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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a acao estrogénica sobre o perfil
metabdlico e morfolégico muscular, além da sensibilidade tecidual periférica de
ratas submetidas a ovariectomia e desnervacao muscular. Os animais foram
divididos em 11 grupos experimentais (n=6): controle (C), tratado com estradiol 7
(E7) e 15 dias (E15), ovariectomizado 7 (O7) e 15 dias (O15), ovariectomizado
tratado com estradiol 7 (OE7) e 15 dias (OE15), desnervado 7 (D7) e 15 dias
(D15), desnervado tratado com estradiol 7 (DE7) e 15 dias (DE15). As analises
realizadas foram: glicogénio (G) dos musculos soleo (S), gastrocnémio branco
(GB) e vermelho (GV), peso corporal, do S e do utero, teste de tolerancia a
glicose (GTT) e a insulina (ITT), ciclo estral, indice de ingesta e andlise
morfométrica do S. A andlise estatistica incluiu o teste Kolmogorov-Smirnov,
ANOVA e teste post-hoc de Tukey para comparar mais de 3 grupos e teste t para
2 grupos, e para a analise morfométrica, o teste Kruskal-Wallis e Tukey HSD
pelos softwares Origin 6.0° e Prism® 3.0 (p<0,05). A andlise do ciclo estral
mostrou que os grupos O7 e O15 tiveram redugdo da permanéncia da fase
proestro e os grupos OE7 e OE15 um aumento nessa fase. Os resultados
relacionados ao GTT e ITT mostraram diferenca significativa somente nos grupos
015 e OE15. O G dos musculos S, GB e GV diminuiu significativamente no grupo
O15 e aumentou nos grupos E7, E15, OE15, porém o grupo OE7 apresentou
aumento somente no S. Com relacdo a desnervacdo, somente o grupo D7
apresentou reducao no G do S, porém os grupos DE7 e DE15 apresentaram
aumento em todos o0s musculos quando comparados aos D7 e D15,
respectivamente. Os grupos E7 e O7 nao apresentaram alteracdo na area da fibra
do séleo, porém foi observado um aumento significativo na densidade da area do
tecido conjuntivo. O grupo OE7 apresentou reducao do tecido conjuntivo, quando
comparado ao O7. Na condicdo D7, houve reducdo na area da fibra bem como
aumento na densidade de drea do tecido conjuntivo, no entanto, o grupo DE7,
apresentou reducao na proliferacdo do tecido conjuntivo quando comparado ao
D7. Estes resultados sugerem que o estrdgeno pode ser um recurso eficiente
para minimizar tanto o comprometimento metabdlico muscular, caracterizado pela
atrofia muscular decorrente da desnervagao, quanto em condi¢des de deficiéncia
hormonal, como foi demonstrada na ovariectomia.

Palavras-chave: estrogeno — ovariectomia — desnervacao — musculo - fisioterapia



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the estrogen action on the
metabolic and morphologic muscle profiles, besides the periphery tissue sensibility
in female rats submitted to ovariectomy and muscle denervation. The animals
were divided in 11 experimental groups (n=6): control (C), treated with estradiol for
7 (E7) and 15 days (E15), ovariectomized for 7 (O7) and 15 days (O15),
ovariectomized treated with estradiol for 7 (OE7) and 15 days (OE15), denervated
7 (DE) and 15 days (D15), denervated treated with estradiol for 7 (DE7) and 15
days (DE15). The following analyses were carried out: glycogen amount in soleus
(S), white (WG) and red gastrocnemius (RG), body, soleus and uterus weights,
glycaemia, glucose (GTT) and insulin tolerance tests (ITT), estral cycle, solid and
liquid intake and soleus morphometric analysis. The statistical analysis included
the Kolmogorov-Smirnov test, ANOVA and post-hoc Tukey test to compare more
of three groups and t test for 2 groups, and, for the morphometric analysis, the
Kruskal-Wallis and Tukey HSD tests by Origin 6.0® and Prism® 3.0softwares
(p<0.05). The estral cycle analysis showed that the O7 and O15 groups presented
a reduced permanence time of the proestrus phase, while the OE7 and OE15
groups presented an increase in this phase. The GTT and ITT tests showed a
significant difference only in the O15 and OE15 groups. Glycogen contents in the
S, WG and RG muscles were reduced in the O15 group and enhanced in the E7,
E15, OE15 groups, while in the OE7 group, the glycogen content increased only in
the soleus muscle. As for denervation, only the D7 group showed reduced
glycogen content in soleus, however, the DE7 and DE15 groups showed
increased glycogen content in all muscles, when compared to the D7 and D15
groups, respectively. The OE7 group shows reduction in conjunctive tissue when
compared to O7. In D7 condition, there was reduction in the fiber area and
increase in the density of conjunctive tissue, however, the DE7 group shows
reduction in conjunctive tissue proliferation when compared to D7. These results
suggest that estrogen may be an effective resource to minimize as much muscle
metabolic compromising, characterized to muscle atrophy by denervation, as in
condition of hormonal deficiency, as it was demonstrated in ovariectomy.

Key-words: estrogen — ovariectomy — denervation — muscle - physiotherapy
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1 INTRODUCAO

Na construcéo e desenvolvimento do projeto que culminou com esta
dissertagdo procurou-se ir ao encontro de contemplar e interligar duas
importantes vertentes que balizam acgdes profissionais e académico-
pedagdgicas que norteiam a vida da autora.

Atualmente, a menopausa e a reposicdo hormonal sao fatos
bastante discutidos na literatura, devido a varios sistemas do organismo
sofrerem influéncia do horménio estrégeno, destacando o sistema musculo-
esquelético que € o foco do nosso estudo.

Além da abordagem atual ser difundida nos meios cientificos, em
especial na area médica, a fisioterapia também é uma area que trabalha com
reabilitacdo, prevencao de doencgas, qualidade de vida e manutencao da saude
em mulheres de todas as faixas etarias, principalmente mulheres idosas que,
estando na fase de menopausa, sofrem alteracdes hormonais importantes
resultando em sintomas, como quadro de alteracbes de humor, perda de
massa éssea e muscular. Estas alteracées sado queixas comuns na pratica
clinica em tratamento para problemas em coluna, joelhos, pds-operatério de
fraturas, ressaltando que, as pacientes com alteracbes de humor como
depressao e ansiedade, sentem-se desmotivadas a pratica de atividade fisica,
tornando-se cada vez mais sedentarias, condicdo que quando associada a
perda hormonal, potencializa os efeitos degenerativos da terceira idade.

Na vertente ligada a atividade profissional fisioterapéutica,
destacamos as atividades desenvolvidas na Clinica Reviva, situada na cidade

de Piracicaba, que sob orientacdo da autora desta dissertacdo, atende 60
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mulheres idosas que participam de um programa especifico para a terceira
idade, com a coordenacgdo de fisioterapeutas, desenvolvida por educadores
fisicos, além da contribuicio de médicos, psicologos e nutricionistas. O
programa oferece algumas modalidades como Ginastica, Danca, loga,
Alongamento Terapéutico, e opgdes de horarios para a pratica de aulas no
periodo da manh3, tarde ou noite. A paciente inicia um programa preventivo ou,
apos o término de um tratamento fisioterapéutico, realiza uma avaliacao e
responde a um questionario de cronobiologia (Horne e Ostberg, 1976) onde, de
acordo com a pontuacdo, determinamos se o individuo é potencialmente
matutino ou vespertino, e de acordo com o resultado, encaminhamos a
paciente para o horario mais adequado de acordo com seu ritmo
cronobioldgico. Desta forma, a Clinica Reviva oferece modalidades e horarios
diferenciados para que o idoso tenha opcao de escolher seu horario e a
atividade que tenha maior afinidade, visando assim um melhor rendimento. As
aulas sao realizadas de duas a trés vezes por semana com duragdo de uma
hora por sessdo, onde sdo realizados exercicios de fortalecimento,
propriocep¢ao, alongamento, relaxamento, coordenacdo motora e equilibrio,
objetivando auxiliar o idoso a minimizar os sintomas presentes no processo de
envelhecimento associado as alteracées hormonais, sempre em busca da
melhora na qualidade de vida.

