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miogénica no musculo estriado esquelético de ratos Wistar” redigido de acordo com as normas
da revista Nutrients (ISSN: 2072-6643 e Fator de Impacto 5.9, disponivel em:

https://ww.mdpi.com/journal/nutrients/instructions).
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Resumo

As gliadinas, presentes no gluten de trigo, sdo as proteinas que casam a toxicidade do cereal e,
portanto, podem acarretar no desenvolvimento da sensibilidade ndo celiaca ao gluten (SNCG). A
SNCG esta relacionada a quadros de estresse oxidativo (EO) que causam danos nas fibras
musculares, podendo alterar os niveis de enzimas como creatina quinase (CK), mieloperoxidase
(MPO) e N-Acetil-p-D—glucosaminidase (NAG) e a expresséo de genes que controlam a atividade
das células satélites (CS), como os fatores de regulacdo miogénica (MRFs) e a miocina
interleucina-6 (IL-6). Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar se a ingestao de diferentes niveis
de fonte de glaten de trigo promove inflamacéo, estresse oxidativo e mudancas na expressao dos
MRFs e IL-6 na musculatura esquelética de ratos. Foram utilizados 50 ratos Wistar machos, com
21 dias de idade (n=10), distribuidos nos seguintes grupos: GO: dieta isenta de fonte de gllten de
trigo; GC14: dieta controle com 14% de fonte de glaten de trigo; G42: dieta com alto teor de fonte
de gluten de trigo; G70: dieta com excesso de fonte de glaten de trigo. Ao final de 100 dias de
experimento, os animais foram eutanasiados e amostras sanguineas e dos musculos séleo (SOL) e
gastrocnémio (GCN) foram coletadas. Foram realizados cortes histologicos para anélise da
morfologia e morfometria das fibras musculares, além de técnicas para determinacdo do EO e
analise da expressdo génica. Os musculos SOL e GCN mostraram morfologia preservada,
apresentando focos de inflamacéo e mionecrose que foram mais evidentes no SOL do GO. Foi
observado aumento no diametro das fibras do masculo SOL e GCN em GO, G42 e G70 em relacdo
ao GC14, indicando um mecanismo de defesa no GO e contribuicdo do alto teor de proteinas na
racdo em G42 e G70. Os niveis séricos de CK foram menores no G42 e G70, em comparacdo ao
G14, indicando que o SOL e GCN foram menos acometidos por focos de inflamagdo em
comparacdo ao G14. Os maiores niveis de produtos de peroxidacao lipidica, observados no SOL
do G42, em comparacao aos demais grupos, indica estresse oxidativo (EO). No GCN, observou-se
reducdo na atividade dos antioxidantes catalase (CAT) em G42 e G70, e da glutationa reduzida
(GSH) no grupo G70 em relacdo ao GC14. No SOL, a atividade de NAG apresentou-se aumentada
no G70 em relacdo ao GC14, indicando uma relacéo entre a alta concentracdo de fonte de glaten
de trigo e a inflamacdo mediada pela ativagdo de macrofagos nas fibras. No GCN, a reducédo na
atividade de NAG em G42 e G70, em comparacdo ao GC14, corrobora com os achados
morfolégicos de um menor comprometimento desse musculo com focos de inflamagcdo em
comparacdo ao SOL. A atividade da MPO, em ambos os musculos, reduziu em G42 e G70 em
relacdo ao GC14, resultado diferente do esperado, uma vez que a analise de EO mostrou um

desequilibrio em agentes antioxidantes nesses musculos. Nao foram observadas diferencas entre



0S grupos na expressao do gene Pax7, marcador de CS quiescentes, em ambos os musculos. No
musculo SOL, a maior expressao génica de MyoD em G42, em relagdo ao GC14, indica uma maior
ativacdo de CS e proliferacdo de mioblastos contribuindo com o maior didmetro das fibras
musculares. A expressdo génica de MyoD e miogenina (MYOG), no musculo GCN, néao
apresentou diferencas significativas entre os grupos. Assim, 0s niveis crescentes de fonte de gluten
de trigo, bem como a dieta isenta de glaten, influenciaram na morfologia e morfometria das fibras,
na inflamacdo, estresse oxidativo e expressdao de genes relacionados com a atividade de CS nos
musculos SOL e GCN de ratos Wistar.

Palavras-chave: s6leo; gastrocnémio; gliadina; desequilibrio redox; célula satélite.



Abstract

Gliadins, present in wheat gluten, are the proteins responsible for cereal toxicity and, therefore, can
lead to the development of non-celiac gluten sensitivity (NCGS). NCGS is related to oxidative
stress (OS) that causes damage to muscle fibers, which can alter the levels of enzymes such as
creatine kinase (CK), myeloperoxidase (MPO) and N-Acetyl-p-D-glucosaminidase (NAG) and the
expression of genes that control the activity of satellite cells (SC), such as myogenic regulatory
factors (MRFs) and the myokine interleukin-6 (IL-6). Thus, the objectives of this study were to
evaluate whether the ingestion of a wheat gluten source promotes inflammation, oxidative stress
and changes in the expression of MRFs and IL-6 in the skeletal muscles of rats. Fifty male Wistar
rats, 21 days old (n=10), were used and distributed into the following groups: GO: diet free of wheat
gluten; GC14: control diet with 14% wheat gluten; G42: diet with high wheat gluten content; G70:
diet with excess wheat gluten. At the end of the 100 days of experiment, the animals were
euthanized and blood samples and samples from the soleus (SOL) and gastrocnemius (GCN)
muscles were collected. Histological sections were performed to analyze the morphology and
morphometry of the muscle fibers, in addition to techniques for determining OS and analyzing
gene expression. The SOL and GCN muscles showed preserved morphology, presenting foci of
inflammation and myonecrosis that were more evident in the SOL muscle of GO. An increase in
the diameter of the fibers of the SOL and GCN muscles was observed in GO, G42 and G70 in
relation to GC14, indicating a defense mechanism in GO and a contribution of the high protein
content in the diet in G42 and G70. Serum CK levels were lower in G42 and G70, compared to
G14, indicating that the SOL and GCN were less affected by foci of inflammation compared to
G14. The higher levels of lipid peroxidation products observed in the SOL of G42, compared to
the other groups, indicate oxidative stress (OS). In the GCN, a reduction in the activity of the
antioxidant catalase (CAT) was observed in G42 and G70, and of glutathione reductase (GSH) in
the G70 group in relation to GC14. In SOL, NAG activity was increased in G70 compared to GC14,
indicating a relationship between the high concentration of wheat gluten source and inflammation
mediated by macrophage activation in the fibers. In GCN, the reduction in NAG activity in G42
and G70, compared to GC14, corroborates the morphological findings of a lower involvement of
this muscle with foci of inflammation compared to SOL. MPO activity, in both muscles, was
reduced in G42 and G70 compared to GC14, a different result than expected, since the EO analysis
showed an imbalance in antioxidant agents in these muscles. No differences were observed
between the groups in the expression of the Pax7 gene, a marker of quiescent SC, in either muscle.

In the SOL muscle, the higher gene expression of MyoD in G42, compared to GC14, indicates a



greater activation of SC and proliferation of myoblasts contributing to the larger diameter of the
muscle fibers. The gene expression of MyoD and myogenin (MYOG) in the GCN muscle did not
show significant differences between the groups. Thus, the increasing levels of wheat gluten
source, as well as the gluten-free diet, influenced the morphology and morphometry of the fibers,
inflammation, oxidative stress and expression of genes related to the activity of SC in the SOL and
GCN muscles of Wistar rats.

Keywords: soleus; gastrocnemius; gliadin; redox imbalance; satellite cell.
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1. INTRODUCAO

O trigo é cultivado, comercializado e consumido em todo o mundo, e
consequentemente, considerado uma das principais culturas alimentares [1]. E constituido
por proteinas, lipidios e carboidratos, sendo o glaten, a proteina mais abundante [2]. O gluten
é formado por um conjunto de proteinas de armazenamento, sendo encontrado em sementes
de cereais como, trigo, centeio, cevada e aveia [3].

O gluten, encontrado no trigo, é constituido por trés tipos de prolaminas, como as
prolaminas ricas em enxofre, prolaminas pobres em enxofre e prolaminas de alto peso
molecular [3,4]. Além disso, a estrutura primaria das prolaminas é rica em residuos de
aminoacidos prolina e glutamina [3].

No gluten de trigo, as prolaminas séo divididas em duas classes, como as gliadinas,
proteinas monomeéricas soltveis em alcool e que conferem coesdo e extensibilidade, e as
gluteninas, que séo proteinas poliméricas, insoltveis e que conferem forca e elasticidade ao
gluten [4]. A gliadina apresenta epitopos (sequéncias peptidicas) que sdo resistentes a
digestdo proteolitica gastrica, pancreética e intestinal, e por isso, ndo é degradada no intestino
humano [1]. A resisténcia da digestdo pelas proteases é consequéncia do alto teor de
sequéncias peptidicas de prolina-glutamina presentes na gliadina [5]. Esses residuos ricos em
prolina constituem estruturas compactas que desencadeiam reag¢fes imunes, como, por
exemplo, na doenca celiaca (DC). Além disso, j& foram identificadas vérias sequéncias de
gliadina (o, y € ®) e de gluteninas que também sdo responsaveis pela ativagao da DC [1].

