cada intervengao, ¢ possivel observar que na fase Gluaten, 15
voluntérias (36,5%) perderam peso, enquanto na fase Placebo, 11 voluntarias (26,8%) perderam
peso (Figura 7). Esses valores ndo sdo significativamente diferentes (p=0,47 — teste exato de

Fisher), corroborando com os dados de varia¢do de peso corporal.

Figura 7 - Graficos em barra com evolugao individual do peso corporal em cada intervengao

INTERVENCAO PLACEBO INTERVENCAO GLUTEN

-3 -3

Notas: Representacdo das variagdes de peso corporal nos periodos de intervengdo com gliten ou placebo. Cada
barra a variag@o de peso corporal de uma voluntaria.
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6.4 Analises dietéticas

A partir dos registros alimentares coletados semanalmente, foram obtidas as médias de
consumo de macronutrientes durante a fase pré-estudo, durante a intervencao gliten ou placebo
e na fase pos estudo. As ingestdes médias de calorias totais, carboidratos e lipideos foram
semelhantes entre os grupos, tanto considerando a ingestdo por kg de peso corporal quanto
como percentual da ingestdo calorica didria (Tabela 4 e Figura 8). Em relacdo a ingestdo
proteica, foi verificado um aumento em termos de g/kg de peso e percentual das calorias
ingeridas durante o periodo de ingestao de gliten, comparado ao periodo placebo. Cabe lembrar
que nos calculos dos registros alimentares foram incluidos os valores nutricionais referentes
aos bolos experimentais. Assim, ¢ possivel que a ingestdo do bolo de gliten tenha sido a causa
da maior ingestao proteica no periodo gluten. Outra diferenca que pode ser observada ¢ o maior
percentual de gordura ingerido na fase placebo, somente visto quando os periodos pré e pos
estudo foram comparados juntamente com os periodos experimentais. Tal diferenca pode ter
ocorrido por coincidéncia de mudangas e adaptagdes alimentares decorrentes da fase pos estudo

na qual a dieta livre foi orientada.

Tabela 4 - Média da ingestao de macronutrientes. Referente ao periodo pré-estudo, nas fases de

intervengao (placebo ou gluten) e no periodo pds estudo.

Pré Estudo Fase Placebo Fase Gluten Pés-estudo
média SD média SD média SD média SD
Ingestao calorica diaria (kcal/kg) | 21,41 5,92 20,75 4,34 21,05 4,98 21,15 5,08
Carboidratos (g/kg) | 2,52 1,06 2,47 0,73 2,46 0,64 2,68 0,76
Proteina (g/kg peso) | 1,00 0,27 0,95 0,20 1,08 0,25% 0,94 0,21
*
Lipideos (g/kg peso) | 0,82 0,30 0,92 0,21 0,91 0,25 0,79 0,24
Fibra (g/1000kcal) | 7,6 2,67 6,79 2,40 6,38 1,83 6,67 1,07
Distribui¢do de Nutrientes
Carboidratos (% kcal totais) | 46,32 10,05 44,61 6,82 44,07 6,43 47,89 7,07
Proteinas (% kcal totais) | 19,13 3,84 17,72 3,26 19,92 3,47* 17,78 6,9
*
Lipideos (% kcal totais) | 34,86 8,24 36,28 6,12 34,68 6,39 31,04* 7,69

Notas: Graph Pad Prism (teste Anova one way para comparativos de dados. Teste —t student pareado para analise
de periodos de de glaten e placebo, considerando dados ndo paramétricos com pos teste de Wilcoxon).
Significativamente diferente em % e g/kg de peso os valores de proteina - * p<0.05; ** p<0,01; Pré estudo n=40
Placebo n=39 Gluten n=38 pods estudo=29.
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Figura 8 - Distribui¢do de macronutrientes. Distribuicao de calorias, fibras e macronutrientes

durante o periodo pré-estudo, fases placebo e gliten e periodo pés estudo.
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Notas: #Significativamente diferente do percentual pds-estudo * p<0.05 em comparag@o a fase placebo. Pré-estudo
n=40; Placebo n=39; Gluten n=38 e pos estudo=29.

6.5 Indice Inflamatorio da Dieta (DII)

Nosso proximo passo foi analisar indice inflamatorio das dietas nos diferentes periodos
experimentais. Foram analisados um registro alimentar do periodo anterior ao estudo, as médias
de trés registros das quatro semanas em cada fase e da mesma forma no periodo pds-estudo.
Embora o gliten ndo seja um dos itens categorizados no algoritmo do DII, os demais
componentes dos bolos foram contabilizados na alimentagdo enviada para o calculo.

Os resultados mostram que o DII médio nas fases gliten e placebo nao foram diferentes
entre si, 0 que seria esperado, uma vez que os habitos alimentares foram mantidos inalterados
entre as fases (Figura 9). Porém, embora ndo tenha havido diferencas entre as fases, o DIl em

ambas as fases foi significativamente maior que no periodo poés-estudo. Em relagdo ao periodo
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pré-estudo houve uma tendéncia a ser menor, mas essa diferenc¢a ndo foi significativa (p=0,056

comparado a fase placebo e p=0,072 comparado a fase gliten).

Figura 9 - indice Inflamatério da Dieta (DII) no periodo pré estudo, nas fases placebo e gluten
e no periodo pds-estudo de voluntarias no periodo pré-estudo, nas fases de intervengao

(placebo ou gluten) e no periodo pos estudo. * p<0.05 e ** p<0,01.

DIl (dens)

Pré Placebo G laten Pos

6.6 Avaliacdo de citocinas pro-inflamatorias

Uma vez que a ingestao do gluten tem sido associada ao aumento da inflamagdo, nosso
proximo passo foi analisar a variagdo dos niveis sanguineos das citocinas inflamatorias IL6,
TNF e IL1P considerando o inicio e final de cada intervencao (Figura 10). Os resultados ndo
mostraram diferencas em nenhuma dessas citicinas quando as fases placebo e gluten foram

comparados.
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Figura 10 - Variagdo das concentragdes sanguineas das citocinas. IL6, IL1p ¢ TNF em

voluntarias durante as fases de placebo e gluten.
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Notas: Os dados sao mostrados como mediana minimo e maximo (linhas verticais).