No que tange a vertente cientifico-pedagodgica, destacamos que
estudos pré-clinicos constituem passos essenciais para o direcionamento de
ensaios clinicos em humanos e necessitam de reavaliagdes freqlientes visando
a adequagdo experimental e o conhecimento de sua aplicabilidade. Neste

contexto, desenvolver estudos experimentais com animais dotados de ciclos
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endocrinos que reproduzam estados de hipofuncdo gonadal, implica num
processo de reengenharia que permita a andlise cuidadosa dos dados, mesmo
sabendo-se que existe uma semelhanca filogenética do rato com o ser
humano. Com relacdo ao endocrinismo dos ratos, seu ciclo enddécrino
reprodutivo provém da atividade do eixo hipotdlamo/ovariano, onde as génadas
secretam hormonios estruturadores do corpo como o estrégeno, progesterona
e andlogos a partir de uma programacao bioldgica prévia, sobretudo dos
chamado tecido-alvo como 0ssos, artérias, veias, visceras, 6rgaos sexuais,
mucosas, pele e tecido muscular, nos quais a homeostasia depende da
integridade do sistema endocrino.

O estrogeno € um esterdide sexual proprio das fémeas, derivado do
carbono 18 e responsavel pela homeostasia estrutural de muitos 6rgdos do
corpo. Desde a década de 30, foi adotado o termo estrégeno para designar
toda substancia que € capaz de provocar modificacbes tipicas do estro
(aumento do Utero e cornificacdo do epitélio vaginal) e induzir acasalamento,
eventos observados em diversas condicdes experimentais e que se
assemelham in anima nobili. Por fim, é notdrio que métodos indutores de
hipoestrogenismo desencadeiam expressiva alteragdes na homeostasia das
fibras musculares.

Este fato levou a direcionar o estudo para ratas sob a condi¢do de
ovariectomia, que é um método de hipoestrogenismo submetendo-as ou nao
ao tratamento com estrogeno, correlacionando assim, com as mulheres em
condicao de menopausa que recebem ou ndo o tratamento de reposicao
hormonal e seu efeito em um processo de reabilitacdo ou mesmo em periodos

de desuso muscular.
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Embora sejam conhecidos todos os efeitos benéficos do estrégeno
como o de reduzir os efeitos deletérios do idoso, € importante ressaltar que
todo tratamento medicamentosos tem suas indicagdes e contra-indicagbes que
devem ser criteriosamente estudadas e avaliadas, além da importancia em
relacdo ao tempo de uso e a dose do horménio a ser administrada. Sabemos
das indicacbes e efeitos benéficos em relacao a osteoporose, a forgca muscular
e aos demais sintomas da menopausa. Mas, suas contra-indicagdes também
sao polémicas e geram algumas discussdes ainda ndo bem esclarecidas como
tromboflebite, acidente vascular cerebral e principalmente e desenvolvimento

de cancer de mama.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Metabolismo muscular esquelético e sinalizacao da insulina

O tecido muscular é constituido de 75% de agua, 20% de proteinas e
os restantes 5% compreendidos de sais minerais, glicogénio, glicose, lipidios e
de compostos nitrogenados ndo protéicos, como a creatina, ATP (trifosfato de
adenosina) e ADP (difosfato de adenosina). A célula muscular esquelética
possui uma membrana celular (sarcolema) que tem como fungdes manter a
integridade do meio intracelular, a permeabilidade seletiva para eletrélitos e
substancias organicas, além de contribuir para que o efeito estimulante de um
impulso nervoso nao se propague de uma fibra muscular as suas vizinhas. O
citoplasma (sarcoplasma) preenche todos os espacos intersticiais entre as
miofibrilas, e nele encontram-se substancias dispersas, tais como: mioglobina,
granulos de gordura e de glicogénio, compostos fosforados, ions, enzimas e
organelas como reticulo sarcoplasmatico, mitocondrias e nucleo. (Aires, 1999).

As fibras musculares podem ser divididas basicamente, quanto as
propriedades estruturais e fisiologicas, em fibras do tipo | e II. A fibra muscular
tipo I, vermelha, de contracéo lenta ou oxidativa lenta possui forca de contracao
baixa e é extremamente resistente a fadiga. Estruturalmente possui mais
mitocOndrias e mais capilares por fibras e sua principal fonte energética é o
sistema aerobico. A fibra muscular tipo I, branca ou de contracao rapida pode
ser subdividida em varios grupos, mas especialmente em tipo IIA e 1B

(Junqueira e Carneiro, 1999).
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A fibra do tipo IIB ou glicolitica rapida possui o tempo de contracdo
mais rapido, a maior for¢ca de contragcdo e a menor resisténcia a fadiga. Seu
sistema glicolitico € bem desenvolvido, ao contrario do oxidativo, portanto
utiliza basicamente o sistema anaeroébico. A fibra tipo [IA ou oxidativa glicolitica
rapida € intermediaria entre os tipos | e IIB (Cahill et al., 1997).

A maioria dos musculos humanos é composta por uma mistura de
tipos de fibras, musculos ténicos ou posturais, como o sbéleo que sao
geralmente localizados junto ao esqueleto e possui maior proporcéo de fibras
do tipo |. Musculos fasicos ou de contracdo rapida encontram-se em posi¢ao
mais superficial e tem maior proporcao de fibras tipo Il (Garret e Best, 1994).

A homeostasia energética das fibras musculares decorre da
constancia no suprimento de substratos metabdlicos e da integridade das vias
metabdlicas. O principal substrato utilizado pelas fibras musculares é a glicose,
sendo que a sua absorcao € de carater multifatorial, dependendo da insulina,
da atividade metabdlica tecidual ou ainda da elevacao na atividade contratil das
fiboras (Anderssen et al., 1993). O suprimento da hexose decorre da
translocacdo de transportadores de glicose tipo GLUT 4 de reservatérios
citosélicos para a membrana, favorecendo a elevacdo das reservas celulares
que pode ser direcionado a oxidacdo, geracao de energia ou formacao de
reservatorios de glicogénio.

Quanto ao transporte de glicose através das membranas das fibras
musculares, sabe-se que € um processo mediado por uma familia de
transportadores de glicose (GLUT) denominados GLUT1, GLUT4 e GLUTS
(Klip e Paquet, 1990). Considerando-se a fung&o dos transportadores, sabe-se

que o GLUT 1 é responsavel pela captacao basal de glicose, o GLUT4, que é o
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mais importante, participa efetivamente do controle glicémico, pois promove a
captacdo de grandes quantidades de glicose, sendo ainda passivel de ser
translocado de reservatoérios vesiculares citosélicos em direcdo a membrana, e
o GLUT5 que é responsavel pela captacao de frutose. No repouso, a proporcao
entre o GLUT1 e o GLUT 4 é de 1:1, no entanto, na presenca de insulina ou
frente a elevacao na atividade contratil, a proporcdo passa a ser de 1:5,
respectivamente (Zierath et al., 1995).

A dinamica contratil da musculatura esquelética decorre da atividade
de fibras nervosas motoras que ao se interiorizarem no muasculo, perdem sua
bainha de mielina e ramificam-se (ramos terminais), entrando em contato com
a membrana da fibra muscular esquelética através de placas motoras (areas
responsaveis pela transmissdo do potencial de acdo do nervo para fibra
muscular). A quantidade de fibra muscular inervada pelo ramo terminal varia de
acordo com o trabalho realizado pelo musculo ou grupamento muscular.
Movimentos precisos e delicados necessitam de uma alta densidade de
inervacao, sendo assim, cada fibra nervosa chega a inervar poucas (3 a 5)
fibras musculares. Mas o musculo ou grupo muscular que realiza movimentos
sem refinamento motor ndo necessita de uma alta densidade de inervagéao, e
neste caso uma unica fibra nervosa chega a inervar centenas de fibras
musculares (Berne e Levy, 2000).