O gluten esta relacionado com o desenvolvimento de trés doencas, conhecidas como
doenga celiaca (DC), sensibilidade ndo celiaca ao glaten (SNCG) e alergia ao trigo (AT) [6].
A SNGC ainda € um termo pouco conhecido e foi uma descoberta recente, distinta da doenga
celiaca (DC) da qual se tem pouca certeza sobre o quadro clinico [7]. O termo SNCG é
utilizado para caracterizar os pacientes que ndo sdo afetados pela DC ou pela AT, mas, ainda
assim, apresentam sintomas intestinais e extra-intestinais decorrentes da ingestdo do glaten,
com melhora apoés a sua retirada da dieta [7].

Os sinais da SNCG sédo diversos e podem acometer diferentes sistemas, com
diferentes graus de gravidade. Os sintomas intestinais se manifestam como dores abdominais,
diarreia cronica e mudanga no padrdo evacuatorio, sintomas semelhantes a sindrome do
intestino irritdvel [8,9]. Os sintomas extra-intestinais incluem dor de cabeca e quadros de
enxaqueca, mente enevoada, fadiga cronica, dores musculares e nas articulagbes, dorméncia

nas pernas ou bracos, além de anemia e outras altera¢cbes comportamentais [10].
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Outra complicagdo extra-intestinal, causada pela SNCG, sd&o as miopatias
inflamatorias idiopéaticas (MII) caracterizadas como um grupo de doencas sistémicas
adquiridas e heterogéneas que causam fragueza muscular simétrica progressiva e elevam os
niveis séricos de enzimas musculares como, por exemplo, a creatina quinase (CK). Alem
disso, infiltrados inflamat6rios em bidpsias musculares também s&o recorrentes, assim como
alteracbes morfologicas, como fibras musculares atroficas e a presenca de nicleos internos
[11]. Entre as anormalidades observadas em biopsias de pacientes com sensibilidade ao
gluten, a inflamagdo muscular € uma caracteristica comum [11].

A concentracdo de CK no soro aumenta significativamente em pacientes que
apresentam leséo e inflamacdo muscular [12]. A CK é uma enzima com cerca de 82 kDa
encontrada tanto no citosol quanto nas mitocondrias daqueles tecidos que possuem alta
demanda energética [13]. E uma enzima dimérica, constituida por duas subunidades com
cerca de 42 kDa, sendo chamadas de subunidade M (isoforma muscular) e B (isoforma
cerebral); essas duas subunidades formam trés isoenzimas classificadas como CK-BB, CK-
MM e CK-MB, sendo a ultima um heterodimero formado pelas duas subunidades M e B
[13,14].

Na musculatura estriada esquelética, a forma predominante dessa enzima € a isoforma
CK-MM, presente como um homodimero citosolico localizado na regido da linha M das
miofibrilas e no lado citoplasmético do reticulo sarcoplasmatico, areas que precisam de muito
ATP [14,15].

Outros marcadores de inflamacdo que podem ser alterados, diante de uma patologia,
sdo as enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-Acetil-B-D-glucosaminidase (NAG). A MPO é
uma heme peroxidase, encontrada em neutréfilos e mondcitos, e age como um marcador de
inflamacdo e estresse oxidativo. Seus niveis estdo aumentados em doencas inflamatorias que
estdo relacionadas com a intolerancia ao trigo, como por exemplo, a DC e SNCG [16,17]. A
NAG ¢é uma enzima lisossomal, sintetizada por macréfagos ativos na fase inflamatoria tardia
[18], e que atua principalmente na destruicdo de agentes lesivos na inflamacdo [19]. Além
disso, é observada sobretudo em processos inflamatdrios cronicos [20].

Outro fator observado na SNCG é o desequilibrio no sistema de defesa antioxidante,
em que a gliadina, além de desencadear quadros inflamatérios, pode estar envolvida com
estresse oxidativo (EO) que é decorrente do aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e reducdo no sistema antioxidante [21]. Os antioxidantes sdo substancias que, mesmo

presentes em baixas concentracdes, sdo capazes de atrasar ou inibir os agentes oxidantes, e
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se encontram divididas em duas classes, sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo
enzimaticos [22].

As defesas antioxidantes enzimaticas incluem a atividade da superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa
S-transferase (GST), enquanto as defesas antioxidantes ndo enzimaticas incluem a glutationa
reduzida (GSH), vitamina E, ubiquinol, carotenoides, flavondides e bilirrubina [22,23].

A enzima SOD realiza a dismutacio do radical superdxido (O? *) em perdxido de
hidrogénio (H202), enquanto a CAT promove a catalise do H20, em agua (H20) e oxigénio
(02) [24,25]. A GPx também promove a desintoxicacdo do H2O», entretanto, ela utiliza a
GSH como um doador de elétrons para reduzir o H2O2 em agua, e, além disso, a GST também
reduz perdxidos organicos resultantes da lipoperoxidacéo lipidica [26]. A GSH desempenha
um papel importante na defesa contra radicais livres, perdxidos e xenobioticos e atua em
conjunto com as enzimas GPx e GST. E considerada um fator chave na viabilidade celular,
visto que, quanto menor for o contetido de GSH em uma célula, menor seré a probabilidade
de sobrevivéncia da mesma [27,28].

O programa miogénico esta altamente envolvido na resposta ao dano muscular, o que
confere ao musculo adulto a capacidade de aumentar de tamanho ap0s estimulos mecanicos
(hipertrofia), assim como de se regenerar apds uma lesao [29]. Além disso, essa plasticidade
do musculo esquelético € decorrente da presenca de células satélites (CS), conhecidas
também como células-tronco musculares, que desempenham um papel importante no
crescimento e regeneracdo desse tecido [30]. Ap6s uma lesdo muscular, para que haja a
remodelagdo do tecido, é necessario que ocorra a ativacao de CS quiescentes que expressam
os fatores de transcri¢do Paired-box (Pax3/Pax7) [31].

Seguida a ativacdo, a progressdo das CS quiescentes na linhagem miogénica é
regulada por fatores de transcricdo, como Pax7 e fatores de regulacdo miogénica (MRFS)
[32]. Os MRFs sdo um grupo de fatores de transcricdo que, em conjunto com Pax7, sdo
capazes de regular a acdo das CS e sua progénie, os mioblastos. Os MRFs MyoD, Myfb5,
miogenina (MYOG) e MRF4 direcionam a ativacdo, proliferacéo e diferenciacdo de CS [33].

O Pax7 é expresso na maioria das CS e é amplamente utilizado como marcador de
sua quiescéncia [32]. Em contraste, as CS ativadas, chamadas de mioblastos, que expressam
0s MRFs, ndo sdo mais consideradas quiescentes [34]. A proteina MyoD exerce uma funcéo
de marcador da divisdo celular em que sua atividade estd diretamente relacionada a

proliferacdo dos mioblastos, marcando uma fase inicial da atividade miogénica, enquanto
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que a MYOG esta envolvida na fase final do processo de diferenciacdo desse tipo celular
[35].

Além dos MRFs, outro fator que influencia o comportamento das CS sdo o0s
macrofagos que, quando ativados, agem secretando mediadores como a citocina interleucina-
6, necessaria para promover a proliferacdo e diferenciacdo dos mioblastos [36]. A IL-6 é
reconhecida como uma miocina, podendo ser produzida localmente ou transitoriamente em
resposta a estimulos como exercicio fisico, lesdes musculares e, na presenca de ROS, seus
niveis aumentados sdo fisiologicamente necessarios para induzir a proliferacdo de CS em
processos de regeneracdo. Portanto, a IL-6 age participando ativamente na proliferacdo de
CS e crescimento muscular [37,38].

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo investigar se a ingestdo de fonte de
glaten de trigo em excesso causa danos no tecido muscular esquelético que alteram a
morfologia e morfometria das fibras musculares, e desencadeiam processos inflamatorios
mediados pelos biomarcadores CK, MPO e NAG, promove EO e altera a expressao de

genes que controlam a atividade das CS, como Pax7, MRFs e IL6.

2. MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental deste trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa, sob o protocolo nimero
6295090221.

2.1 Delineamento experimental
a. Grupos experimentais
Foram utilizados 40 Rattus novergicus machos da linhagem Wistar (n=10 por grupo).
Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da UEM, com 21 dias de idade. Os ratos
ficaram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Morfoldgicas (DCM) da UEM
sob ciclos regulares de iluminacédo (12h claro:12h escuro), temperatura controlada (22 + 2°C)
e exaustdo de ar. Os animais foram organizados em grupos, de acordo com o nivel crescente
de fonte de gluten de trigo presente na ragdo: GO: animais alimentados com dieta isenta de
fonte de gluten de trigo; GC14: animais alimentados com dieta controle contendo 14% de
fonte de gluten de trigo; G42: animais alimentados com dieta contendo alto teor de fonte de
gluten de trigo; G70: animais alimentados com dieta contendo excesso de fonte de glaten de
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trigo. A eutanasia desses animais foi realizada aos 121 dias de idade, equivalente a 100 dias

de experimento.

b. Preparacéo da racéo

Os animais foram alimentados com a racdo produzida no Departamento de
Engenharia de Alimentos (DEA/UEM), fabricadas em maquina extrusora monorosca
(Inbramag RX50) com todos os ingredientes em percentuais adequados para roedores. Para
definir os niveis de fonte de glaten, utilizamos como matéria-prima o trigo. Na racao padréo
do grupo controle (GC14), a fonte de gluten como componente protéico foi o trigo, sendo
substituido por arroz no grupo GO. Para os grupos com niveis de fonte de glaten acima de

14%, o percentual de trigo foi acrescido.