6.7 Avaliacio da expressiao de zonulina

A zonulina é uma proteina que tem sua secre¢do induzida por fragmentos peptideos do
gluten, capaz de aumentar a permeabilidade intestinal e o perfil inflamatorio do individuo. A
presenca do alelo hp2 sugere maior presenca da zonulina, também identificada como pré
haptoglobina 2 (Hp-2). Assim, aquelas carreadoras dos gendtipos Hp2-1 ou Hp2-2 secretam
zonulina em maior quantidade quando comparadas aos individuos com gendtipo Hp1-1. Neste
estudo, 34 voluntarias foram genotipadas, sendo que sete (20,6%) apresentaram o gendtipo
Hp1-1; outras sete voluntarias (20,6%) apresentaram o gendtipo Hp2-2 e as 20 demais (58,8%)
o gendtipo Hp2-1.

Inicialmente comparamos as diversas variaveis medidas no final de cada intervencdo
entre aquelas com genotipo Hpl-1 e Hp2-2 (Tabela 5). Nossos resultados mostram que nao
houve mudangas nos parametros antropométricos. Porém, a taxa metabolica basal (por kg de
massa magra) foi menor nas voluntarias Hp2-2 (grandes produtoras de zonulina) apenas no
periodo de ingestdo de gluten. O mesmo ocorreu com os niveis de ILIB que foram
estatisticamente mais altos naquelas Hp2-2, apenas no periodo de ingestdao de gluten.

Devido a grande variagao interindividual das citocinas, comparamos também a variagao
desses marcadores inflamatérios ao longo de cada fase (valores finais menos valores iniciais).
As variagdes de IL1p e também de IL6 foram maiores nas voluntarias grandes produtoras de

zonulina, apenas no periodo de ingestao de gluten.
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Tabela 5 - Média do IMC, TMB e citocinas conforme gendtipo. Médias ao final de cada

intervengdo e variagdo das concentragdes das citocinas ao longo das intervengdes

considerando aquelas portadoras do genotipo HP1-1 e HP2-2

IMC (kg/m?)

TMB (kg/MM)

1L6 (pg/mL)

TNF (pg/mL)

ILIB (pg/mL)

Variagdo IL6 (pg/mL) *
Varia¢do TNF (pg/mL)
Variagdo IL1f (pg/mL)

FINAL FASE PLACEBO FINAL FASE GLUTEN
HP1-1 HP2-2 HP1-1 HP2-2
27,58 +3,14 27,54 12,11 27,41 43,18 27,81 +2,21
27,27 16,58 24,42 +2,79 2848 +2,78 23,75% 13,50
10,44 46,13 7,72 £3,03 799  +5.49 8,61 +2,90
14,93  +4,10 21,81  +7,66 18,30  +7,16 18,49 +5,39
28,86 138,67 65,80  +42,90 22,17 126,57 70,93*%*%  +51,61
1,12 0,59/5,68 0,27  -0,9/4,68 -0,41  -2,03/0,13 1,47* 0,825/6,48
-1,18  -3,19/1,35 0,57  -0,28/4,06 -1,14  -1,9/26,48 -1,86 -5,96 /0,273
0,17  -0,325/4,28 446  030/14,7 -0,73  -2,11/0,76 4,32*%* 0,78/10,9

Notas: Dados expressos em média e desvio pardrdo exceto para # dados de varia¢do de citocinas (valor final —
valor inicial) representam a mediana e percentis 25 / 75. Estatisticamente diferente das voluntarias com gendtipo
HP1-1. Estatisticamente diferente do grupo HP1.1 * p<0,05 e ** p<0,01

Em seguida, foram feitas andlise de correlagdes, considerando a presenga de nenhum,

um ou dois alelos da haptoglobina 2 (Hp2) em ambos os periodos de intervengdo (placebo e

gluten) e no periodo pds estudo (dieta livre). Os resultados mostraram uma correlagdo negativa

moderada entre a taxa metabdlica basal (kg/massa magra) e o nimero de alelos Hp2 na fase de

glaten e no periodo pos estudo (ambos com consumo de glaten), fato que ndo ocorreu no

periodo placebo, onde nao houve consumo de glaten (Tabela 6). Esses resultados sugerem que,

na presenga de gliten, quanto maior a producdo de zonulina, menor a taxa metabolica basal do

individuo. Os dados de correlacdo entre o nimero de alelos Hp2 e a concentracdo de citocinas

plasmaticas confirmaram também os dados previamente analisados, mostrando que houve uma

correlagdo positiva moderada entre o numero de alelos Hp2 e as concentragdes plasmaticas de

IL1P. A variagdo dos parametros antropométricos como peso, IMC e composi¢ao corporal ndo

apontaram associagdes significativas com o numero de alelos Hp2.