Todo este aparato contratil, para um perfeito funcionamento,
necessita que suas estruturas estejam integras. A perda desta integridade por
qualquer estimulo que seja, exercicio fisico de alta intensidade, por exemplo,
promove algumas alteragdes, denominadas lesbes musculares, tornando o

funcionamento deste aparato deficitario (Hofmann, 1987).
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A contracdo muscular esquelética é desencadeada pelos eventos
deflagrados em virtude dos potenciais elétricos gerados na interface da jungao
neuromuscular, os quais ativam uma série de sistemas transmembranicos
responsaveis tanto pelas variacbes nas concentracdes idnicas citosélicas
quanto pela modulagdo na atividade metabdlica. Especificamente no tecido
muscular, o padrdao metabdlico das fibras € determinado de forma multifatorial e
influenciado pela sensibilidade a insulina, pela populacédo de receptores, pela
atividade de sistemas especificos de captagéo de glicose ou pela atividade das
enzimas-chave do metabolismo de carboidratos (Taylor, 1991).

A homeostasia glicémica das fibras musculares € mantida a custa da
acao da insulina, que exerce efeito direto sobre a célula muscular, facilitando a
captacdo e o metabolismo da glicose, além de regular uma grande cadeia de
processos metabolicos celulares. Com relacdo a sensibilidade tecidual a
insulina, sabe-se que o receptor da insulina €& sintetizado no reticulo
endoplasmatico na forma de pré-receptor, sendo entdo transferido para o
sistema de Golgi, onde sofre a clivagem proteolitica. As subunidades
resultantes, duas o e duas B, sdo entdo submetidas a adicdo de substancias
como acidos graxos, glucosamina, fucose e acido sidlico, e assim as
subunidades alfa e beta se dimerizam para constituir o receptor maduro que é
um heterotetramero. As modificacdes inerentes da fase pds-transducdo do
receptor, sdo essenciais para que ocorra sinaliza¢ao da insulina. A intensidade
da acao da insulina pode ser controlada tanto pelo numero de receptores na
membrana quanto pelo percentual dos mesmos na forma ativa, com atividade

tirosina-quinase (Ullrich e Schlessinger, 1990).
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No receptor, a regido da subunidade B contigua a membrana, no
interior da célula, tem a funcdo de regulacdo. Assim, certos aminoacidos ali
localizados controlam o ritmo de internalizacdo endocitica de complexos de
receptor-hormdnios. Os receptores podem ser degradados ou reciclados para a
membrana, segundo as necessidades da célula, sendo seu numero na
membrana, desta forma, regulado. Em condigcdes normais, a subunidade o
exerce um efeito inibitério sobre a subunidade B, o que reprime a atividade
tirosina quinase. A ligacdo da molécula de insulina com a molécula do receptor
promove uma modificagdo conformacional no receptor, que se inicia na
subunidade o e se propaga a subunidade B, anulando a inibicdo. A seguir uma
molécula de ATP se posiciona na regiao reguladora do receptor, contigua a
membrana e o préximo passo é a autofosforilagdo, processo caracteristico de
toda a familia de receptores tirosina-quinase. Embora a correlagédo entre a
estrutura quimica e funcao do receptor ja tenha sido esclarecida, o elo entre o
receptor e sua atividade alvo permanece até entdo desconhecido (Garcia e
Kanaan, 1997).

A musculatura esquelética € quantitativamente o tecido mais
importante envolvido na homeostasia glicémica, visto sua capacidade de captar
grandes quantidades de glicose apds infusao ou ingestao. As fibras musculares
esqueléticas apresentam em condicdes basais, pequenas concentracdes
citosdlicas de glicose, no entanto, frente a hiperinsulinemia, hiperglicemia ou
atividade fisica, sdo desencadeados processos facilitadores de uma maior
captacdo da hexose, a qual pode ser prontamente oxidada e liberada na forma
de lactato, alanina ou piruvato, ou direcionada para formacdo de glicogénio

(Henriksen et al., 1997).
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A estimulacdo da sintese de glicogénio é uma das maiores respostas
fisioldgicas moduladas pela insulina, porém, detalhes precisos dos mecanismos
pelos quais a insulina atua na sintese de glicogénio nos musculos ainda s&o
desconhecidos. Estudos tém apontado as enzimas glicogénio sintetase kinase-
3 (GSK-3) e proteinas-ligantes-fosfatases-1 (PP-1G) como responsaveis pela
ativacdo da enzima glicogénio sintetase (GS) que é a enzima-chave do

metabolismo do glicogénio (Srivastava e Pandey, 1998).

2.2. Desnervacao

Segundo Henriksen et al. (1997) ha um consenso no sentido de que o
musculo desnervado difere do musculo normal, visto que a interrupgao
completa de inervagdo motora promove a perda imediata da atividade
voluntaria e reflexa do musculo, seguida de atrofia muscular progressiva
durante semanas ou meses seguintes. Alguns estudos demonstraram que
concomitante a seccao da inervacdo motora ocorrem expressivas modificacdes
relacionadas ao metabolismo de carboidratos pelas fibras, sendo merecedor de
destaque a resisténcia a insulina, desencadeada pela redu¢éo na concentracao
de fosfatidilinositol-3-kinase (PI13-K) ligada ao receptor da insulina, a reducao
na populacdo do GLUT4, a redugdo na concentragdo citosdlica do acido
ribonucléico mensageiro (RNAm) do GLUT4, reducéo na expressao génica dos
transportadores GLUT1 e GLUT4, redugcdo na atividade das enzimas
participantes da glicélise, inativacdo da enzima glicogénio sintetase e reducao
na habilidade da insulina em ativa-la (Sowell et al., 1991; Elmendorf et al.,

1997). Estes eventos associados convergem para a redugdo na captacao e no
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metabolismo da glicose predispondo as fibras musculares a atrofia (Coderre et
al., 1992; Henriksen et al., 1997).

Diversos estudiosos avaliaram as interacées entre a inervacao e a
homeostasia energética do tecido muscular. Neste aspecto, estudos da
integragéo entre o nervo frénico e o diafragma, in vivo e in vitro, mostraram que
apos a seccao do nervo, a captacdo da glicose estimulada pela insulina foi
reduzida, comprometendo o metabolismo glicidico deste tecido (Smith e
Lawrence, 1984). Os estudos das adaptacées metabdlicas das fibras
musculares na atividade fisica mostraram a existéncia de uma populacao de
GLUT4, externalizada dos reservatérios citosélicos para a membrana
plasmatica, devido a mudanca no status metabdlico da fibra, ndo dependendo
da acdo da insulina (Jarvinen et al., 2002), o que levou-se a hip6tese do
beneficio dos tratamentos fisioterapéuticos baseados na cinesiologia, uma vez
que influenciam na manutencao da homeostasia energética das fibras.

Para Magnusson et al. (2005) as fibras do musculo desnervado sao
bioguimica, mecéanica, elétrica e morfologicamente diferentes das fibras do
musculo normal. Diversos estudos dos efeitos da desnervacdo sobre a
homeostasia energética do muasculo sbéleo tém demonstrado reducdo na
sensibilidade a insulina, reducdo na atividade das vias reguladoras do
metabolismo de glicose (Lin et al., 2002), reducdo na captacdo de glicose,
reducdo na expressao génica do transportador GLUT4 (Coderre et al., 1992), e
reducdo do metabolismo muscular da glicose, fatores que podem desencadear
o processo de hipotrofia (Henriksen et al., 1997; Magnusson et al., 2005).
Concomitante a desnervacdo da musculatura esquelética observa-se reducao

na acao da insulina, fato altamente expressivo a partir do terceiro dia pés-



28

desnervagcao quando se observa reducao de 80% nesta sensibilidade (Smith e

Lawrence, 1984).

2.3. Ciclo estral e Estradiol

O ciclo estral, em ratas, que pode durar em média de 4 a 5 dias, é
constituido de quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro (Freeman
1988). A ovulacao ocorre durante o estro, quando a fémea esta receptiva ao
macho, porém se a fecundacdo n&o ocorrer, um corpo luteo, pequeno e
transitério, forma-se durante o metaestro e regride em diestro. O Gtero, que se
apresenta rosado e preenchido por fluidos durante a fase estro, torna-se fino e
anémico na diestro. Durante a fase proestro, novos foliculos se formam e o
utero novamente aumenta de volume, preparando para uma possivel
implantacdo durante o estro seguinte (Hoar e Hickman, 1975).

Alguns estudos demonstraram que as alteracdes uterinas ocorridas
ao longo do ciclo estral devem-se as acgOes dos esterdides sexuais nestes
tecidos. A citologia vaginal também sofrem modificacdes em conseqiiéncia dos
hormdnios sexuais, e a identificacdo dos tipos celulares que constituem o
epitélio vaginal, é utilizada para identificacdo das fases do ciclo reprodutivo
(Long e Evans, 1922; Young, Boling e Blandau, 1941; Hoar e Hickman, 1975).