Tabela 1. Componentes das racGes para roedores, com diferentes niveis de fonte de glaten
de trigo, sdo apresentados como 14% (GC14), 0% (GO0), 42% (G42) e 70% (G70).

Ingredientes GC14 GO G42 G70
Milho 6149 6149 3349 Og
Soja 1419 1419 1419 1419
Trigo 140g Og 4209 700g
Arroz Og 1409 Og Og
Oleo de soja 40g 40g 40g 40g
Cloreto de sodio 6,80 6,89 6,89 6,89
Carbonato de célcio 259 259 259 259
Fosfato bicalcico 11,49 11,49 11,49 11,49
Premix vitaminico 10g 10g 10g 10g
Premix mineral 11,89 11,89 11,89 11,89

Para a preparacdo da racdo do grupo controle (GC14), foram utilizados como
parametros os percentuais presentes na racdo comercial para roedores NUVILAB CR-1
IRRADIADA (Quimtia S/A, Brasil), com 75,4% de carboidratos, 14,1% de proteinas, 4,0%
de gorduras, e 25% de umidade. Na composicao da racédo foi acrescido o Premix vitaminico
e mineral para roedores (PX 1577 PREMIX- Nucleopar Nutricdo Animal Ltda).
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Tabela 2. Calorias e fragdes quimicas da ragdo com 14% (grupo controle) de fonte de gluten
de trigo para roedores.

Valores Nutricionais Dieta Padréo
Calorias (kcal/100g de dieta) 417
Carboidratos (%) 75,4
Proteinas (%) 14,1
Gorduras (%) 4,0
Agua (%) 25

Composigao bruta energética (Kcal/100g de dieta). Dados obtidos no Laboratério de Anélises de
Alimentos e Nutricdo Animal — LANA — Departamento de Zootecnia (DZO) - UEM.

2.2 Coleta do material bioldgico

Apos 100 dias de experimento, os animais foram eutanasiados, apds jejum noturno,
por sobrecarga de anestésico (mistura 1:1 de quetamina 90 mg/kg e xilazina 9 mg/kg por via
intraperitoneal). Foi realizada a coleta de sangue, por puncéo cardiaca, e as amostras foram
centrifugadas para separagdo de soro e plasma e armazenadas em freezer -80°C para analises
bioquimicas.

Os musculos SOL e GCN foram dissecados, retirados e pesados. Amostras desses
musculos foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80 °C até o

processamento.

2.3 Processamento e analise histoldgica muscular

Em criostato (Leica CM1850, Leica Microsystems - Alemanha), foram obtidos cortes
histoldégicos transversais, com 10 um de espessura, das amostras musculares congeladas,
seguida de coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliagdo da morfologia e
morfometria das fibras musculares.

As analises morfolédgica e morfométrica foram realizadas a partir de imagens obtidas
dos cortes histoldgicos, utilizando microscopio dptico (Nikon Eclipse®, Shinjuku, Jap&o)
acoplado a uma camera de alta resolucdo (Nikon®, Ds-Filc, Shinjuku, Japdo), por meio do
software NIS-Elements (versdo 4.0, Praga, Republica Tcheca). Por meio do software Image
Pro-Plus (versdo 4.5) foi determinado o menor diametro de 200 fibras musculares, por

animal, em cada grupo, de acordo com a metodologia descrita em Aguiar et al. (2010).
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2.4 Analises Bioquimicas

a. Determinagéo quantitativa da atividade da creatina quinase (CK) total

Amostras de soro, equivalentes a 500 uL, foram coletadas em eppendorfs para a
analise da creatina quinase total. A analise foi realizada de acordo com as instrucdes do kit
CK NAC Gold Analisa para determinacao da creatina quinase total por metodologia cinética-
IV. Foram utilizados 4 volumes de Tamp&o (reagente 1) para 1 volume do Substrato
(reagente 2) e 20 uL de soro. Posteriormente, 1000 uL de Reagente de Trabalho e 20 uL de
soro foram pipetados em um tubo de ensaio seguido da homogeneizacdo. A leitura foi
realizada de forma cinética continua crescente em um analisador semi-automatico de

bioquimica BIOPLUS - B1O 2000, no comprimento de onda de 340 nm e temperatura a 37°C.

b. Mensuracao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Em um ambiente com baixa luminosidade, foram homogeneizadas 200 mg de
amostras do musculo GCN em 1ml de tampdo fosfato de sdédio (0,08 M; pH 7,2).
Posteriormente, foram acrescentados 180uL de DCFH+DMSO e o homogenato obtido foi
incubado durante 40 minutos no escuro [39]. Apds a incubacdo, a leitura do material foi
realizada em espectrofluorimetro com excitagdo de 488nm e emissdo de 520 nm. Para a
expressdao dos resultados foi utilizada a curva da intensidade de fluorescéncia [40]. No

musculo SOL ndo foi possivel realizar a técnica devido a quantidade de material.

c. Ensaio para determinacdo da concentracao de proteinas

A concentracdo de proteina foi determinada em placa de 96 pocos, utilizando o kit
BCA TM protein assay kit® (PIERCE, BCA protein), seguindo instrucdes do fabricante, que
assume a albumina sérica bovina como padrdo. As proteinas do pellet foram dosadas para a
realizacdo dos célculos das atividades enzimaticas de mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-f-
D-glicosaminidase (NAG), enquanto as proteinas presentes no sobrenadante foram aplicadas
nos célculos da atividade enzimatica de superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e

glutationa s-transferase (GST).

d. Preparacgdo das amostras de estresse oxidativo
De acordo com o protocolo de [40], as amostras dos musculos SOL direito e GCN
lateral esquerdo (méaximo 0,300g) foram homogeneizadas em tampdo fosfato de potassio

200mM (pH 6,5) na fragdo 3:1. Uma parte do homogenato foi utilizada para quantificar a
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concentragéo de glutationa reduzida (GSH) e o restante foi centrifugado durante 20 minutos
a 9.000 rpm. Com o sobrenadante foram realizadas as técnicas de dosagem de superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa s-transferase (GST) e a quantificacdo dos niveis
de hidroperoxidos lipidicos (LOOH).

e. Mensuracéo da atividade enziméatica da SOD

Na analise da atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD), o sobrenadante
foi homogeneizado em tampao TRIS-HCI (200mM) e EDTA (2mM; pH 6,5), acrescentado
pirogalol a ImM. A solugdo passou por incubacdo durante 20 minutos em temperatura
ambiente e a reacdo foi interrompida com HCI 1N. Posteriormente, a amostra foi centrifugada
por 4 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante resultante foi pipetado em microplacas para
leitura em espectrofotdmetro a 405 nm. Os resultados foram expressos em U de SOD/mg de

proteina.

f. Mensuracéo da atividade enzimatica da CAT

Para analise da atividade enzimaética da catalase (CAT), o sobrenadante foi diluido
em tampdo fosfato de potassio (0,2M; pH 6,5) na proporcdo de 1:10. A amostra foi
homogeneizada em placa com 96 pocos, com uma solugdo contendo tampédo TRIS-HCI-
EDTA (0,1M; pH 8,5), 4gua destilada e perdxido de hidrogénio. A leitura foi realizada em

espectrofotbmetro a 240 nm e os resultados foram expressos em mmol/min/mg proteina.

g. Mensuracao da atividade enzimética da GST

Para andlise da atividade enzimatica da glutationa s-transferase (GST), o
sobrenadante foi diluido em tampéo fosfato de potassio (0,1M; pH 6,5) e a reacdo iniciada a
partir da adicdo de solucdo com tampéo fosfato de potassio (0,1M; pH 6,5), 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno e glutationa-reduzida (GSH). A amostra foi pipetada em placa de 96 pocos e
a leitura realizada em espectrofotdmetro a 340 nm. Os resultados foram expressos em

mmol/min/mg proteina.

h. Quantificagdo da GSH

Para a quantificacdo de glutationa-reduzida (GSH), foi incluido acido tricloroacético
a 12% no sobrenadante, seguido de homogeneizacdo e centrifugacdo por 15 minutos a 9.700
rpm. Tampé&o TRIS (0,4M; pH 8,9) foi adicionado a microplaca e a reagdo foi iniciada com
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a adicdo de 5,5’-ditiobis-2-acido nitrobenzdico (ImM). A leitura foi realizada em

espectrofotometro a 415 nm e os resultados foram expressos em pg de GSH/g de tecido.

i. Mensuracao dos niveis de LOOH

A quantificacdo dos niveis de hidroperoxidos lipidicos foi realizada a partir da
homogeneizacdo do sobrenadante em metanol (1:4) e centrifugacdo por 20 minutos a 4°C e
10.000 rpm. A amostra (60ul) acrescida de 240ul do meio reativo contendo xilenol laranja,
acido sulfarico (25mM), hidroxitoluenobutilado (BHT; 4mM) e FeSOsNH4 (250mM) foi
adicionada em placa de 96 pocos e incubada no escuro durante 30 minutos. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro em 560 nm. A determinagéo da concentracdo de LOOH foi
determinada pelo coeficiente de extingdo de 4,3 mM 1.cm-! e os resultados foram expressos

em mmol/mg tecido.

j. Determinacdo da atividade enziméatica de MPO e NAG

Para a determinacdo da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPQ) e N-acetil-
B-D-glicosaminidase (NAG), foi utilizada a metodologia disponibilizada na literatura [40].
As amostras dos musculos SOL direito e GCN lateral esquerdo (méximo 0,300g) foram
homogeneizadas em tampéo fosfato de potassio 200mM (pH 6,5) e centrifugadas a 4°C
durante 20 minutos a 11.000 rpm. O pellet formado apds o processo de centrifugacdo foi
ressuspendido em tampdo fosfato de s6dio contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamonio.