Taxa metabdlica basal fkg /massa magra

Tabela 6 - Correlagdo entre gendtipos, taxa metabodlica basal e citocinas.
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Nimero de Periodo Placebo Periodo Gldten Periodo Pds-estudo
alelo hp2 vs r cl p r cl p r cl p
IMC -0,004 -0341a0,334 0,982 0,040 -0,301a0,373 0,820 0,118 0,252 a 0,459 0,534
TMB -0,303 -0,581a0,0391 0,082 0,494 -0,713a-0,188 0,003 -0,404 -0,664 a -0,051 0,027
IL6 -0,251 0551a0,106 0,165 0,067 -0,294a0,411 0,721 -0,027 -0,389a 0,343 0,891
TNF 0,304 -0,037a0582 0,080 0,004 -0,345a 0,346 0,983 -0,270 -0,569 a 0,093 0,143
IL1B 0,289 -0,054a0,571 0,097 0,381 0,042 a 0,640 0,029 0,408 0,099 a 0,669 0,025
-~ Periodo Placebo
—————— Periodo Gluten

HP1-1

HP2-1

HP2-2

HP1-1

HP2-2
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7 DISCUSSAO

A adogao de restricao de glaten ¢ alvo de discussdes e levantamentos econdmicos
crescentes, uma vez que ¢ comprovado desde o ano de 2014, 65% dos americanos consumiam
produtos sem gliten e 27% deles alegavam ser uma estratégia para o emagrecimento (Gaesser;
Angadi, 2015). Embora haja inimeros individuos interessados na dieta sem gluten em diversas
culturas, os trabalhos controlados que investigam esse padrdao de comportamento e seu impacto
no peso € composi¢ao corporal sao escasos. Na luz do nosso conhecimento, este ¢ o primeiro
estudo clinico investigando os efeitos da ingestdo do gluten isoladamente no peso, composi¢ao
comporal, ingestao alimentar e gasto energético e sua correlacdo com a inflamacao e a presenga
de subtipos de genotipos para a haptoglobina.

Ha algumas revisdes na literatura que discorrem sobre a popularidade da exclusdo do
gluten nas dietas nos ultimos anos. Embora haja estudos sobre possiveis beneficios da exclusao
de gluten no tratamento de algumas doengas intestinais, a grande busca pela populagdo que
adota a dieta sem gluten se relaciona especificamente a perda de peso ou tentativa de se manter
mais saudavel (Harper; Bold, 2018; Norwood et al., 2019; Pearlman; Casey, 2019). Um
exemplo ¢ o estudo em individuos nao celiacos de Kim et al., (2017). Os autores verificaram
em uma amostra do estudo transversal National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES) 2009-2014, que 13523 individuos sem doenga celiaca se indentificaram como
seguidores de uma dieta sem glaten. Foi observado que a maioria dos adeptos da dieta sem
gliten eram mulheres com IMC menor do que populacao geral do estudo. Ainda foi detectado
que essa populacao teve reducao de peso autorrelatada apos um ano de avaliacao (1,33kg versus
0,01kg comparado a populacdo geral). Os autores ndo apresentaram justificativas para esse
possivel efeito da mudanga no peso corporal, mas hipotetizaram que a ado¢do de uma dieta de
“tendéncia” induz maior cuidado com escolhas alimentares e pode ter influenciado nesse fator.
Embora os resultados de Kim ef al. (2017) parecam apontar para um efeito da retirada de gluten
no peso corporal, nossos resultados suportam a hipdtese dos autores de um efeito de "dieta de
tendéncia". No presente estudo ndo observamos mudancas individuais no peso € composicao
corporal quando comparamos a fase de consumo de bolos com ou sem gluten. Porém, pequenas
diferengas antropomeétricas e de variagdo de IMC foram detectadas em nossas analises nas
primeiras semanas experimentais e, possivelmente, foram ocasionadas pela ado¢dao de uma

"nova dieta" e ndo pela isencao de gluten propriamente dita. Essa hipotese € suportada pelo fato
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de que as redugdes no IMC foram similares com ambas as intervencdes, independentemente do
tipo de bolo utilizado. Desta forma, esses achados sem uma justificativa direta de causa e efeito,
nos sugere um impacto psicologico de iniciar uma nova rotina de restricdo alimentar. De acordo
com esta tematica de comportamento e influéncia de uma adogdo de nova dieta, o estudo
desenvolvido por Norwood et al. (2019) avaliou como o fator de “aderir a uma dieta” pode
impactar em diversos fatores psicoldgicos. Nesse trabalho foi detectado que a populacao que
adotou a dieta sem gluten o fez com intengao de se sentir mais saudavel, o que poderia impactar
na perda de peso pelo fato de se seguir um padrao alimentar. Embora de grande interesse, os
aspectos psicoldgicos que regem a perda de peso com a adogao de novas dietas fogem ao escopo
do presente estudo e assim nao serdo discutidos em detalhes.

Um estudo em individuos ndo celiacos, com enfoque na avalia¢do dos efeitos da dieta
pobre (2g/dia) ou rica (18g/dia) em gluten na micriobiota intestinal sem quaisquer mudancas
no padrao alimentar (a no ser a limitagdo do gliten) observou uma perda de peso com a dieta
pobre em gluten (0,800 = 0,3kg) nas oito semanas experimentais quando comparada a nenhuma
perda no outro periodo (Hansen et al., 2018). Diferentemente do nosso estudo, neste trabalho a
dieta pobre em gluten foi mantida pela substitui¢do de alimentos nativos pelas versdes sem
gliten. Embora a redugdo de peso vista por estes pesquisadores pode ndo ser clinicamente
relevante, a justificativa em torno dos possiveis mecanismos envolvidos para a obtencao da
perda de peso foi a redugdo da termogénese induzida pelo consumo de gluten. Mas, ao contrario
do nosso estudo, a termogénese nao foi medida diretamente pelos autores. Essa hipotese foi
suportada pelo nosso estudo prévio, com camundongos isogénicos C57BL/6 alimentados com
dietas sem ou com gluten, que mostrou a reducao da termogénese apOs 0ito semanas no grupo
que ingeriu gluten (Freire et al., 2016). Assim, no presente estudo, também esperdvamos
encontrar redu¢cdo da taxa metabolica basal no periodo de ingestdo de gluten. Porém, nossos
resultados ndo confirmaram aqueles obtidos nos modelos animais ou a hipdtese de Hansen e
colegas. Acreditamos que, apesar de animais isogénico serem uma boa ferramenta para estudos
nutricionais, ndo ¢ possivel transpor de forma simplista os resultados obtidos
experimentalmente, devido a fatores como a falta de variabilidade genética em animais
isogénicos (versus a variabilidade genética no homem) e falta de correspondéncia cronolédgica
entre camundongos e homens, ja que em camundongos, o consumo de gliten por oito semanas
corresponderia a um consumo por 6,2 anos em humanos (Dutta; Sengupta, 2016). Além disso