Com relagéo aos esterdides sexuais, 0s menores niveis de estradiol
sdo observados durante o estro, ocorrendo um aumento no metaestro para
atingir o pico na tarde de proestro (Dupon e Kim, 1973; Butcher e Pope, 1979;
Freeman, 1988; Brow e Ferreira, 2005). As variacdes das concentracbes dos

hormdnios sexuais que ocorrem durante o ciclo estral também influenciam
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funcées que ndo estdo diretamente relacionadas a reproducgdo, tais como a
secrecdao de CRH (horménio liberador de corticotropina), ACTH (hormdnio
adrenocorticotrépico) e corticosterona. O aumento dos niveis plasmaticos de
estradiol, progesterona e horménio luteinizante, que ocorre na tarde de
proestro, € acompanhado por uma elevacao dos niveis de ACTH (Anderson et
al., 1997).

Assim, ressalta-se que, em estudos com ratas, € importante o
conhecimento e avaliacao do ciclo estral devido as flutuagbes hormonais, além
de alteragcbes que podem ocorrer durante alguns tratamentos.

A funcionalidade do estrogeno no musculo esquelético ainda é
controversa, e apesar de sua real funcdo ser desconhecida, alguns estudos
observaram um importante papel regulador na forca muscular, diferenciada
durante as fases do ciclo menstrual, destacando uma significativa reducao da
forca muscular durante o periodo de menopausa (Ciooca e Vargas-Roiga,
1995; Skelton et al., 1999). H4 alguns relatos de que nao ha diferenca frente a
variacdo na concentracao circulante de estrégeno e alteracbes da forca
muscular (Heikkinen et al., 1997) ou ainda que, a molécula pode atuar como
antioxidante e estabilizador das membranas das fibras musculares (Tiidus,
1995).

Estudos relacionados a sinalizacdo do estrégeno tém revelado a
presenga de receptores de membrana ligados a fatores de transcri¢do, sendo
denominados de receptores de estrégeno (ERs), apresentando 3 tipos
denominados de a, B, Y (Mangelsdorf et al., 1995).

Existem dois tipos de ERs denominados ERa e ERp, ambos com a

mesma afinidade ao estrégeno. A exata resposta fisioldgica das agdes ligadas
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a estes receptores ainda nao estdo definidas, porém, tem sido demonstrado
que o sinal é transcrito em uma regido de promogado génica do &acido
desoxiribonucléico (DNA) em uma sequéncia denominada ERs ou receptores
nucleares de estrégeno (Kuiper et al., 1996, 1997). Estudos relacionados a
acao fisiologica do receptor tipo ERP demonstraram que, este tem ampla
expressao no sistema nervoso central, sistema imunoldgico e outros tecidos
como na prostata, no entanto, a poténcia/atividade deste tipo de receptor esta
vinculada ao tecido em que se encontra, exercendo agao até mais fraca que o
tipo ERa (Cowley et al., 1997; Gustafsson, 2003).

Cabe considerar, que os receptores ERa e ERP sdo expressos na
musculatura esquelética humana a nivel de RNAm e somente o tipo ERp pode
ser detectado a nivel protéico (Glenmark et al., 2004; Wiik et al., 2005). Estes
receptores estao ligados a regulacao do metabolismo energético celular, sendo
expressos principalmente em tecidos com alta capacidade de metabolizar acido
graxos (Giguere et al., 1988).

Petersson et al. (1997) estudaram a interacao/transcricdo nos
receptores ERa e ERP e verificaram que, se ambos estiverem presente na
mesma célula, o tipo ERP exerce acdo moduladora e assim, a distribuicao do
tipo de receptor é que determina o efeito bioldgico do ligante.

Ha mais de 40 anos atrds foi demonstrado pela primeira vez a
ligagéo do 17-B estradiol a receptores de membrana no Utero, indicando que o
efeito biol6gico é mediado por proteinas receptoras (Jensen e Jacobsen, 1962).
Passaram-se 24 anos de estudo até que, em 1982, dois grupos de pesquisa
deram inicio a metodologias de clonagem do receptor estrogénico (Green et al.,

1986).
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Na década de 90, acreditava-se que havia somente um tipo de
receptor de estrégeno (ER) responsavel por mediar todos os eventos
fisiologicos e farmacolégicos de estrogenos naturais, sintéticos ou
antiestrégenos. Em 1995, foi detectado e clonado um tipo de ER no &cido
desoxirribonucléico clonado (cDNA) da prostata de ratos que foi denominado
de ERa e desde entao, isoformas desta proteina ja foram detectadas em varias
espécies e tecidos, reiterando a necessidade de uma reavaliacdo da
sinalizacdo bioldgica estrogénica (Ogawa et al., 1998).

Os receptores de estrégeno pertencem a familia de receptores de
transcricdo nuclear, que apresentam homologia estrutural composta de
estruturas tridimensionais, as quais geram mudangas conformacionais
ativadoras de eventos ligados a transcricdo, eventos ainda nao conhecidos
totalmente, que inclui dimerizacdo do receptor, interacdo com DNA,
recrutamento e interacdo com coativadores, fatores de transcricao e formacao
de complexos de pré-iniciagdo. O dominio N-terminal do receptor nuclear
apresenta a capacidade de codificar uma funcéo ativadora denominada AF1,
onde ocorre a interagcdo protéica através de elementos responsivos aos
esterdides (ERE). A comparagao do dominio AF1 nos dois tipos de receptores
tem revelado que nos receptores ERa a porcao € mais ativa no que se refere a
estimulacéo da expressao génica (Nilsson et al., 2001).

De uma maneira geral, apés a chegada do ligante, ocorre a
segregacao de proteinas denominadas heat-shock protein (HPS) que prende o
receptor inativo, o qual sofre mudanca conformacional ocorrendo dimerizagao.
A dimerizacao permite acesso ao nucleo e sequencialmente ao dominio AF-2

de coativadores que guiam a seqUéncia génica ligada a responsividade
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estrogénica. Quanto ao dominio AF-1, acredita-se atuar independente do
ligante, processo que ativa a transcriptase do RNA e a mensagem é produzida
(Purdie e Beardsworth, 1999).

O estrdégeno pode alterar algumas propriedades musculares, uma vez
que altera a responsividade a outros horménios como, por exemplo, o fator
similar & insulina (IGF) e ao hormdnio do crescimento (GH). E importante
salientar, que estes horménios alteram a homeostasia das fibras musculares,
interferindo no tamanho da fibra, na composicdo da miosina e na sintese
protéica (Huss et al., 2004).

O controle diferencial da expressao génica tem sido o tema central da
biologia molecular. Classicamente, tem sido observado que os horménios
lipossoluveis difundem-se através da membrana ligando-se a receptores
distribuidos no citoplasma da célula-alvo, sendo deslocados ao nucleo onde
compartilham com sitios de dominio existentes no DNA que possuem dois
dedos de zinco no sequenciamento génico (Mangelsdorf et al., 1995).

A sinalizacdo tem inicio quando o hormdnio entra na célula, liga-se ao
receptor citoplasmatico, dimeriza e se desloca até a por¢cao génica C-terminal,
onde ha um sitio de reconhecimento do agente-ligante (AF-1) que é
denominado elemento de recepgdo do esterdide, que se insere no sitio de
dominio de ligacao do ligante (LBD) e atua como regido de reconhecimento do
estimulo, assegurando a especificidade e seletividade da resposta fisiol6gica
onde se inicia a acdo. Apds o acoplamento do ligante nos dedos de zinco do
LBD ocorrem mudancgas conformacionais, as quais permitem que coativadores
protéicos sejam recrutados e o sinal transcrito (Piccone, Brazeau e McCormick,

2005).
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2.4. Ovariectomia

Poucos estudos tém demonstrado a importdncia da testosterona
circulante no crescimento muscular (Herbst e Bhasin, 2004), porém é pouco
avaliado criticamente a importancia dos horménios ovarianos no crescimento
muscular (Sitnick et al., 2006). Alguns estudos tém mostrado, que mulheres
que estdo em menopausa desenvolvem sarcopenia mais cedo do que homens
com relacdo a idade, além de falha na resposta a terapia designada para a
indugcdo de crescimento muscular (Sipila et al., 2001; Sorensen et al., 2001).
Atualmente, poucos estudos tém conseguido identificar o impacto da cirurgia
de ovariectomia na recuperacdo do musculo esquelético advindo de um
periodo de atrofia muscular (Sitnick et al., 2006).