Para a mensuracdo de MPO, uma solu¢do com tampéo fosfato de sédio (0,1M; pH
7,4) e perdxido de hidrogénio a 0,017% foi acrescentada ao sobrenadante. A reacdo foi
iniciada com tetrametilbenzidina e incubada por 3 minutos a 37°C, posteriormente, a reacao
foi interrompida com acetato de sédio (1,46M; pH 3,0). A leitura para analise de MPO foi
realizada em espectrofotdmetro a 620 nm. Os resultados foram expressos como mD.O./mg
de proteina.

Para a mensuracdo de NAG, o sobrenadante foi incubado com tampéo citrato (5mM,;
pH 4,5) com p-nitrofenil-N-acetil-fl-D-glucosaminidase (2,24mM). As microplacas foram
incubadas por 60 minutos a 37°C e foi utilizado tampé&o glicina (200mM; pH 10,4) para
interromper a reacdo. A leitura para analise de NAG foi realizada em espectrofotémetro a
405 nm. Ambos os resultados foram expressos em unidade de densidade éptica D.O/min/mg

de proteina.
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2.5 Quantificacdo da expressédo génica

Foi analisada a expressdo dos genes Pax7, MyoD, MYOG e IL-6 nas amostras dos
musculos SOL e GCN medial. O RNA total foi extraido das amostras musculares congeladas,
utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo-se as
orientacBes do fabricante. As amostras de RNA total obtidas foram dissolvidas em éagua
ultrapura livre de DNases e RNases (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific, EUA) e
armazenadas a -80°C.

Para a quantificagdo do RNA, foi utilizado o espectrofotdbmetro NanoDrop™ 2000
(Invitrogen - Thermo Fisher Scientific, EUA), com as leituras realizadas nas absorbancias de
260 e 280 nm. A pureza do RNA foi garantida pela obtencdo de uma razdo 260/280 nm
superior a 1.8.

Uma aliquota de 1 pg do RNA total extraido foi submetida ao tratamento com o kit
DNase | Amplification Grade (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific, EUA) para eliminacgao
de DNA gendmico contaminante. Em seguida, as amostras foram submetidas a transcri¢do
reversa (RT) com os reagentes presentes no High Capacity cDNA archive kit (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo-se as instrucdes do fabricante. As
amostras de DNA complementar (cDNA) obtidas foram armazenadas a -20°C.

Os niveis de expressdo génica de Pax7, MyoD, MYOG e IL-6 foram detectados por
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real apds transcri¢do reversa (RT-
gPCR), utilizando a plataforma StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, EUA). A expressdo dos genes-alvo Pax7, MyoD, MYOG e IL-6
foram normalizados pela expressdo do gene de referéncia B-actina.

Os primers utilizados para a amplificagdo dos genes Pax7, MyoD, MYOG, IL-6 e B-
actina foram construidos a partir das respectivas sequéncias disponiveis para Rattus
norvegicus, publicadas no NCBI, utilizando, como ferramenta, o software Primer 3 Web
(versdo 4.1.0) (Tabela 3). Esses primers foram sintetizados comercialmente pela Exxtend
Biotecnologia LTDA (Paulinia-SP, Brasil) e diluidos em agua ultrapura livre de DNases e
RNases (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific, EUA) para uma concentracdo inicial de 5
MM,

Cada amostra de cDNA foi amplificada utilizando-se o Fast SYBR™ Green Master
Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, EUA), conforme as instrugdes do
fabricante. Ao término de cada reacéo, a amplificacdo especifica de cada gene foi confirmada

pela anélise da curva de dissociacdo dos fragmentos amplificados. A quantificacdo relativa
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da expresséo génica foi determinada pela formula 22t (LIVAK, SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 3. Primers utilizados na RT-PCR quantitativa em tempo real para a amplificacao dos
genes Interleucina-6, MYOG, MyoD, Pax7 e do gene de referéncia Beta Actina.

Gene NUmero de acesso Sequéncia (5°-3%) TA
ao GenBank

Pax7 NM_001191984.2 Forward TGCCCTCAGTGAGTTCGATT 125
Reverse GATGCCATCGATGCTGTGTT

MyoD NM_176079.2 Forward CCTGAGCAAAGTGAACGAGG 126
Reverse AGAGCCTGCAGACCTTCAAT

MIOG NM_017115.3 Forward ACCCAGGAGATCATTTGCTC 120
Reverse TGGTTTCATCTGGGAAGGTG

IL-6 M26744.1 Forward TTCCTACCCCAACTTCCAATG 85
Reverse ATGAGTTGGATGGTCTTGGTC

Beta NM_031144.3 Forward TCTTCCAGCCTTCCTTCCTG 147
Actina Reverse CAATGCCTGGGTACATGGTG

TA: tamanho do amplicon em pares de bases.

2.6 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software Prisma® versio 5.0 (GraphPad, San
Diego-CA, EUA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Para amostras com distribuicdo normal, foi aplicada a analise de variancia (ANOVA), seguido
do pos-teste de Tukey. O teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn’s foi utilizado para
dados ndo-paramétricos. As andlises entre dois grupos foram realizadas por meio do Teste T de

Student. Em todos os casos, foram considerados significativos resultados com valor de p <0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Dados anatdémicos e morfometria das fibras musculares

A relacdo entre a massa do musculo SOL e a massa corporal (Figura 1) mostrou
aumento no grupo G42 em relacdo ao grupo GO, bem como aumento do grupo G70 em
referéncia ao grupo controle GC14 e ao grupo GO.

Os dados morfométricos das fibras desse mesmo musculo (Figura 1) mostraram maior
didmetro no grupo GO em relacdo aos grupos GC14, G42 e G70. Nos grupos G42 e G70, o
diametro das fibras musculares foi maior em relacdo ao controle GC14. Um aumento no

didmetro das fibras musculares foi observado no grupo G42 em relagéo ao grupo G70.
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Figura 1. Gréficos ilustrando a massa e morfometria das fibras do masculo SOL. GC14:
grupo controle com 14% de fonte de glaten; GO: racdo isenta de fonte de glaten; G42: grupo
com alto nivel de fonte de gluten; G70: grupo com sobrecarga de fonte de glaten de trigo.
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Resultados expressos como mediana e intervalo interquartil com 95% de intervalo de confianga (Cl),
(n = 8 para massa muscular, n = 3 para morfometria). Massa muscular (b: p < 0.05 vs GO; ab: p <
0.05 vs GC14 vs G0); Morfometria (a: p < 0.05 vs GC14; ab p < 0.05 vs GC14 vs GO; abc p < 0.05

vs GC14 vs GO vs G42).

Considerando o musculo GCN, a relagédo entre a massa muscular e a massa corporal

(Figura 2), nos animais do grupo G70, mostrou aumento significativo em relagdo ao grupo

GO0. O diametro das fibras do GCN (Figura 2) no grupo GO foi maior em relacdo ao controle

GC14 e ao G42; entretanto, 0 mesmo grupo mostrou reducdo no diametro das fibras em

relagdo ao grupo G70. O grupo G42 mostrou aumento no diametro das fibras musculares

em relagdo ao grupo controle GC14. No grupo G70, o didametro das fibras musculares foi

maior em relacdo ao controle GC14 e ao G42.
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Figura 2. Massa muscular e morfometria das fibras musculares do musculo GCN. GC14:
grupo controle com 14% de fonte de glaten; GO: racdo isenta de fonte de gluten; G42: grupo
com alto nivel de fonte de gluten; G70: grupo com sobrecarga de fonte de glaten. b: p < 0,05
vs. GO.
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Resultados expressos como mediana e intervalo interquartil 95% de intervalo de confianga (Cl), (n =
5 para morfometria e n = 8 para massa muscular). Massa muscular (a: p < 0.05 vs GC14). Morfometria
(a: p<0.05vs GC14; ab: p < 0.05 vs GC14 vs GO; abc: p < 0.05 vs GC14 vs GO vs G42).

3.2 Anélise morfologica das fibras musculares

A andlise dos cortes histoldgicos, corados em HE, do musculo SOL (Figura 3), em
todos os grupos analisados, observou-se um espessamento do perimisio e endomisio,
indicando provavel edema, sendo mais evidente no grupo GO. Adicionalmente, algumas
regibes caracteristicas de inflamagdo foram encontradas nesse musculo, como presenca de
células inflamatdrias no tecido conjuntivo, além de varios focos de mionecrose em
diferentes estagios.

Além disso, foram observados, ocasionalmente, nicleos hipertréficos na periferia das
fibras e ndcleos centrais. Embora a maior parte das fibras do misculo SOL tenha apresentado
morfologia normal, foram observadas algumas fibras polimérficas predominantemente
angulares e fibras atroficas ocasionais. Apesar das caracteristicas semelhantes entre os
grupos analisados, nossos dados sugerem que os danos causados pela dieta isenta de gluten
(grupo GO0), no muasculo SOL, foram mais acentuados em relacdo ao observado no grupo

controle GC14 e aos grupos G42 e G70.
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Figura 3. Fotomicrografias representativas de cortes histologicos do musculo SOL dos ratos
dos grupos com racdo isenta de fonte de gluten GO (A), GC14 (B), G42 (C) e G70 de fonte
de glaten (D) ilustrando focos de inflamacdo e de mionecrose. FN: fibra muscular em
mionecrose; NC: nucleo central; FA: fibra muscular atréfica; FP: fibra muscular polimorfica;
NE: nervo; VS: vaso sanguineo; ED: endomisio; PE: perimisio; Asteriscos: infiltrado
inflamatdrio; seta: nucleo hipertréfico. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina; objetiva de 40X,
barra: 50 pm.