estudos sobre efeitos de dietas ou a propria exclusdo do gliaten em humanos se tornam
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desafiadores uma vez que ndo se garante, como no nosso modelo, uma equipacdo exata do
habito alimentar antes e durante o estudo. A proposta de substituicdo da dieta por uma versao
habitual sem o gluten, nao exclui a diversidade de alimentos que possam ser integrados a nova
dieta. Ainda que os alimentos similares a ingestao habitual das voluntarias fosse fornecidos para
a substituicdo exata, ja se sabe por diversos estudos publicados o quanto os alimentos sem
gluten se diferem em gorduras, proteinas quando comparados as mesmas versdes com gliten.
(Simon, 2014; Vici et al., 2016; Wu et al., 2015).

Nossos resultados ndo mostraram alteragdes significativas na ingestao de calorias ou de
macronutrientes entre os periodos de ingestdo de bolos gluten ou placebo, ou entre o periodo
experimental e o periodo pos estudo (dieta habitual) exceto pela maior ingestdo proteinas,
atribuida ao consumo do bolo com gluten, no respectivo periodo experimental. Esse fato foi em
parte devido a estrutura do estudo, onde as voluntarias foram alertadas a nao alterar a rotina
alimentar, exceto pela exclusdo de alimentos fontes de gluten. Além disso, a diferenca pontual
com maior consumo de gorduras em relacdo a fase pos estudo também pode ser justificada pela
auséncia de uma dieta exata a ser seguida e o fato de restrigdes como esta promoverem
adaptacdes alimentares adjacentes. Estudos anteriores relativos a avaliagdo da qualidade de
dietas sem gluten sugerem que a adogdo de tais dietas causaria impactos desfavordveis na
ingestdo de nutrientes (Gaesser; Angadi, 2015; Subhan; Chan, 2016; Vici et al., 2016). As
causas de tais mudangas seriam que os produtos comerciais "gluten-free" sdo mais pobres em
fibras e ricos em gordura em comparacdo aos seus equivalentes com gliten. Em um trabalho
desenvolvido por Miranda et al. (2014), 58 individuos foram submetidos a uma dieta nas
versoes com gliten e sem glaten, apenas com substituigdes de produtos equivalentes "gluten-
free". Os registros alimentares revelaram um menor consumo de proteinas, fibras e aumento de
gorduras totais, principalmente saturada nas dietas com produtos sem glaten. Os autores
concluiram que a mudanga no padrao alimentar apenas isolando a varidvel “presenca de gluten”
nao melhora da qualidade da dieta, uma vez que os produtos analisados, continham valor
nutricional inferior aos produtos nas versoes tradicionais.

Embora a escolha alimentar seja algo cultural e particular, sabe-se que as dietas sem
gliuten independem do consumo de produtos nas versdes sem gliten e esta preferéncia ocorre
muitas vezes pela popoularizagdo deste tipo de produto (Gaesser; Angadi, 2012; Rostami et al.,
2017). De forma semelhante, ainda que o grupo estudado fosse de pacientes com doenca

celiaca, (Shepherd; Gibson, 2013) observaram que o maior consumo de produtos
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industrializados nas versdes sem gliten ou escolhas alimentares equivocadas sdo as maiores
causas das inadequagdes alimentares de micro e macronutrientes nessas dietas.

Nossos resultados, ao contrario do observado pelos demais autores ndo mostraram
diferencas quantitativas na composi¢do nutricional da dieta. Isso se deve ao fato que nossas
voluntarias utilizaram poucos produtos industrializados em versdes livre de gluten, sendo as
substitui¢des realizadas mais baseadas em produtos naturais como polvilho, mandioca, arroz e
batata no lugar dos produtos a base de trigo.

Outro parametro que se utiliza para classificar a qualidade nutricional ¢ o indice
inflamatorio da dieta. Elaborado por Shivappa et a/ (2014) este algoritmo avalia de 20 a 45
pardmetros que podem influenciar nos marcadores inflamatérios considerados para esta
ferramenta, capaz de identificar através dos dados de um padrao alimentar relacionado com
aumento de citocinas inflamatorias. A relagdo entre DII e obesidade ja foi estudada
anteriormente, como nos estudos desenvolvidos por Ramalal et al., (2017) e Cantero et al
(2017) (Cantero et al., 2018; Ramallal et al., 2017). Esses autores estabeleceram associagdes
de padrdes alimentares com o DII e mostraram que a ado¢do da dieta mediterranea com menor
indice inflamatério, foi associada a melhores desfechos clinicos tanto para o controle da
obesidade e comorbidades quanto para menores indices de IMC. Em ambos os trabalhos, a
adesdo a dieta mediterranea foi associada com menor DII, ja que essa dieta tem como base o
consumo de vegetais, frutas, castanhas, legumes, peixes, cereais e gorduras saturadas em maior
propor¢ao que as demais dietas.

Na analise das dietas no presente estudo, ndo observamos diferengas do DII entre os
periodos experimentais (gliten e placebo). Os motivos podem ser relacionados ao fato que as
dietas foram similares em ambos os periodos, apenas diferindo na ingestao do isolado de gluten.
Como essa proteina ndo faz parte dos 45 itens que compoem o DII, o resultado ja poderia ser
esperado. Porém, foi possivel observar a piora do DII (perfil mais inflamatorio) comparando as
fases experimentais com o periodo de dieta habitual (pré e pos estudo). Esses resultados
sugeriram que, embora as dietas livres de gliten sejam quantitativamente semelhantes as dietas
habituais em termos de macronutrientes, houve uma piora qualitativa advinda da retirada do
glaten.