O declinio nas concentracdes estrogénicas plasmaticas durante a
menopausa esta associado com uma variedade de condi¢des, incluindo ondas
de calor, oscilagdo do humor, perda de massa 6ssea e muscular. E neste
sentido que tem sido prescrito a terapia de reposi¢cdo hormonal na tentativa de
minimizar tais eventos (Green et al., 1986; Johnson et al., 1988; Kuiper e
Gustafsson, 1997).

A deficiéncia dos horménios ovarianos gera profundos efeitos no
metabolismo energético. Em ratas, a ovariectomia esta associada com acumulo
de gordura corporal e resisténcia a insulina, porém, a suplementacdo com
estradiol apds a ovariectomia pode prevenir tais altera¢des (Kumagai, Holmang
e Bjorntorp, 1993; Rincon et al., 1996). Assim, esses resultados sugerem que
hormdnios ovarianos, em particular, o estradiol, regulam o metabolismo de

substratos energéticos (Becket, Tchermof e Toth, 2002).
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O musculo esquelético tem importancia primaria na regulacdo do
metabolismo de substratos e na geracdo de energia. Alteracées nos
mecanismos enzimaticos de oxidagado ou na reserva dos substratos do musculo
esquelético podem contribuir para mudangas no metabolismo de gordura e de
glicose (Flatt, 1988; Shulman, Bloch e Rothman, 1995; Gayles et al., 1997). A
atividade reduzida da B-hidroxiacil-CoA deidrogenase (B-HADH), enzima que
controla a 3 oxidagao de acidos graxos, esta associada ao acumulo de gordura
(Gayles et al., 1997). Além disso, a reduzida atividade da enzima glicogénio
sintetase (GS), juntamente com reducéo na populacédo dos transportadores de
glicose e da fosforilacdo, sdo de fundamental importancia para a resisténcia
insulinica no muasculo esquelético (Shulman, Bloch e Rothman, 1995).
Relativamente, poucos estudos tém examinado o efeito do estradiol nas vias
enzimaticas ligadas a utilizacao e/ou reservas dos substratos metabolizaveis no
musculo esquelético (Ramamani e Aruldhas, 1999; Campbell e Febbraio,
2001).

O horménio estrégeno endégeno na mulher falha no periodo de
menopausa e isso parece estar associado com a perda de massa magra
(Poehlman, Toth e Gardner, 1995). A forca muscular por unidade de area de
seccao transversa foi observada ser menor na fase pdos-menopausa
comparada com a pré-menopausa, € na idade atingida pela mulher na pés-
menopausa tem sido aplicada a terapia de reposicdo hormonal. Em correlagao,
no estudo de Heikkinem et al. (1997) foi observado que a forca dos extensores
da coluna foi maior nas mulheres na fase de pdés-menopausa que receberam o

tratamento com estrégeno do que aquelas que tomaram placebo.
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A atrofia do musculo esquelético ocorre devido a inumeras
condicoes, sendo que a mais importante entre elas é a reducéo da atividade
fisica (Booth, Chakravarthy e Spangerburg, 2002; Machida e Booth, 2004).
Devido a necessidade do musculo esquelético estar integro para sucesso na
locomocgéo, respiracdo, equilibrio e outras tarefas necessarias para a
manutencado e independéncia funcional, isto é critico para o entendimento dos
mecanismos que Sao necessarios para a recuperacao da massa muscular
atrofiada. Em animais jovens saudaveis, a massa muscular atrofiada pode ser
recuperada através de uma sobrecarga normal regular do musculo apés um
episddio de suspensao pela cauda ou imobilizacdo. (Booth e Seider, 1979;
Booth, Chakravarthy e Spangerburg, 2002; Childs et al., 2003). Isto representa
que, um numero de mecanismos contribui para este restabelecimento,
incluindo ativacdo de células satélites, aumento da transcricdo génica e da
sintese protéica (Booth e Seider, 1979; Chakravarthy, Davis e Booth, 2000;
Childs et al., 2003).

Mudangas no controle hormonal da sintese protéica por estrogeno
ou testosterona podem também ter um papel na faléncia da recuperacao da
massa muscular atrofiada. Ambos horménios tém influéncia na massa
muscular esquelética e na sua fungéo, e sua deficiéncia pode potencialmente
levar a fraqueza e reducdo da area da fibra muscular (Dionne, Kinaman e
Poehlman, 2000; Roubenoff, 2000; Sorensen et al., 2001; Becket, Tchemorf e
Toth, 2002; Herbst e Bhasin, 2004).

A compilacdo das diferentes propostas encontradas na literatura nos
instigou a formular uma hipétese que permitisse adquirir informacdes adicionais

sobre o0 comportamento quimio-metabdlico do musculo desnervado. Neste
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aspecto muitos estudos mostraram evidéncias da integracédo funcional entre a
integridade da juncédo neuromuscular e o perfil metabdlico das fibras, porém, ha
poucas referéncias quanto a acdo do estrogeno no perfil glicogénico de
musculos desnervados. Outro aspecto que ressalta é avaliar o comportamento
glicogénico da musculatura de ratas ovariectomizadas bem como estudar os
eventos decorrentes da reposicdo estrogénica no equilibrio energético das

fibras e na sensibilidade a insulina.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo do tratamento com 17§-

estradiol em musculo esquelético de ratas submetidas a desnervagédo muscular

esquelética e a condigdo de ovariectomia, obedecendo as seguintes etapas de

andlise:

1)

Avaliar as reservas glicogénicas dos musculos de membro posterior de
ratas controles, ovariectomizadas e desnervadas tratadas ou ndo com
17B-estradiol no periodo de 7 e 15 dias.

Realizar um estudo de citologia esfoliativa, buscando acompanhar as
fases do ciclo estral das ratas controle comparando com as ratas
tratadas com 17p-estradiol e/ou ovariectomizadas.

Verificar se a ovariectomia, a desnervacao ou a reposicdo hormonal
podem modificar a ingesta sélida e liquida nas ratas controle e tratadas
com estradiol.

Aplicar o teste de tolerancia a insulina (ITT) e o teste de tolerancia a
glicose (GTT) para avaliar, respectivamente, o indice de decaimento da
glicemia e a sensibilidade pancreatica nas diferentes condi¢des
experimentais.

Verificar se as situacdes estudadas modificam o peso corporal e do
utero.

Realizar uma avaliacdo morfométrica (area da fibra muscular e tecido
conjuntivo) do musculo séleo dos grupos controle, desnervado,
ovariectomizado com e sem tratamento com 17p-estradiol por um

periodo de 7 dias.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas aproximadamente 78 ratas Wistar sexualmente
maduras com idade variando de 3 a 4 meses que foram alimentados com racao
e agua ad libitum, sendo mantidas em ambiente com temperatura constante de
aproximadamente 23°C+2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas. O trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Federal de Sao Carlos (UFSCar) sob protocolo 011/2006 (Anexo 1).

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 11 grupos experimentais conforme

mostra a tabela 1.
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Tabela 1 - Divisdo das ratas em grupos experimentais (n=6).

Grupos experimentais

Controle (C)

Controle tratado com estradiol 7 dias (E7)
Controle tratado com estradiol 15 dias (E15)
Ovariectomizado 7 dias (O7)
Ovariectomizado 15 dias (O15)
Ovariectomizado tratado com estradiol 7 dias (OE7)
Ovariectomizado tratado com estradiol 15 dias (OE15)
Desnervado 7 dias (D7)

Desnervado 15 dias (D15)

Desnervado tratado com estradiol 7 dias (DE7)

Desnervado tratado com estradiol 15 dias (DE15)

4.3 Procedimentos

4.3.1 Tratamento com estradiol

Os grupos experimentais tratados com 17 -estradiol receberam a
medicacdo na concentracdo de 200ug/100g pela via subcutanea (Feng, Li e
Wang, 2004), diariamente, no periodo da manh& e de acordo com o periodo de

cada grupo, sendo de 7 ou de 15 dias.
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4.3.2 OQvariectomia

As ratas foram anestesiadas com pentobarbital sédico (50mg/Kg de
peso corporal) e os ovarios retirados segundo a metodologia proposta por

Robertson et al. (1984) conforme demonstrado na figura 1.