Nos grupos G0, GC14 G42 e G70, a analise morfoldgica do musculo GCN -revelou
espessamento do perimisio e endomisio caracteristico de edema (Figura 4). Além disso,
nacleos centrais e hipertroficos foram evidenciados em algumas fibras musculares, sendo o
primeiro observado principalmente no grupo GO. A maior parte das fibras apresentaram
formato poligonal, com morfologia normal e preservada; entretanto, observou-se a presenca
de algumas fibras polimdrficas com tendéncia a morfologia angular, além de fibras atroficas
nos grupos GO, GC14 e G42. No grupo G42, foram observadas algumas fibras hipocromicas,
indicando mionecrose inicial. Foi observado aumento de células inflamatorias no tecido
conjuntivo do endomisio, circundando as fibras musculares, caracterizando mionecrose em

estagio inicial de todos os grupos.
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Figura 4. Fotomicrografias representativas de cortes histologicos do musculo GCN dos ratos
dos grupos com racdo isenta de fonte de gluten GO (A), GC14 (B), G42 (C) e G70 de fonte
de glaten (D). FN: fibra muscular em mionecrose; NC: nucleo central; FA: fibra muscular
atrdfica; FP: fibra muscular polimorfica; NE: nervo; VS: vaso sanguineo; ED: endomisio;
PE: perimisio; asteriscos: infiltrado inflamatério; seta: nucleo hipertrofico. Coloracéo:
Hematoxilina-Eosina; objetiva de 40X, barra: 50 pum.

3.3 Andlises bioquimicas

3.3.1 Creatina quinase total (CK)

A concentracdo sérica da CK total reduziu nos grupos G42 (712.1 + 62.31 U/L) e G70(697.0

+ 84.74 U/L) em relacdo ao grupo controle GC14 (984.1 + 36.72 U/L) (Figura 5). Ndo foram
observadas diferencas significativas em relacdo ao grupo controle GC14 para os demais

grupos.
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Figura 5. Gréfico ilustrando a dosagem de creatina quinase (U/L) no soro dos animais.
GC14: grupo controle positivo com 14% de fonte de glaten; GO: racéo isenta de fonte de
gluten; G42: grupo com alto nivel de fonte de glaten; G70: grupo com sobrecarga de fonte

de glaten.
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Resultados expressos com média + erro padrao, (n =5) a: p <0.05 vs. GO

1.1.1 Proteinas totais
Quando analisados os niveis de proteinas totais no muasculo SOL, o grupo G70

mostrou um aumento significativo em relacdo ao grupo controle GC14 e ao grupo isento de
fonte gluten. No musculo GCN, os niveis de proteinas totais foram significativamente

maiores nos grupos G42 e G70 em relacdo ao grupo isento de gluten (Figura 6).
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Figura 6. Gréficos ilustrando os niveis de proteinas totais dos musculos SOL e GCN. GC14:
grupo controle positivo com 14% de fonte de glaten; GO: racdo isenta de fonte de gluten; G42:
grupo com alto nivel de fonte de gluten; G70: grupo com sobrecarga de fonte de gluten de
trigo.
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Dados apresentados como média + erro padrdo (n = 7, para GCN) (n = 5, para SOL). Proteina total
SOL (ab: p <0.05 vs GC14 vs GO); Proteina total GCN (b: p < 0.05 vs GO0)

3.3.4 Mensuracao do estresse oxidativo

Os resultados referentes a mensuragdo do estresse oxidativo no masculo SOL estdo
apresentados na Figura 7. No musculo SOL, na atividade de superdxido dismutase (SOD),
houve reducdo em 37.6% no grupo G70 em relacdo ao grupo GO e em 38% em relacédo ao
grupo G42.

Nédo foram observadas diferencas significativas na atividade da enzima catalase
(CAT) entre os grupos avaliados. Nos grupos G42 e G70, a atividade da enzima glutationa
s-transferase (GST) foi significativamente maior em relagdo ao grupo controle GC14, no
primeiro o aumento foi de 36.2% e no segundo foi de 48.7%. Além disso, o grupo G70
aumentou em 35.6% em relacdo ao grupo GO.

Em relagdo a glutationa reduzida (GSH), os grupos GO, G42 e G70 apresentaram
atividade enziméatica aumentada em 27%, 28.6% e 21% em relacdo ao grupo controle
GC14. Os resultados de hidroperédxidos lipidicos (LOOH) mostraram aumento em na
lipoperoxidacdo no grupo G42 em 12.37% em relagdo ao grupo GO, 15.6% em relacdo ao

grupo controle GC14 e em 18.3% em relagédo ao grupo G70.
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Os resultados referentes a mensuracdo do estresse oxidativo e de proteinas totais no
musculo GCN estdo apresentados na Figura 8. Na determinacdo dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROS), foi observado um aumento no grupo GO em 47.7% em relacao
ao grupo controle GC14 e em 40.70% em relacdo ao grupo G70. Entre os demais grupos,
ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de ROS.

No musculo GCN, em relacdo aos resultados da SOD, o grupo GO apresentou
atividade enzimatica reduzida em 77.7% em relacdo ao grupo controle GC14, 74.5% em
relacdo ao grupo G42 e 77.3% em relacdo ao grupo G70. A atividade da enzima CAT no
grupo GO aumentou em 87.2% em relagdo ao grupo controle GC14, 84.1% em relacdo ao
grupo G42 e em 68.4% em relagdo ao grupo G70. O grupo G42 mostrou reducdo em 70.3%
da atividade de CAT em relacdo ao grupo controle GC14 e em 57.8% em relacdo ao grupo
G70. O grupo G70 também mostrou reducdo em 29.5% da atividade de CAT em relacdo ao
grupo controle GC14.

Na enzima GST, o grupo GO apresentou menor atividade da enzima em 34.7% em
relacdo ao grupo controle GC14, em 34.3% em relacdo ao grupo G42 e em 35.3% em
relacdo ao grupo G70. A mensuracdo da atividade enzimatica de GSH do grupo G70 se
mostrou reduzida em 71% em relacdo ao grupo controle GC14, em 74.5% em relacdo ao
grupo GO e em 54.2% em relacdo ao grupo G42. Além disso, o grupo GO teve aumento
significativo em 17% na atividade de GSH em relacédo ao grupo controle GC14. No que se
refere @ mensuracdo de LOOH, ndo foi observada diferenca significativa na peroxidacao

lipidica em nenhum dos grupos.

31



Figura 8. Analises bioquimicas do estresse oxidativo do musculo GCN de ratos alimentados
com dietas contendo niveis crescentes de gluten. GC14: grupo controle positivo com 14% de
fonte de gluten; GO: racdo isenta de fonte de gluten; G42: grupo com alto nivel de fonte de
gluten; G70: grupo com sobrecarga de fonte de glaten de trigo.
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Resultados apresentados em mediana com valor minimo e maximo para ROS e média * erro padréo
para Catalase (CAT), Superoxido dismutase (SOD), Glutationa transferase (GST), Glutationa
reduzida (GSH) e Lipoperoxidacdo (LOOH), (h=6) e (n = 5 para Catalase e ROS). SOD (b: p < 0.05
vs GO0); CAT (a: p < 0.05 vs GC14; ab: p < 0.05 vs GC14 vs GO; abc: p < 0.05 vs GC14 vs GO vs
G42); GSH (a: p < 0.05 vs GC14; abc: p < 0.05 vs GC14 vs GO vs G42); GST (b: p < 0.05 vs G0);

ROS (a: p < 0.05 vs GC14; b: p < 0.05 vs GO).
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3.3.5 Mensuracéo das enzimas marcadoras de inflamagao

A mensuracdo da atividade da MPO do musculo SOL mostrou reducéo significativa
nos grupos GO, G42 e G70 em relagdo ao grupo controle GC14, em 70.1%. 72% e 65.8%
(Figura 9). Tambeém foi observada redugdo em 18.3% nos niveis de MPO no grupo G42 em
relagdo ao grupo G70. A atividade enzimatica de NAG (Figura 9) no masculo SOL aumentou

em 18.2% no grupo G70 em relacdo ao grupo controle GC14.

Figura 9. Gréaficos ilustrando a atividade das enzimas marcadoras de inflamacdo,
mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-p-D-glicosaminidase (NAG) no mudsculo SOL de ratos
alimentados com dietas contendo niveis crescentes de gluten. GC14: grupo controle positivo
com 14% de fonte de glaten; GO: ragdo isenta de fonte de gluten; G42: grupo com alto nivel
de fonte de gluten; G70: grupo com sobrecarga de fonte de glaten de trigo.
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Resultados apresentados como média + erro padrdo (n = 5). MPO (a: p < 0.05 vs GC14; ac: p < 0.05
vs GC14 vs G42); NAG (a: p < 0.05 vs GC14).