Corroborando nossos dados, diversos trabalhos apontaram para deficiéncias nutricionais
ou piora da qualidade de nutrientes quando se adota a dieta sem gliten sem as devidas

substitui¢des por alimentos de bom valor nutricional (Bulka et al., 2017; Saturni; Ferretti;
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Bacchetti, 2010). Provavelmente em nossa amostra, a retirada de varios alimentos contendo
gliten, sem uma orientagdo nutricional, ocasionou a piora DII, provalvemente por mudancas
na ingestdo de micronutrientes, uma vez que ndo houve diferencas em relacdo ao
macronutrientes durante o periodo experimental. De forma pioneira, nosso estudo foi o inico
que promoveu a associacao da dieta sem gluten com o indice inflamatorio da dieta. Ainda que
o gluten ndo seja parte dos nutrientes considerados no algoritmo, nosso resultado aponta que as
dietas isentas de gliten nao asseguraram perfil menos inflamatério. Dessa forma, apesar dos
possiveis efeitos deletérios do gluten na permeabilidade intestinal, o conjunto de modificagdes
alimentares decorrentes da dieta sem gliten aumentou o potencial inflamatorio da alimentagao.

Em nosso trabalho, verficamos trés citocinas pro-inflamatorias: IL6, TNF e IL1p a fim
de avaliar as possiveis alteracdes que poderiam ocorrer pela ingestdo das 24g diarias de gluten
vital. A hipotese de que poderia haver diferencas entre os periodos do uso de gluten ou placebo
nessas citocinas teve como base os estudos em modelos animais, nos quais o gliten exacerbou
a inflamagdo presente na obesidade (Soares et al., 2013; Zhang et al., 2017). Além disso, o
papel de controle negativo do gliten no metabolismo poderia estar relacionado a identificacao
dos seus mais de 50 epitopos com atividades imunomodulatdrias, citotoxicas, de alteragao da
permeabilidade intestinal, entre outras (Fasano, 2011). Porém, a concentragdo dessas citocinas
no final de cada periodo de interven¢do assim como sua variagdo, comparando o final e inicio
dos periodos de ingestao de gluten ou placebo foram similares. Trabalhos analisando o efeito
do gliten nas citocinas inflamatdrias em individuos sauddveis ndo celiacos sdo escassos. Os
estudos de Lis ef al (2013, 2015) avaliaram os possiveis efeitos da restrigdo de gluten no
desempenho de atletas e no o perfil de citocinas. Nos dois estudos os atletas alegaram que a
retirada do gliten promoveu melhora do desempenho e redugdo de sintomas gastrointestinais,
comuns em exercicios de alto impacto. Os resultados ndo mostraram relagdo entre a exclusao
do gluten e alteragdes no perfil de citocinas pré-inflamatorias. No primeiro estudo houve
somente a analise da amostra com questionarios para verificagdo da aderéncia e possiveis
fatores que levaram os atletas a aderirem a dieta sem gluten e os sinais de bem-estar foram
autorelatados. Apds a comprovacdo de que ndo houve diferencas em nenhum parametro no
estudo posterior, os autores sugeriram que os efeitos benéficos sentidos pelos atletas podem ser
justificados por uma provavel atencdo maior que os mesmos deram a alimentacao quando

realizaram a restricao de gluten.
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No trabalho publicado por Fasano em 2011, a zonulina foi descrita e correlacionada com
aumento de permeabilidade intestinal, com base nos diversos experimentos apos a identificagao
dessa proteina (Fasano et al., 2000). Sabe-se que as subunidades ndo clivadas do gluten,
principalmente da gliadina, afetam diretamente a barreira intestinal ao induzir a liberacao de
zonulina. A ligagdo de gliadina ao receptor de quimiocinas CXCR3 ¢ capaz de mediar essa a¢ao
(Drago et al., 2006; Lammers ef al., 2008). Ainda ¢ sabido que o epitopo mais imunodominante
da gliadina ¢ o 33-mer, que além de uma conformacao estrutural complexa, nao sofre hidrélise
completa no limen intestinal (Gutiérrez et al., 2017). Fragmentos como este poderiam
ocasionar em aumento da inflamagao, uma vez que estimulam a produgdo de zonulina e ativam
a produc¢ao de citocinas pro-inflamatoérias. Por sua vez, a zonulina ativa cascata de reagdes que
terminam na desestabilizagdo da montagem natural da barreira intestinal e aumento da
permeabilidade intestinal. Dessa forma, acreditamos que, embora possa haver maior inflamagao
intestinal relacionada a peptideos do gliten, em nosso estudo as concentragdes sanguineas das
citocinas IL6, TNF e IL1B ndo se mostraram marcadores eficientes dessa inflamacao.

A condicdo de desestabilizagdo da barreira intestinal decorrente da presenga de
peptideos de gliten descrita acima ¢ vista ndo apenas em pacientes com doenca celiaca, mas
também foi documentado e relacionado com a obesidade por alguns estudos em humanos onde
o aumento de zonulina foi detectado e associado com o agravamento do excesso de peso
(Moreno-Navarrete et al., 2012; Zak-Golab et al., 2013). Diversos autores ja encontraram
alteragdes relacionadas ao consumo de gliten e a alteragdo da permeabilidade de barreira
intestinal devido aos efeitos diretos da ligacdo de gliadina (ou seus produtos de degradacado)
com receptor CXCR3, com inducdo de liberacdo de zonulina e piora do perfil inflamatorio
(Clemente et al., 2003; Drago et al., 2006; Lammers et al., 2008; Zhang et al., 2017).