Figura 1 - Procedimento cirdrgico da ovariectomia. A:
rata anestesiada e exposicdo do Uutero e
ovarios; B: posicionamento dos ovarios; C:
ligadura realizada no ovario; D: atero com os
ovarios retirados; E: ovarios isolados; F:

incisdo suturada.

41
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4.3.3 Desnervacao

As ratas foram anestesiadas com pentobarbital sédico (50mg/Kg
peso), sendo a parte posterior da coxa esquerda tricotomizada e uma por¢ao
do nervo ciatico (1cm) foi seccionado e retirado (Coderre et al., 1992) (Figura

2).
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Figura 2 - Procedimento cirargico da desnervacao. Figura A: exposicdo do membro
posterior tricotomizado; B: incisédo para localizagcao da inervacao; C: nervo
cidtico isolado; D: nervo ciatico em destaque; E: comprimento do nervo
seccionado; F: incisdo suturada.
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4.4 Amostragem

Para a amostra sanguinea, apds o0s respectivos periodos de
tratamentos as ratas foram decapitadas e o sangue foi coletado, centrifugado
10 minutos a 2500rpm e o plasma separado e encaminhado para analises de
glicemia. Para as amostras musculares, ap6s os respectivos periodos de
tratamentos as ratas foram sacrificadas pela técnica de deslocamento cervical
e 0s musculos séleo, gastrocnémio branco e o gastrocnémio vermelho foram
cuidadosamente isolados, retirados e encaminhados para as avaliagdes do
peso e do conteudo de glicogénio. Os uteros também foram retirados para a

analise de peso.

4.5 Avaliacao diaria de ingesta (agua e racao) e peso corporal

A pesagem da racdo e dos animais foi realizada diariamente com o
auxilio de uma balancga analitica e a ingesta de agua foi analisada por meio de

provetas com medidas em mililitros (mL).

4.6 Determinacao do glicogénio muscular

As amostras do musculo foram digeridas em KOH 30% a quente e o
glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol. Entre uma fase e outra
da precipitacdo, a amostra foi centrifugada a 3000rpm durante 15 minutos e o
glicogénio precipitado foi submetido a hidrolise acida na presenca de fenol,
segundo a metodologia proposta de Siu, Russeau e Taylor (1970). Os valores

foram expressos em mg/100mg de peso umido.
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4.7 Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Para o ITT, ao finalizar os grupos tratados respectivamente por um
periodo de 7 ou 15 dias os animais foram anestesiados com pentobarbital
sédico (50mg/Kg de peso) e apds 40 minutos foram coletadas amostras de
sangue pela cauda. Apds a primeira coleta (tempo zero) foi injetado insulina
regular Biobras® na concentracdo de 1U/Kg de peso e novas amostras
coletadas nos tempos 2,5, 5, 10, 15 e 20 minutos e a glicemia avaliada pelo
glicosimetro (ACCU-CHEK ®). De acordo com o Guidelines of the departament

comparative medicine at the University of Toronto (Chan 2001).

4.8 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Para o GTT, ao finalizar os grupos tratados respectivamente por um
periodo de 7 ou 15 dias os animais foram anestesiados com pentobarbital
sédico (50mg/Kg de peso) e apdés 40 minutos foram coletadas amostras de
sangue pela cauda. Apds a primeira coleta (tempo zero), foi injetada glicose
(19/Kg de peso) e novas amostras coletadas nos tempos 10,15, 20, 30, 60 e 90
minutos e a glicemia avaliada pelo glicosimetro (ACCU-CHEK ®). De acordo
com o Guidelines of the departament comparative medicine at the University of

Toronto (Chan 2001).

Obs: Nos testes de sensibilidade acima descritos de ITT e GTT os grupos

foram duplicados.
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4.9 Determinacao das fases do ciclo estral

A determinacgao das fases do ciclo estral foi feita diariamente entre
11:00 e 12:00 h, por meio de esfregaco vaginal, durante 15 dias consecutivos.
O lavado vaginal foi coletado com uma conta-gotas de vidro preenchida com 1
mL de soro fisiologico (Marcondes, Bianchi e Tanno, 2002).

Ap6s a coleta, o material foi observado no microscépio éptico,
utilizando-se aumento de 10 vezes. A classificacdo da fase do ciclo estral foi
feita pela proporcéo observada entre o numero de células epiteliais nucleadas,
células queratinizadas e leucécitos.

A fase de proesto é caracterizada pela presenca predominante de
células epiteliais nucleadas. O lavado constituido na maior parte por células
queratinizadas caracteriza a fase do estro. A fase do diestro é caracterizada
por uma proporcdo maior de leucdcitos, enquanto a presenca dos trés tipos
celulares em proporcoes semelhantes indica a fase do metaestro (Mandl et al.,

1951; Hoar e Hickman, 1975).
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Figura 3 - Procedimento de coleta do lavado vaginal
utiizado para a determinacdo do ciclo
estral.

4.10 Analise morfométrica

4.10.1 Processamento das amostras do tecido muscular

O musculo séleo foi exposto, retirado, pesado e em seguida, o
ventre muscular foi colocado em solucdo tamponada de formol a 10% para
fixacdo.

ApGs 48 horas de fixagdo, as pecas passaram por desidratagcdo em
alcool etilico, diafanizagdo em xilol, sendo incluidas em paraplast. Com auxilio

de um estilete realizamos cortes transversais ndo seriados de 7um de
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espessura no ventre do musculo s6leo e corados por Hematoxilina-Eosina

(H:E).

4.10.2 Andlise da area das fibras musculares

Foram selecionados 5 cortes e para cada um deles foram captadas
5 areas, por meio de um sistema de captacao e andlise de imagens constituido
de um software Image Pro6-plus 4.0 (Media Cybernects), camera digital (JVC)
acoplada a um microscoépio (Zeiss) com integracdo a um microcomputador.
Todas as imagens foram captadas com resolucao de 640 por 480 pixels com
aumento de 100 vezes (ocular de 10x e objetiva de 10x), sendo que o software
permitiu visualizar as imagens em uma area da tela de aproximadamente
190464,12 pm®.

Foram analisadas as areas de secc¢ao transversa de 375 fibras do
musculo so6leo por animal, assim determinadas: 15 fibras por &rea, sendo 5
areas por corte e 5 cortes por animal. Para a escolha das fibras a serem
analisadas, utilizou-se de um reticulo com quadrados de 12100 um? contendo
20 interseccbes de reta, e foram consideradas as fibras que coincidiam com 15

interseccoes, de forma aleatoéria.

4.10.3 Analise do tecido conjuntivo intramuscular

Para essa analise foi utilizado o sistema de planimetria por contagem

de pontos (Mathieu et al., 1981; De Lacerda, 1994), sendo a quantificacao

realizada por meio de um reticulo com quadrados de 2500 um? contendo 56
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intersec¢des de reta. Foram contados os pontos coincidentes no endomisio e
perimisio, em 5 areas por corte, sendo 5 cortes por animal, num total de 1400
pontos por animal.

Desse modo, a area relativa do tecido conjuntivo (densidade de area)
foi calculada dividindo-se a soma do numero de pontos coincidentes nas
interseccdes de reta sobre o tecido conjuntivo (endomisio e perimisio) pelo

namero total de pontos.

4.11 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Para as variaveis do peso muscular,
peso do utero, glicogénio muscular, glicemia, area sob a curva (GTT),
velocidade de decaimento da glicose (ITT), insulinemia, que apresentaram
distribuicdo normal, foi utilizada a ANOVA e teste de Tukey para comparagao
de mais de 3 grupos e teste t para comparagao de 2 grupos.

Ja para as variaveis da area das fibras musculares e densidade do
tecido conjuntivo, foi utilizado o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis com
objetivo de verificar a diferenca entre os grupos. Quando esta diferenca era
apontada, deu-se continuidade a andlise por meio do teste de comparacdes
multiplas de Tukey HSD.