A atividade enzimatica da MPO (Figura 10) no musculo GCN foi maior no grupo GO
em 29.9% em relacdo ao grupo controle GC14, 73.6% em relacdo ao grupo G42 e 73.9%
em relacdo ao grupo G70. Os grupos G42 e G70 mostraram reducdo na atividade de MPO
em relacdo ao grupo controle GC14, em 62.3% e 62.7%. A mensuragdo nos niveis da enzima
NAG (Figura 9) no musculo GCN mostrou reducéo significativa nos grupos G0, G42 e G70
em relacédo ao grupo controle GC14, em 58.1%, 63.2% e 47.9%.
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Figura 10. Gréficos ilustrando a atividade das enzimas de inflamagdo MPO e NAG no
musculo GCN de ratos alimentados com dietas contendo niveis crescentes de glaten. GC14:
grupo controle positivo com 14% de fonte de gluten; GO: racdo isenta de fonte de glaten;
G42: grupo com alto nivel de fonte de gluten; G70: grupo com sobrecarga de fonte de gluten.
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Resultados apresentados em média + erro padrdo (n: 5). MPO (a: p < 0.05 vs GC14; ab: p < 0.05 vs
GC14 vs G0); NAG (a: p <0.05 vs GC14).

1.2 Quantificacdo da expressdo génica

Considerando a expressdao do gene Pax7, ndo houve diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos em ambos 0s musculos analisados (Figura 11). Em relacéo ao
gene MyoD, foi observado aumento na expressdo nos grupos GO e G42 em relagédo ao grupo
controle GC14 (Figura 12). A expressdo do gene MYOG néo apresentou diferencas
significativas para nenhum dos musculos analisados (Figura 13). No musculo SOL, nédo
foram observadas diferencas significativas na expressdo génica de IL-6 entre 0s grupos
avaliados. Entretanto, no musculo GCN dos animais alimentados com racdo isenta de gluten
observou-se uma reducdo na expressao de IL-6 em relagdo ao grupo controle GC14 (Figura
14).
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Figura 11. Gréficos ilustrando a expressdo do mRNA de Pax7 dos musculos SOL e GCN.
Dados apresentados em média + erro padrdo para SOL e em mediana com valor minimo e
méaximo para GCN, (n = 5). GC14: grupo controle positivo com 14% de fonte de glten; GO:
racao isenta de fonte de gluten; G42: grupo com alto nivel de fonte de gluten; G70: grupo
com sobrecarga de fonte de glaten de trigo.
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Figura 12. Gréfico ilustrando a expressdo do mRNA de MyoD dos musculos SOL e GCN.
Dados apresentados em mediana com valor minimo e maximo para SOL e em média * erro
padrdo para GCN, (n = 5). GC14: grupo controle positivo com 14% de fonte de gluten; GO:
racao isenta de fonte de gluten; G42: grupo com alto nivel de fonte de gluten; G70: grupo
com sobrecarga de fonte de glaten de trigo. a: p < 0.05 vs GC14.
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Figura 13. Graficos ilustrando a expressdo do mRNA de MYOG dos musculos SOL e GCN.
Dados apresentados em média + erro padrdo para SOL e em mediana com valor minimo e
méaximo para GCN, (n = 5). GC14: grupo controle positivo com 14% de fonte de glten; GO:
racao isenta de fonte de glaten; G42: grupo com alto nivel de fonte de gluten; G70: grupo
com sobrecarga de fonte de glaten de trigo. b: p < 0.05 vs GO.
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Figura 14. Gréfico ilustrando a expressdo do mRNA de IL-6 dos musculos SOL e GCN. Dados
apresentados em mediana com valor minimo e maximo, (n: 5). GC14: grupo controle positivo com
14% de fonte de gllten; GO: racdo isenta de fonte de glaten; G42: grupo com alto nivel de fonte
de glaten; G70: grupo com sobrecarga de fonte de glaten. a: p < 0.05 vs GC14.
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2. DISCUSSAO

2.1 Massa muscular, analise histoldgica e proteinas totais musculares

O tecido muscular estriado esquelético é o mais abundante do corpo, sendo também
0 maior reservatorio de proteinas nos vertebrados. A sua sucessiva remodelagdo ou
renovacao proteica, ou seja, a substituicdo de proteinas danificadas por novas, mostra a alta
plasticidade do proteoma muscular para resistir a estimulos externos, os quais podem ser
expressos a partir de mudancas na massa e funcdo muscular [41,42]. Essas taxas de renovacao
protéica apresentam diferencas entre as espécies, sendo consideradas maiores em roedores
quando comparadas com humanos [43].

Os maiores niveis de fonte de glaten de trigo influenciaram na massa e diametro das
fibras dos musculos SOL e GCN. As ra¢Bes com sobrecarga (grupo G42) e excesso (grupo
G70) de fonte de gliten apresentaram maior teor proteico, de acordo com a analise
bromatoldgica (dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa). A maior concentracdo de
proteinas totais nos musculos SOL e GCN corroboram com a alta concentracdo proteica na
ragdo fornecida aos grupos G42 e G70. O aumento na massa muscular e didmetro das fibras
musculares de animais alimentados com alto teor de proteinas nesses grupos mostram que a
composicao da dieta é crucial para a sintese proteica, principalmente porque a ingestdo e a
disponibilidade de aminoacidos essenciais vao contribuir para o balanceamento positivo de
proteinas musculares, permitindo que haja a preservacao da massa muscular [44-46].

Os animais dos grupos G42 e G70 receberam racdo com maior teor de fonte de
gluten, a farinha de trigo, que contém L-leucina, um aminoacido essencial de cadeia
ramificada (BCAAS) [47]. Este aminoacido estimula a proteina mTOR (Mammalian Target
of Rapamycin) na via que regula e promove o turnover de proteinas e reduz a protedlise,
proporcionando o aumento no diametro das fibras musculares [47-50].

Desse modo, a L-leucina, é fundamental para a sintese de proteinas musculares,
promovendo aumento da massa muscular. Esses efeitos benéficos da L-leucina vém sendo
comprovados no tratamento contra a sarcopenia [50,51]. Assim, o0 aumento do didmetro das
fibras musculares dos animais alimentados com racdo contendo G42 e G70 de fonte de
gluten esté relacionado a maior disponibilidade de BCAAs que supriram a alta demanda do
turnover protéico do tecido muscular, processo necessario para o remodelamento e a
reconstrugédo de novas proteinas do tecido [45].

Embora os alimentos vegetais apresentem menor teor de BCAAs em relacdo as
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proteinas de origem animal e a digestibilidade proteica nesses alimentos varie de acordo com
a fonte, dietas a base de proteinas vegetais, quando bem implementadas, apresentam
potencial positivo sobre o aumento da massa muscular [50,52], conforme evidenciado pelo
nosso estudo.

As proteinas sdo importantes reguladoras do metabolismo e o principal
macronutriente para a construgdo e manutencdo do tecido muscular [53,54]. A menor
concentracdo de proteinas totais, observada nos musculos SOL e GCN nos animais
alimentados com dieta isenta de gliten e com GC14 de fonte de gluten, pode estar
relacionada com as alteragdes morfoldgicas nas fibras musculares que foram mais evidentes
nesses grupos.

No grupo GO, os musculos SOL e GCN apresentaram maior diametro das fibras em
relagdo ao controle GC14. O aumento no didmetro das fibras € um processo relevante para
quadros patoldgicos, ou seja, € um mecanismo de defesa para a musculatura que contém
alguma disfuncdo [55]. Corroborando com esses resultados, a analise morfoldgica dos
musculos SOL e GCN dos animais do grupo GO mostrou focos de inflamacdo de baixo grau
e fibras em mionecrose inicial e tardia, além de fibras completamente fagocitadas, sendo
mais evidentes no SOL.

Conforme o tipo de lesdo, a mionecrose pode ser total ou estar presente de forma
segmentada, em que apenas algumas regides da fibra muscular sdo afetadas [56]. Apés a
mionecrose da fibra muscular, é possivel observar infiltrado inflamatério de macréfagos que
agem no tecido morto, iniciando a fagocitose da fibra [56], processo observado no SOL e
GCN dos animais do grupo GO. A ativacdo primaria dos macrofagos induz a producéo de
citocinas pro-inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio apos lesdo tecidual [53]. O
muasculo que sofreu lesdo, recruta mondcitos sanguineos que sdo diferenciados em
macrofagos anti-inflamatdrios e essa mudanca ocorre logo apés a fagocitose de miofibras
necrosadas [53].

Focos de inflamacdo de baixo grau também foram observados nos musculos SOL e
GCN dos animais em todos os grupos avaliados. O processo inflamatério é resultado de uma
resposta celular especifica do organismo, que pode ser desencadeada por diversos fatores de
estresse que acometem os tecidos [57]. Além disso, € um processo fundamental para a
restauracdo da homeostase funcional e fenotipica tanto da célula quanto do 6rgéo ou tecido
lesado [58].

Embora, no nosso estudo, ambos os musculos tenham apresentado focos de
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inflamacdo de baixo grau, independentemente do nivel de gluten na dieta, 0 modelo de
SNCG em humanos esta relacionado com o desenvolvimento de miopatias inflamatérias,
algumas inespecificas, em que sdo observadas alteracdes nas fibras musculares, como a
presenca de nucleos internos, fibras atréficas arredondadas e perda da coloracao normal [11].
Todas essas caracteristicas corroboram com os resultados observados na analise histol6gica
dos musculos SOL e GCN dos animais tratados com dietas contendo GC14, G42 e G70 de

gluten.