A partir dos achados ja documentados na literatura, acredita-se que o principal mediador
dos efeitos do glaten tanto na permeabilidade intestinal quanto na inflamacgdo seja a zonulina.
Essa proteina, também chamada de pré-haptoblina 2 (HP2) ¢ codificada pelo gene da
haptoglobina (Hp) que possui dois diferentes alelos: hpl e hp2. Desta forma, a populacdo
apresenta trés possiveis diferentes genotipos (Hpl-1, Hp2-1 e Hp2-2). Com o objetivo de
entender a relagdo entre a presenca do alelo Hp2, caracterizado como alto produtor de zonulina,
genotipamos as voluntarias do nosso estudo. Assim, para nosso proximo passo, avaliamos a
presenca do alelo Hp2, uma vez que este perfil genético poderia acarretar efeitos diferentes

relacionados a ingestdo dos bolos com gluten. Era nosso propdsito medir também a zonulina
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no soro por meio de os kits comerciais para a confirmacao e possivel associagdo. No entanto,
de acordo com a literatura (Ajamian et al., 2019; Scheffler ef al., 2018), os kits para dosagem
de zonulina ndo sdo capazes de detectar a proteina. Assim, até o momento, a genotipagem ¢ a
forma mais confiavel de detectar a presenca de zonulina nos individuos (Scheffler et al., 2018).

Por isso, de acordo com a caracterizacdo de nossa amostra, podemos observar que
voluntarias homozigotas para o alelo Hp2, relacionado com a maior secrecdo de zonulina,
apresentaram comportamento diferente quando ingerindo bolos com gliten ou sem gluten.
Interessantemente, foi possivel observar que, na fase de ingestao dos bolos de gluten, apenas
aquelas com alelo hp2 reduziram seu metabolismo basal e aumentaram a producao das citocinas
inflamatoria IL1-B. Esse fato que s6 ocorreu na presenga de gluten, uma vez que no periodo de
ingestdo de bolos placebo essas alteracdes ndo foram vistas nas voluntdrias HP2-2. As
voluntarias caracterizadas como Hp1-1, ou seja, sem o alelo Hp2, a presenca ou ndo do gluten
ndo afetou significativamente o metabolismo basal ou variagdo de citocinas. Foi possivel
observar, por meio dos dados de associagdo, que quanto maior a producdo de zonulina (sugerida
pela presenca de um ou dois alelos Hp2) maior o efeito da ingestdo do gliten no aumento das
concentragdes de IL1-B e na redugdo do metabolismo basal. Essa associagdo ¢ inédita e
acreditamos esclarecer as controvérsias vistas na literatura e em nossos proprios estudos
anteriores em modelo experimental quanto aos efeitos do gliten na obesidade e inflamagao. Em
outros trabalhos desenvolvidos em nosso laboratorio, Soares et al., (2013) mostrou o efeito do
uso de gliten em animais com modelo de obesidade e piores desfechos na homeostase
glicémica, resisténcia a insulina e adipogénse ao submeter animais com obesidade induzida ao
uso de glaten ou a isen¢do do mesmos. Posteriormente, Freire ef al., (2016) mostrou o aumento
da citocina IL6 e reducao da termogénese nos camundongos submetidos a dieta com glaten
quando comparados aos que receberam dieta isenta de gliten. Ambos os trabalhos apontaram
para regulagdo distinta de gliiten no metabolismo e o mais recente, com acréscimo de vias de
regulacdo envolvidas na termogénese.

Os mecanismos para a redugdo da termogénese foram foco do estudo de Freire et al
(2016) que mostraram que camundongos submetidos a dieta com suplementacdo de gluten
apresentaram menor VO; e gasto energético em jejum dos que os animais com dieta sem gluten.
Esse fato foi associado a menor expressao das proteinas UCP1 e BMP7 envolvidas na regulagao
da termogénese. Os resultados apontam a favor de uma menor produgdo de "browning" nesses

animais. O estudo de Freire et al. (2016), sugere os possiveis mecanismos que estariam
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assiociados a menor termogénese vista também em nossas voluntarias com o alelo hp2 nos
periodos de ingestdo de gluten (periodo com bolo gluten e pds-estudo).

Um estudo em humanos de Hansen et al. (2018) comparando dieta pobre (2g/dia) ou
rica (18g/dia) em glaten, detectou perda de peso exclusiva no periodo de dieta pobre em gluten.
Embora os voluntarios ndo tenham sido genotipados para haptoglobina, os autores sugerem que
possa ter havido uma regulacdo negativa na termogénese associada a alteracdes na microbiota
intestinal. Com isso sugerem uma possivel relagdo entre esses achados e papel de microbiota
colonica na inducao de browning. Embora por vias diferentes, vale a pena ressaltar este estudo
em humanos devido a escassez destes trabalhos para que se observe que a microbiota e outras
vertentes de raciocinio podem ser usadas para comparar os individuos e os supostos efeitos de
gliten ou sua restri¢do no metabolismo humano. Nosso trabalho teve um foco o estudo do papel
da zonulina e a categorizagao de individuos com cada genotipo, embora efeitos como mudancgas
na microbiota ndo podem ser excluidos como um mecanismo associado aos efeitos do gluten
(ou de sua isenc¢do) na dieta em humanos.

Estudos apontam para um mecanismo mais complexo com animais secretores de
zonulina geneticamente modificados onde se observa-se um amplo espectro de atuacdo de
zonulina na alteracdo da montagem da barreira intestinal, sua influéncia na microbiota intestinal
e mecanismos imunoldgicos envolvidos nas doengas cronicas inflamatorias. Estes achados
servem para nortear que embora as respostas de camundongos selvagens quando comparadas
aos transgénicos para zonulina possuem menor impacto, o papel de zonulina na alteragdo da
barreira e inflamagdo tem grande importancia (Sturgeon; Lan; Fasano, 2017).