Em todos os célculos foi fixado um nivel critico de 5% (p<0,05) e o0s
softwares utilizados foram o Origin 6.0% e o Prism3®.

Os dados estao apresentados com média + epm ou dpm de acordo

com a exigéncia do méetodo experimental.
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5 RESULTADOS

5.1 Ciclo estral

A proposta deste trabalho foi acompanhar e avaliar diariamente as
fases do ciclo estral das ratas dos grupos controle, ovariectomizado, tratado
com estrogeno e ovariectomizado tratado com estrogeno durante os periodos

de 7 e 15 dias.

Durante o periodo de 7 dias, foi observado a periodizacao do ciclo
de ratas controle que se caracterizou pela manutencao em 37,1% na fase
proestro, 22,9% no estro, 34,3% na metaestro e 5,7% na diestro. Por outro
lado, no grupo tratado com estrégeno durante 7 dias, ndo houve diferenca nas
porcentagens referentes aos dias de permanéncia, conforme mostram as
tabelas 2, 3 e 4.

Por sua vez, ao avaliar o grupo ovariectomizado, observou-se que a
fase proestro, caracterizada por altas concentragcbes de estrégeno e
progesterona a qual foi mantida em apenas 8,6% do periodo e a fase diestro,
caracterizada por baixa concentracdo hormonal foi elevada em relagdo ao
grupo controle, representada por 25,7% da semana analisada. Com relagéo ao
grupo ovariectomizado tratado com estrogeno durante 7 dias, essa situacao foi
revertida, destacando a fase proestro que se manteve em 77,2% do periodo,

conforme pode ser observado nas tabelas 2, 3 e 4.



Tabela 2 - Porcentagem (%) de permanéncia em cada fase do ciclo estral dos

grupos controle (C), tratado com estradiol 7 dias (E7),
ovariectomizado 7 dias (O7), e ovariectomizado tratado com
estradiol no periodo de 7 dias (OE7), n=6.

PROESTRO ESTRO METAESTRO DIESTRO

C 37,1 22,9 34,3 5,7
E7 30,1 34,3 32,8 2,8
o7 8,6 25,7 40 25,7
OE7 77,2 2,8 20 0

Tabela 3 - Dias de permanéncia em cada fase do ciclo estral dos grupos

controle (C), tratado com estradiol 7 dias (E7), ovariectomizado
(O7) e ovariectomizado tratado com estradiol (OE7) no periodo de

7 dias, n=6.

PROESTRO ESTRO METAESTRO DIESTRO

C 2,5 1,5 2,5 0,5é
E7 2,0 2,5 2,5 0,0
o7 0,5 2,0 2,5 2,0
OE7 5,5 0,0 1,5 0
Tabela 4 - Caracterizacdo da permanéncia em cada fase do ciclo estral
representada pelo proestro (P), metaestro (M), diestro (D) e estro
(E) dos grupos controle (C), tratado com estradiol 7 dias (E7),
ovariectomizado (O7) e ovariectomizado tratado com estradiol
(OE7) no periodo de 7 dias. n=6, sendo que cada letra
representa 0,5 dia.
Dias 12 28 32 42 52 6° 7°
C P PP P P E E E D
E7 P P P P E E E E E
07 P E E E E D D D D
OE7 P P P P P P P P P P P
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Na sequéncia, realizou-se a mesma avaliacdo durante o periodo de
15 dias, e observou-se que o ciclo do grupo controle caracterizou-se por 30,2%
na fase proestro, 13,4% na estro, 43% na metaestro e 13,4 na diestro, sendo
que no grupo tratado com estrogeno o periodo de permanéncia nas fases nao
foram diferentes quando comparado ao controle (tabelas 2, 3 e 4).

Com relagdo ao grupo ovariectomizado no periodo de 15 dias,
observou-se que houve redugdo da permanéncia na fase proestro (5,3%) e
aumento da fase diestro (45,4%), ressaltando a importancia da funcao
endocrina dos ovarios. Ja no grupo ovariectomizado tratado com estrégeno
durante 15 dias, observou-se reversdao desse quadro, apresentando 89,4% de
permanéncia na fase proestro e 1% na diestro, conforme mostram as tabelas 2,

3e4.

Tabela 5 - Porcentagem (%) de permanéncia em cada fase do ciclo estral
dos grupos controle (C), tratado com estradiol 7 dias (E7),
ovariectomizado (0O15), tratado com estradiol (E15) e
ovariectomizado tratado com estrégeno (OE15) no periodo de
15 dias, n=6.

PROESTRO ESTRO METAESTRO DIESTRO

Cc 30,2 13,4 43 13,4
E15 38 18 34 10
O15 5,3 24 25,3 45,4

OE15 89,4 1,3 9,3 0
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Tabela 6 - Dias de permanéncia em cada fase do ciclo estral dos
grupos controle (C), tratado com estradiol (E15),
ovariectomizado (O15) e ovariectomizado tratado com
estradiol (OE15), n=6.

PROESTRO ESTRO METAESTRO DIESTRO

Cc 4,5 2 6,5 2
E15 5,5 3,0 5,0 1,5
015 1,0 3,5 3,5 7,0

OE15 13,5 0 1,5 0

Tabela 7 - Caracterizagdo da permanéncia em cada fase do ciclo estral representada pelo

proestro (P), metaestro (M), diestro (D) e estro (E) dos grupos controle (C),
tratado com estradiol 15 dias (E15), ovariectomizado 15 dias (O15) e
ovariectomizado tratado com estradiol (OE15) no periodo de 15 dias. n=6, sendo
que cada letra representa 0,5 dia.

C PPPPPPPPPETETEE DO DD
E's P PP PPPPPPPPETETETETEE D DD
015 P P E E E E E E E DDDDDDDDDODODODTDD

QEl5 P PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPTP

5.2 Ovariectomia e tratamento com estradiol

ApGs a caracterizacao do ciclo estral dos grupos, avaliou-se alguns
parametros que sao importantes e indicativos da condi¢do organica dos
animais, sendo escolhido a analise da glicemia, do peso do utero, peso
corporal (média da diferenca entre o peso inicial e final) e o volume de ingesta
sblida e liquida. Os parametros foram acompanhados respeitando o0s
respectivos periodos analisados, destacando que os dois Uultimos foram

acompanhados diariamente.
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Com relacao ao comportamento do grupo submetido a ovariectomia, a
analise realizada nos dois periodos, 7 e 15 dias, mostrou que o procedimento
ndao promoveu alteracdo na glicemia, um vez que, nao diferiram do grupo
controle (C: 95,244,5; O7: 86,7£3,1; O15: 90+2,6). Na anadlise realizada apds
15 dias, ndo observou-se diferencas significativas no ganho de peso corporal
(g) em relagdo ao controle, apenas reducao de 46,7% no peso do utero se
comparado ao controle.

Com relagdo ao tratamento com estrédgeno, a administracdo desta
substancia durante 7 ou 15 dias, promoveu alteragdes significativas na ingesta
sélida e liquida, notou-se uma reducao de 24,6% na ingesta sélida em gramas
(C: 13,09+0,3; E7: 9,8710,4) e liquida em mL (C: 13,09+0,3; E7: 17,5£1,09) em
7 dias de tratamento. Nao houve ganho de peso (g) significativo se comparado
ao controle (C: 4,8+1,7; E7: 1,8+2,7), e houve aumento do peso do utero em
230% no periodo de 7 dias (C: 587,4178,7; E7:19381724,2), ressaltando que
no proestro ocorre pico na concentracdo plasmatica hormonal e o utero
aumenta de tamanho e volume, possivelmente devido a retencao hidrica,
sendo que a metade dos animais apresentaram aumento do Utero e a outra
metade estava em ciclo metaestro (conforme visto anteriormente nas fases do
ciclo estral, onde a média estava em metaestro nos ultimos dias do periodo),
ressaltando que nessa fase ocorre aumento na concentracdo plasmatica de
estradiol, mas o Utero ndo aumenta de tamanho, formando um corpo luteo
pequeno e transitério. Assim, o valor de erro padrdao da média (p<0,05) sendo
grande, pela variabilidade, ndo houve diferenca estatistica.