2.2 Analises bioguimicas

2.2.1 Creatina quinase (CK)

A CK é um biomarcador de danos no sarcolema, podendo ser utilizada como um
indicador de leséo e inflamacdo muscular [12]. Os niveis séricos de CK foram menores nos
grupos G42 e G70, em comparagéo ao controle GC14, o que pode estar relacionado com o
fato dos musculos SOL e GCN terem sido menos acometidos por focos de inflamacdo em
comparacdo ao controle GC14, conforme demonstrado na anélise histoldgica. Além disso,
0 maior teor de fonte de gliten e L-leucina nessas ragdes, sugere que, nos grupos G42 e
G70, o turnover de proteinas promoveu menor protedlise nos musculos SOL e GCN [47—
50].

2.2.2 Estresse Oxidativo

O desbalanceamento entre espécies reativas de oxigénio (ROS) e os sistemas
antioxidantes, em que ROS se mostram elevadas, enquanto os antioxidantes apresentam-se
reduzidos, leva as células ao estresse oxidativo (EO), bem como a ocorréncia de danos
teciduais [59]. No nosso organismo, a partir de processos metabolicos oxidativos, ocorre a
producdo natural de ROS que, na maioria das vezes, desempenham papéis fundamentais na
ativacdo do sistema imunologico, como no caso de macrofagos que utilizam peroxido de
hidrogénio (H202) para destruir elementos estranhos ao corpo [24].

No musculo GCN, observamos aumento de ROS no grupo alimentado com dieta
isenta de gluten em relacdo aos grupos controle GC14 e G70. Esse aumento pode ser
justificado pela presenca dos focos de inflamagdo observados nesse musculo, uma vez que

celulas inflamatdrias estdo envolvidas na produgdo de radicais superdxido (O2¢) [60].
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Além disso, danos no tecido muscular e processos inflamatorios por eles induzidos
podem também acarretar na producdo de ROS [61]. Devido a formacéo continua de ROS
em pequenas quantidades em condi¢cdes normais ou em altas quantidades em quadros
patoldgicos, é necessario que haja um sistema antioxidante que regule e defenda as células
e tecidos dessas substancias agressoras [24,61].

No musculo GCN dos animais que receberam racdo isenta de glaten, houve reducéo
na concentracdo de SOD e aumento nos niveis de CAT em relagdo ao grupo controle
GC14. A reducdo na atividade dessas enzimas antioxidantes se da em decorréncia de
insultos oxidativos, ou seja, a presenca demasiada de ROS reduz a acdo antioxidante do
organismo [61], o que corrobora com os resultados observados no musculo GCN dos
animais alimentados com rac&o isenta de glaten, conforme mencionado anteriormente.

Além disso, a enzima SOD age regulando a quantidade do radical O presente nas
células, mas, em consequéncia, provoca 0 aumento na concentracdo de peroxido de
hidrogénio no meio intracelular [62]. Dessa forma, é normal que ocorra aumento nos niveis
de CAT para que as concentracfes de peroxido de hidrogénio sejam controladas [63,64].
Esse padrdo, no qual as concentracdes de SOD sao reduzidas e de CAT elevadas, foi
observado no musculo GCN dos animais que receberam racéo isenta de glaten. Além disso,
a atividade da SOD depende ndo somente da quantidade da enzima CAT no meio, mas
também da concentracéo de seu substrato [61].

No musculo GCN dos animais alimentados com racdo contendo alto teor (grupo
G42) e excesso de fonte de gluten (grupo G70), foi observada reducdo da atividade
enziméatica de CAT em relagdo ao grupo controle GC14. No musculo SOL, ndo foram
observadas diferencas na concentracdo de CAT entre os grupos avaliados. Entretanto, houve
reducdo na concentracdo de SOD no grupo G70 em relagdo aos grupos alimentados com
racdo isenta de gluten e com G42 de fonte de glaten. Em trabalhos que utilizam como modelo
a doenca celiaca, tem sido descrito que os peptideos P31-43 da a-gliadina apresentam a
capacidade de penetrar nas células por absor¢éo endocitica [65,66].

Por consequéncia, esses peptideos sdo acumulados nos lisossomos e resultam na
ativacdo de algumas vias de transdugdo de sinal que culminam no aumento dos niveis de
radicais livres [67]. Assim, nossos resultados sugerem que os fatores que potencializam a
toxicidade da gliadina sdo a reducdo na capacidade antioxidante e um estado pro-
inflamatorio [21], caracteristicas observadas na atividade de SOD e CAT dos animais
alimentados com ragdo contendo G42 e G70 de fonte de gluten. Pacientes celiacos

apresentam reducdo e desbalanceamento das defesas antioxidantes, como, por exemplo,
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reducdo de SOD e CAT, quando comparados com pacientes saudaveis. Além disso, outra
caracteristica observada nos pacientes celiacos € o aumento nos niveis de produtos de
peroxidacdo lipidica (LOOH) [59,68,69].

Neste trabalho, os maiores niveis de produtos de peroxidacdo lipidica foram
observados no musculo SOL do grupo G42 em comparacdo aos demais grupos. Entretanto,
no GCN néo foram observadas diferencas neste pardmetro entre os grupos avaliados. Esse
aumento na concentracdo de produtos de peroxidagdo lipidica no muasculo SOL do grupo
G42 ¢ um indicativo de EO, o qual faz parte de um dos mecanismos que contribuem para a
toxicidade da gliadina [69], uma vez que a exposi¢do a essa proteina antecede o desequilibrio
dos antioxidantes intracelulares [70].

Além das defesas antioxidantes ja citadas, outro grupo importante de antioxidantes
sdo as glutationas como, a GSH e a enzima GST, que atuam na defesa contra xenobiéticos,
radicais livres e na eliminacdo de produtos da lipoperoxidagédo [28,71], sendo considerado,
provavelmente, o sistema de defesa antioxidante mais importante nas fibras musculares [61].

Neste trabalho, o excesso de fonte de glaten de trigo (grupo G70) promoveu reducao
na atividade de GSH no musculo GCN em comparacdo aos grupos controle GC14, GO e
G42. Assim, uma possivel toxicidade, relacionada com o excesso de fonte de gliten e,
portanto, gliadina, resultou na reducgdo da atividade antioxidante de GSH no musculo GCN.
Corroborando com nosso resultado, foi relatado, em um outro estudo, a reducao da atividade
de GSH na mucosa intestinal de pacientes celiacos com a forma ativa da doenca [72].

Na literatura, sdo escassos o0s estudos envolvendo o gluten e os antioxidantes ndo
enzimaticos (GSH) e enzimaticos (GST) no musculo esquelético. A maioria dos trabalhos
aborda essa analise no musculo esquelético de humanos em condices patoldgicas. Por
exemplo, em pacientes com Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ou sarcoglicanopatias,
foi observada a reducdo de GSH nos musculos biceps e vasto lateral, 0 que contribuiu para a
diminuicdo da funcdo antioxidante [73].

Contrariamente ao observado no GCN, no musculo SOL, o alto teor (grupo G42) e
excesso de fonte de glaten (grupo G70) resultaram nos maiores niveis de GSH em relagéo
ao grupo controle GC14. Apesar do GSH ser o antioxidante mais importante e abundante
no tecido muscular, em trabalhos que utilizam como modelo experimental a DMD, ainda
sdo escassas as informagOes sobre os componentes principais do sistema GSH e sua
resposta ao estresse oxidativo [74].

Nos musculos SOL e GCN, o grupo GO apresentou aumento nos niveis de GSH em

relacdo ao controle GC14. Corroborando com esse resultado, pacientes celiacos que
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adotaram uma dieta isenta de gldten (grupo GFD, do inglés gluten free diet)
apresentaram maior atividade de GSH na mucosa intestinal em relacéo a pacientes celiacos
que mantiveram uma dieta com gluten [75]. Dessa forma, na literatura, a maioria dos
estudos avalia os efeitos do gluten sobre a atividade de GSH no intestino delgado de
pacientes celiacos em comparagédo aos nao-celiacos [68,72,75,76].

Além da GSH, outra glutationa que pode ser alterada devido a exposi¢do a gliadina é
a GST, que mostra niveis reduzidos em cultura de células [77]. No musculo SOL, 0 excesso
de fonte de gluten de trigo (grupo G70) promoveu aumento da concentracdo de GST em
relacdo ao controle GC14 e ao grupo isento de gluten. Esse resultado diverge daqueles
encontrados na literatura, uma vez que ha reducao na atividade de GST em cultura de células
Caco-2 (células tumorais de cdlon humano), quando ha exposi¢do aos peptideos P31-43 da
gliadina [76].

Diferentemente dos achados observados no SOL, no musculo GCN dos grupos G42
e G70, a atividade de GST néo apresentou diferencas em relacdo ao controle GC14, mas
houve reducdo nos niveis dessa enzima no grupo GO em comparacdo aos demais grupos.
Na morfologia muscular do GCN, no grupo GO, foi possivel observar a presenca de alguns
focos isolados de inflamacdo que podem ter contribuido para a reducéo de GST.

Ja foi bem relatado em camundongos mdx, modelo para estudo da DMD, o
comprometimento da atividade das enzimas antioxidantes, acompanhado de danos
oxidativos [78]. Além disso, a inflamacédo cronica é uma das caracteristicas que acomete a
fisiopatologia e a progressdo da DMD, causando as lesGes musculares caracteristicas dessa
doenga [79]. No modelo de DMD, bem como em outras distrofias musculares, como
sarcoglicanopatias e disferlinopatia, é possivel visualizar a reducdo da atividade de GST na

musculatura esquelética [73].