A identificagdo de pré-haptoglobina 2 como zonulina nos experimentos que
combinaram técnicas de mensuracao da permeabilidade intestinal com os anticorpos anti-Zot
deram origem a descoberta desta proteina e possibilitaram uma comprenssao mais especifica
para a associagdo em humanos, embora a detec¢do no soro ainda ndo seja precisa. Assim, a
semelhanga entre os resultados de nossos estudos animais com os vistos apenas em voluntarias
Hp2 se deve ao fato de que o impacto maior ¢ visto do individuo que apresenta o alelo Hp2.
Porém, os estudos de Freire ef al. (2016) e Soares et al. (2013) mostraram aumento de peso nos
animais que se alimentavam com gluten. O mecanismo basico seria que, com a dimuni¢ao da
termogénese e aumento da permeabilidade intestinal induzidos pela zonulina, criaria-se um
ambiente favoravel ao balango energético positivo e a inflamacgao de baixo grau, caracteristicos

da obesidade. Porém, nas voluntirias do nosso estudo, portadoras do alelo Hp2 (que
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apresentaram menor TMB), ndo observamos ganho de peso maior no periodo de ingestdo de
gluten comparado ao periodo placebo. Isto se deve ao fato de que os estudos recentes ligados
ao papel de maior liberagao de zonulina, propdem mecanismos inflamatorios vistos em outras
condi¢des de doengas, translocacdo bacteriana secundario ao aumento de permeabilidade em
doenga arterial coronariana (Li et al., 2016) embora ndo tenham associa¢do direta com a
obesidade nem mesmo um mecanismo que justifique o aumento do peso em humanos(Sturgeon,;
Fasano, 2016). Além disso, o tempo experimental no presente estudo (4 semanas) comparado
as 8 semanas nos estudos animais, nao foi suficiente para causar modificagdes significativas no
peso. Apenas um acompanhamento a longo prazo seria capaz de promover a possibilidade de
se observar se uma menor TMB levaria a um ganho de peso.

Nossa hipodtese esta resumida na figura 11.

Figura 11 - Hipdtese resumida do estudo
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8 CONCLUSAO

Observamos que a retirada do glaten na dieta por oito semanas ndo foi capaz de
promover grandes alteragdes no peso e composi¢ao corporal, termogénese ou consumo de
nutrientes. Embora algumas alteracdes de macronutrientes possam ser detectadas, as mesmas
ndo apresentaram relacdes diretas com consumo de gliten. Entretanto, considerando o
potencial inflamatério da dieta, as modificacdes alimentares advindas da retirada de glaten
causaram o aumento do indice inflamatorio da dieta em comparagao aos periodos de dieta livre
(pos-estudo).

Entretanto, o gendtipo em relagdo a haptoglobina 2 (zonulina) foi determinante em
relacdo aos efeitos do gluten, uma vez que apenas aquelas portadoras do alelo hp2 a ingestao
de gluten foi associada ao aumento de citocinas inflamatorias (principalmente 1L6) e redugdo
da termogénese, fatores importantes na patogénese da obesidade.

Assim, nosso estudo ¢ o primeiro a mostrar em ensaio clinico controlado que a isen¢ao
de gluten na populagdo geral ndo melhora a qualidade da dieta nem leva a perda de peso a curto
prazo (8 semanas). Também somos os primeiros a identificar grupos de risco (portadores do
alelo hp2) aos efeitos metabolicos do gliten em individuos nao celiacos, nos quais a presenca

de gluten na dieta poderia aumentar a susceptibilidade ao ganho de peso e inflamacao.
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APENDICE A - Receitas
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BOLO DE MILHO PLACEBO

BOLO DE MILHO GLUTEN

(Rendimento 19 unidades)
3 ovos
100 ml de 6leo
250g de fuba
300 ml de leite
160 g de actcar
1 lata de milho verde (200g)
Pitada de sal
1 colher de sopa rasa de fermento
Modo de preparo
No liquidificador, acrescente os ovos, milho,
Oleo, leite, acticar e bata tudo. Depois em
outra vasilha acrescente o fuba, bata na
batedeira ou com fué
Acrescentar por ultimo uma colher rasa de
fermento.

Levar ao forno 40 min.

(Rendimento 19 unidades)

3 ovos

100 ml de 6leo

25g de fuba

300 ml de leite

160 g de acucar

1 lata de milho verde (200g)

228g de gluten

Pitada de sal

Y colher de sopa rasa de fermento

Modo de preparo

No liquidificador, acrescente os ovos, milho,
oleo, acticar e metade do leite e bater. Depois
acrescente metade do gliten e bata. Passe
essa mistura para a batedeira e acrescente o
restante do leite, com a batedeira ligada va
acrescentando o restante do gluten.
Acrescentar por ultimo 'z colher de sopa de

fermento.
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APENDICE B - Fichas técnicas - placebo

Ingredientes Peso Peso Liquido IPC = Per capita bruto Per capita liquido Medida Caseira
Bruto (2) FC (2) (8)
(2
Ovos 193,72 144 1,16 10,19 3 Unidades
7,57
Oleo 100 100 1 5,26 2/3xicara de cha
5,26
250 60 1 13,15 5 xicara de cha
13,15
Fuba
200 200 1 10,52 1 lata
10,52
Milho
160 160 1 8,42 1 xicara de cha rasa
8,42
Acucar
Leite 300 300 1 15,78 1 %5 xicara de cha
15,78
cheia
Sal qsp - - - -
Total 1241,72 1192 63,32 -
60,7




APENDICE C - Ficha técnica — Gliten
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Ingredientes Peso Peso Liquido IPC = | Per capita bruto | Per capita liquido Medida Caseira
Bruto (@ FC (2) (8)
(2
Ovos 193,72 144 1,16 10,19 4 Unidades
7,57
Oleo 100 100 1 5,26 2/3xicara de cha
5,26
25 25 1,31 1,31 131 5 xicara de cha
Fuba ’
200 200 1 10,52 1 lata
10,52
Milho
160 160 1 8,42 1 xicara de cha rasa
8,42
Acucar
Leite 300 300 1 15,78 1 Y4 xicara de cha
15,78
cheia
Sal qsp - - - -
12
Gluten vital 228 228 1 12 -
Granotec
Total 1241,72 1192 63,32 -

60,86
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APENDICE D - Modelo de caderno entregue para cada etapa de registro alimentar

DIARIO III.I-EII'I'III#

_ETAPA

Grupa de Excudes de Mebelisme ge Glides

. DATA: ] DATA:
. — . .
CREMER |, CREMESS |
ALIRENTO QUANTIRAGE(gr/ml/ medida ALRAERT TUARTIDAGE|frmimedia

DESIEIUM
Hardio:
Tipica | | Atipico| ]

caseiral.