2.2.3 Enzimas de inflamacdo: MPO e NAG

A MPO é uma enzima de inflamacao e de estresse oxidativo presente nos neutréfilos
e estd associada com varias doengas inflamatorias relacionadas a intolerancia ao glaten de
trigo [80,81]. Nesse trabalho, a atividade da MPO, nos musculos SOL e GCN, mostrou-se
reduzida nos animais alimentados com alto teor e excesso de fonte de glaten de trigo (grupos
G42 e G70, respectivamente) em relacdo ao controle GC14. Esse resultado foi diferente do
esperado, uma vez que a analise de estresse oxidativo mostrou um desequilibrio entre agentes
oxidantes e antioxidantes nesses musculos.

No nosso trabalho, foi avaliada a dosagem tecidual da MPO, enquanto, na literatura, a
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maioria dos estudos realiza a dosagem sérica dessa enzima em pacientes celiacos ou em
cultura de células estimuladas com gliadina. Contudo, os resultados sdo conflitantes, uma
vez que a atividade de MPO sérica mostra-se reduzida em pacientes celiacos [82] e
aumentada em células cultivadas in vitro que foram tratadas com a gliadina isolada [80,83].
Considerando os animais alimentados com racdo isenta de glaten, o mdsculo SOL
mostrou menor atividade de MPO em relag&o ao grupo controle GC14.

Estudos envolvendo a quantificagdo de MPO, em animais alimentados com dieta isenta
de gluten e em pacientes celiacos, sdo limitados na literatura e os resultados ja descritos sao
divergentes. Por exemplo, foram encontrados niveis séricos aumentados de MPO em
pacientes com DC em comparacdo com pacientes saudaveis [17]. Entretanto,
similarmente aos nossos resultados, ja foram relatados niveis séricos menores de MPO
em pacientes celiacos em relacdo aos pacientes
saudaveis [82].

No grupo isento de fonte de gliten de trigo, 0 musculo GCN mostrou aumento da
atividade de MPO em relacéo ao controle GC14 e aos grupos G42 e G70. Conforme discutido
anteriormente, no nosso estudo, o grupo isento de glaten mostrou atividade da SOD reduzida
e de CAT aumentada no GCN, ja que o antioxidante tende a diminuir (SOD) na presenca do
agente oxidante, e a CAT tende a aumentar quando ocorre 0 aumento de perdxido de
hidrogénio no meio. Sendo assim, uma vez que MPO catalisa a reacdo entre peroxido de
hidrogénio e o ion cloreto (CI") [84], pode ser que sua atividade aumentada, no grupo isento
de glaten, esteja relacionada com o aumento na concentracao de peroxido de hidrogénio no
meio.

A atividade elevada de NAG ja foi caracterizada em algumas doencas inflamatérias
[85], uma vez que essa enzima esta presente em macrdfagos ativados, relacionando-se com
a fase inflamatdria tardia [86,87]. No mdsculo SOL, a atividade de NAG apresentou-se
aumentada no grupo G70 em relagédo ao controle GC14. Esse resultado sugere que 0s danos
nas fibras musculares do SOL possam estar relacionados com uma inflamacdo promovida
pela ativacdo de macrdfagos [88] devido a exposicdo ao excesso de fonte de gluten de trigo,
cujos efeitos inflamatdrios ja foram discutidos anteriormente.

No musculo GCN, a atividade de NAG encontra-se reduzida nos grupos GO, G42 e
G70 em relacdo ao controle GC14. A atividade de NAG esta relacionada com o
recrutamento de macrofagos durante a inflamag&o [87]. A analise morfologica mostrou que
o musculo GCN foi menos afetado pelos focos de inflamacgdo que o SOL e a redugdo nos

niveis de NAG no GCN pode estar envolvida com uma menor atividade de células
43



inflamatdrias, como os macrofagos, ou com a reducdo da migracao leucocitaria [88].
Trabalhos que analisaram a atividade das enzimas MPO e NAG nos musculos SOL e

GCN nos modelos de SNCG ou DC sé@o pouco frequentes na literatura; portanto, mais

estudos precisam ser realizados para caracterizar a contribuicdo dessas enzimas em

processos inflamatorios na musculatura esquelética.

2.3 Quantificacé@o da expressao génica

2.3.1 Pax7, Fatores de regulagdo miogénica (MRFs) e IL-6

Nos musculos SOL e GCN, os diferentes niveis de fonte de glaten ndo influenciaram
na expressdo do gene Pax7, expresso especificamente pelas células satélites (CS) e
amplamente utilizado como marcador de sua quiescéncia [32]. Em condi¢cdes homeostaticas,
as células satélites estdo em um estado de quiescéncia que € iniciado e mantido pela atividade
transcricional continua da Pax7 [33]. Uma vez ativadas por estresse ou lesdo, as CS
proliferam, se tornam mioblastos e entram na fase inicial de diferenciacdo, tornando-se
mioblastos que iniciam a expressao dos MRFs, ou retornam a quiescéncia para restabelecer
a populacéo de CS nas fibras musculares [33,89].

Os mioblastos em proliferacdo expressam os MRFs MyoD e Myf-5, enquanto a sua
diferenciacdo € controlada pela expressdao dos MRFs MYOG e MRF4 [32,33]. No musculo
SOL, a maior expressdo génica de MyoD, observada nos grupos GO e G42, em relacéo ao
controle GC14, pode indicar uma maior ativacdo de CS e proliferacdo de mioblastos que
contribuiu com o maior didmetro das fibras musculares, conforme observado na anélise
morfométrica. A maior expressao génica de MYOG no grupo GO, em comparacao ao G70,
sugere que a maior diferenciacdo de mioblastos, no musculo dos animais alimentados com
dieta isenta de gluten, contribuiu com o maior didametro das fibras, em resposta aos estimulos
inflamatdrios, mesmo que de baixo grau, conforme observado nas analises morfoldgica e
morfométrica.

Na literatura sdo escassos trabalhos que relacionem dietas com diferentes niveis de
fonte de glaten e a expressdo de MRFs na musculatura esquelética de humanos e roedores.
Em estudos realizados com modelos de roedores mdx para DMD, foi observado aumento na
expressdo do mRNA de MyoD e MYOG no musculo diafragma, resultado que pode estar
relacionado com o processo inflamatério e que corrobora com os dados encontrados no
modelo estudado neste trabalho [90].

Além dos estudos com DMD, outros autores também encontraram aumento na
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expressdao do mMRNA de MyoD e MYOG no musculo GCN de animais artriticos [91]. Em
outros casos que envolveram quadros de inflamagdo no musculo tibial anterior (TA) de ratos,
também foi notado o aumento da expressdo de MRNA de MyoD [92]. A expressao génica de
Pax7, MyoD e MYOG, no musculo GCN, ndo apresentou diferencas significativas entre 0s
grupos. Dessa forma, diferentes niveis de fontes de gluten ndo influenciaram na expressao
dos genes musculo-especificos avaliados, o que pode estar relacionado com o fato do
musculo GCN ter sido menos acometido por focos de inflamagdo que o musculo SOL,
conforme observado na analise morfoldgica.

Nesse estudo, foi quantificada a expressdo génica da miocina IL-6 que
desempenha um papel fundamental em condicdes fisioldgicas e patoldgicas, sendo produzida
principalmente apds estimulos inflamatdrios [93]. A expressdo do mRNA de IL-6 no
musculo SOL néo apresentou diferenca significativa entre os grupos, resultado que difere do
musculo GCN que mostrou menor expressao IL-6 no grupo isento de fonte de gluten em
relagdo ao grupo controle GC14. Embora ambos os musculos tenham apresentado focos de
inflamacéo, no grupo GO a menor expressdo de IL-6 no GCN corrobora com o achado de
que ele seja menos acometido pela inflamacdo em comparacdo com o musculo SOL,
conforme observado na analise morfoldgica.

Estudos envolvendo o modelo de SNCG com o tecido muscular estriado esquelético
sdo escassos na literatura. A maioria dos trabalhos abrange pacientes ou camundongos
distroficos mdx. Ja foram relatados resultados de bidpsias musculares envolvendo o aumento
na expressao do mRNA de IL-6 em pacientes que apresentam dermatomiosite juvenil [94].
Além disso, também foi encontrado aumento da expressao de IL-6 no masculo tibial anterior
(TA) de ratos machos mdx portadores de DMD [95]. Além das distrofias musculares, a
expressdao do mRNA de IL-6 pode ser aumentada a partir do estimulo do exercicio resistido
intenso que induz danos as fibras musculares, promovendo a inflamacao [96,97]. Além disso,
exercicios concéntricos e excéntricos, realizados em uma Unica sessdo, também podem
aumentar a expressao de 1L-6 [98].

Desse modo, de acordo com o protocolo experimental utilizado nesse estudo, 0s
niveis crescentes de fonte de gluten de trigo, bem como a dieta isenta de gluten, influenciaram
na morfologia e morfometria das fibras, na inflamacéo, estresse oxidativo e expressdo de

genes relacionados com a atividade de CS nos musculos SOL e GCN de ratos Wistar.
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3. CONCLUSAO

Os resultados obtidos ao fim dessa pesquisa mostram que niveis crescentes de fonte
de gliten de trigo e a dieta isenta de gliten promoveram alteracbes morfoldgicas e
morfométricas nos masculos so6leo e gastrocnémio de ratos Wistar, como presenca de focos
de inflamac&o de baixo grau e aumento no diametro das fibras. Além disso, foram observadas
alteracdes nos biomarcadores de inflamacdo, como a CK, MPO e NAG, um quadro de
estresse oxidativo no musculo séleo de todos os grupos analisados, e mudancas na expressao

de genes musculo-especificos e de IL-6 que controlam a atividade de células satélites.
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