COLALAD

DESIEILM
Haordrio:
Tipica | | Atipico| ]

caselral.

CoLaCaD
Sardrio Hardrio
Tipica | |  Ablploo | Tipica | | Atipico |
BLMOTO ALMOCO
Hardrio Hardrio
Tipica | | Atiphoa | ] Tipica | | Atipica [ ]

LANCHE D& TARDE

(Horana:

LANCHE DA TARDE

{Horiro:
Tipica | | Atiphca | | Tipica | | Atiphea [ ]
TANTAR TANTAR
=orano
=oraro
Tipico | | Atipica | Tipica | | Abpica |
CEIA CEIA
Hordrio Hardrio
Tipica | | Atiplca | )

Tipica | | Atipica | |
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido para pesquisa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA

Prezado(a) Senhor(a):

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo titulo ¢: EFEITO DE UMA DIETA
ISENTA DE GLUTEN NOS DADOS ANTROPOMETRICOS E NO ESTADO NUTRICIONAL DE
INDIVIDUOS NAO CELIACOS. Por favor, leia este documento com bastante atencdo antes de
assind-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o (a) senhor (a) ndo consiga entender, converse com
o pesquisador responsavel pelo estudo para esclarecé-los. O objetivo do estudo € de observar os

efeitos da exclusao do gluten de trigo em dietas balanceadas em individuos nao celiacos.

Procedimento: Apos entender e concordar em participar, vocé serd submetido a uma entrevista para
avaliar se vocé encaixa nos critérios de inclusdo do estudo. No primeiro momento serd aplicado um
questionario de frequéncia alimentar bem pedido um registro de sua alimentagao durante 72 horas, com
0 objetivo de avaliar o consumo médio de alimentos e a média de ingestdo diaria de gluten. Caso vocé
seja incluida no estudo, vocé serd chamada para a nova fase, sendo convidada a comparecer ao local da
pesquisa em jejum de 12h para coleta de sangue e realizacdo dos exames de calorimetria indireta (que
ird medir o seu gasto calérico) e bioimpedancia (ird medir o percentual de gordura corporal e massa
magra). A partir dai vocé€ sera orientada a fazer uma dieta sem gliten e ingerir bolinhos de milho
confeccionados na cozinha dietética da Escola de Nutri¢do da UFMG e que poderdo conter gluten (GLU)
ou ndo por § semanas. Apods as 4 semanas iniciais, os exames feitos no inicio do estudo serdo repetidos
e proseguiremos entdo para uma nova etapa de outras 4 semanas no mesmo perfil. Depois disso, vocé
finalizara as 8 semanas ¢ fara os ultimos exames semelhantes ao inicio do experimento imediatamente
apos o ultimo dia.

Riscos ou desconfortos: A retirada de sangue sera realizada por um profissional capacitado, no entanto,

como todo procedimento de coleta sanguinea, podera ocorrer um pequeno desconforto passageiro e dor
na hora em que a agulha perfura a pele. Raramente ocorrem manchas roxas no local da picada da agulha
causada por uma pequena quantidade de sangue que extravasa da veia.

Nao ha riscos de deficiéncia relacionadas a falta de gliten na dieta. Nao ha relatos de efeitos colaterais
que conhecidos até o momento.

Beneficios esperados: Somente no final do estudo poderemos concluir a presenga de algum beneficio.

Porém, os resultados obtidos com este estudo poderao ajudar com a busca de tratamentos dietéticos que
auxiliem no tratamento da obesidade ou reducgdo da velocidade de ganho de peso.

Confidencialidade: Todas as informagdes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater

estritamente cientifico, garantido assim o sigilo, porém os resultados da pesquisa serdo utilizados em
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trabalhos cientificos publicados ou apresentados oralmente em congressos e palestras sem revelar sua
identidade.

Participacdo Voluntaria/Compensac@o: Sua participagdo neste estudo € totalmente voluntaria, ou seja,

vocé somente participa se quiser. Por isso, vocé ndo recebera remuneragao por sua participacao.
Desligamento: Vocé deve ter ciéncia de que a qualquer momento pode retirar o seu consentimento de
participacdo, sem que isso implique em perda de direitos pré-existentes ou prejuizo no relacionamento
profissional, pessoal e no tratamento de sua doenga.

Contato em Caso de Duvida: Os pesquisadores responderdo a quaisquer perguntas ou esclarecimentos

que vocé tenha ou possa ter quanto aos objetivos, procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com pesquisa. Para mais esclarecimentos, por favor, entre em contato com a Nutricionista
Rachel Bacha pelo telefone (031) 3409-2629 ou com Dra. Jacqueline Alvarez Leite pelo telefone (031)

3409-2652. Email para contato: gemeg.ufmg@gmail.com e rachelbacha.s@gmail.com . Caso tenha

davidas sobre o aspecto ético ou 0 andamento da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
pesquisa da UFMG que a aprovou no enderego: Avenida Antoénio Carlos, n°6627, Unidade
administrativa II, 2° andar, sala 2005, Campus Pampulha, Belo Horizonte/MG, telefone (31) 34094592,

email: coep@prpg.ufmg.br.

Consentimento: Confirmo que li e que fui devidamente esclarecido sobre os propositos e os
procedimentos desse estudo e voluntariamente aceito participar, até que eu decida o contrario.

Eu, , concordo em participar do

estudo.

Data / /

Assinatura do voluntario

Nut. Rachel Bacha Silva Dra Jacqueline I. Alvarez Leite
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