Com relacdo ao periodo de 15 dias, observou-se que o peso do

Utero (g) variou e comparado ao controle, havendo uma diminuicdo de 67,8%
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no grupo ovariectomizado (O15: 189+0,03) e um aumento de 464,3% com no
grupo ovariectomizado tratado com estrogeno (OE15: 3.298+713,4)

Com relacao a glicemia (mg/dl) ndo houve diferenca significativa
pelo tratamento com estrogeno, mantendo-se em normoglicemia (C: 95,244,5;
E7: 77,442,8; E15: 73,4£3,0), mesmo quando administrado na condicao de

ovariectomia (C: 95,2+4,5; OE7: 77+1,1; OE15: 89,5+4,1).

5.3. Responsividade do pancreas e do tecido muscular em animais

ovariectomizados e sob tratamento com estradiol

A responsividade pancreatica foi avaliada frente a sobrecarga de
glicose, por meio do teste de tolerancia a glicose (GTT) quanto a resposta
tecidual pelo teste de tolerancia a insulina (ITT) no grupo ovariectomizado e
tratado com estrégeno durante 7 e 15 dias, uma vez que a acéo do estrégeno é
importante na regulagdo metabdlica dos tecidos pancreatico e muscular.

O grupo ovariectomizado durante 7 dias (O7) ndo apresentou
diferenca em relacdo ao grupo controle (C) no GTT e no ITT, representada pela
area sob a curva (C: 15.089t599,67 x O7: 16.752+1.832,97, figura 4) e
velocidade de decaimento da glicose (C: 4,81+0,54 x O7: 3,91+0,56, figura 10),
respectivamente. Por outro lado, ao avaliarmos o periodo de 15 dias, o grupo
ovariectomizado (O15) apresentou alteracdo no GTT representado pela
reducdo de 47,4% na area sob a curva em relacdo ao grupo controle (C:
15.0894599,67 x O15: 7.939+161,43, p<0,05, figura 4), indicativo de mudanca

na resposta pancreatica. Com relagéo ao ITT, a velocidade de decaimento ndo
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apresentou diferenca significativa (C: 4,81+0,54 x O15: 3,92+0,30, p>0,05,

Figura 5).
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Nos grupos tratados com estrogeno durante os periodos de 7 e 15
dias, o comportamento nos testes aplicados foram similares ao padréo dos

grupos ovariectomizados.

O grupo tratado com estrogeno durante 7 dias (E7) ndo apresentou
diferenca significativa (p>0,05) no GTT (C: 15.0891599,67 x E7:
15.9094+2.780,23, Figura 6) em relagdo ao grupo controle (C), porém
apresentou diferenca (p<0,05) no ITT (C: 4,81+£0,54 x E7: 1,42+0,14, Figura 7).

Com relacédo ao periodo de 15 dias, o grupo tratado com estrégeno
(E15) apresentou alteracdo no GTT havendo uma reducao de 45,8% na area
sob a curva em relacdo ao grupo controle (C: 15.0891599,67 x E15:

8.1751546,60, p<0,05, Figura 6), sugerindo a acao hormonal no processo
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secretério da insulina. Com relagdo ao ITT, a velocidade de decaimento
apresentou diferenca significativa (C: 4,81+0,54 x E15: 1,56+0,14, p<0,05,
Figura 7), mostrando reducédo 67,6% em relacdo ao controle, sugerindo a
existéncia de um mecanismo de compensacgdo ativado, possivelmente, no

intuito de nao gerar hipoglicemia.
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(C), tratado com estradiol 7 dias (E7) e tratado
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Ap6s a observagédo individual do efeito da ovariectomia e do
tratamento com estrogeno sobre a resposta pancreatica (GTT) e tecidual (ITT),
a préxima fase do trabalho foi direcionada a avaliar o efeito do tratamento
hormonal na condicdo de ovariectomia, seguindo os dois periodos analisados.
No periodo de 7 dias, o tratamento com estrégeno mostrou efeito significativo
(p<0,05) no GTT avaliado no grupo ovariectomizado (OE7), o que nao foi
observado no grupo controle tratado, como ja demonstrado, sendo que o valor
da area sob a curva diminuiu 39,2% em relagdo ao grupo controle (C:
15.0894599 x OE7: 9.166+355, Figura 8) e 453% em relacdo ao
ovariectomizado (O7: 16.752+1.832, Figura 8), novamente indicativo de

estimulo hormonal na dindmica secretéria de insulina.
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Com relacdo ao ITT, houve reducgao significativa (p<0,05) de 66,7% no
valor da velocidade de decaimento em relacdo ao controle (C: 4,81+0,54 x
OE7: 1,610,2, Figura 9) e de 59,1% em relagcdo ao ovariectomizado (O7:

3,91+0,56, Figura 9), mostrando um efeito integrador compensatério.
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Com relacéo ao tratamento com estrégeno no periodo de 15 dias no
grupo ovariectomizado, foi observado um valor da area sob a curva menor
(30,10%) com relagdo ao grupo controle (C: 15.089+599,67 x OE15:
10.547+343,11, p<0,05) no teste de tolerancia a glicose, apesar do tratamento
minimizar a reducdo quando comparado ao grupo somente ovariectomizado
nesse mesmo periodo, conforme mostra a figura 10, mostrando um aumento

de 32,5% (O15: 7.939+161,43 x OE15: 10.547+343,11, p<0,05).
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Apesar da diferenca no teste de tolerancia a glicose, a velocidade de
decaimento analisada no teste de tolerancia a insulina nado apresentou
diferenca significativa no grupo ovariectomizado tratado com estrégeno quando

comparado tanto ao controle quanto ao ovariectomizado (C: 4,42+0,56 x OE15:

3,02+0,37 x O15: 3,92+0,30, p>0,05), como pode ser observado na figura 11.



240 —

220—-
200—-
180—-
160—-

140

Glicemia (%) - GTT

120

100

80

66

—==— Controle
—e— 015
o — 4 OE15

16000 —-
14000 —-
12000 —-
10000 —-

8000 —-

6000 —

Area sob a curva- GTT

4000 +

2000 +

Tempo (minutos)

C 015 OE15
Grupos experimentais

Figura 10 - Teste de tolerancia a glicose (GTT) aplicado nos

grupos controle (C), ovariectomizado 15 dias
(O15) e ovariectomizado tratado com estradiol
15 dias (OE15) representado pela curva
glicémica (%) nos tempos (minutos) 0, 10, 20,
30, 60, 90 (A) e pela area sob a curva (B), n=6.
p<0,05, * comparado ao controle e # comparado
ao ovariectomizado 15 dias.



67

—m— Controle
—o— 015

—A— OE15

100

90

AN
80 ¥ «
70+

60

Glicemia (%) - ITT

50

40 I : I : I . . . .
0 5 10 15 20
Tempo (minutos)

Figura 11 - % de Decaimento da Glicemia durante o Teste

Y

de tolerancia a insulina (ITT) aplicado nos
grupos controle (C), ovariectomizado 15 dias
(O15) e ovariectomizado tratado com estradiol
15 dias (OE15) representado pelo decaimento
glicémico (%) nos tempos (minutos) 0, 2.5,
10, 15, 20, n=6.

5.4. Efeito da ovariectomia e do tratamento com estradiol no perfil

glicogénico muscular e sobre o peso do musculo soéleo.

As reservas glicogénicas musculares foram avaliadas, uma vez que
este é um parametro de fundamental importancia na avaliacdo do estado
energetico tecidual. Para tanto, nesta fase, o objetivo foi avaliar as reservas de
glicogénio dos musculos séleo, gastrocnémio por¢do branca e gastrocnémio

porcdo vermelha, sob as mesmas condicoes experimentais ja estudadas

(Tabela 8).
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Os resultados mostram que a ovariectomia ndo promoveu diferenca
significativa nas reservas glicogénicas no periodo de 7 dias, porém apés 15
dias, houve reducao significativa (p<0,05) de 43,9% no musculo séleo e de
43,2% no gastrocnémio porcdo vermelha, sem diferengca no gastrocnémio
porcao branca (Tabela 8).

Com relacao ao tratamento com estrégeno, observou-se um aumento
significativo das reservas glicogénicas nos dois periodos analisados, porém
com agdo mais expressiva no periodo de 15 dias. No periodo de 7 dias, o
aumento foi de 41,4% no musculo séleo, 58,5% no gastrocnémio porgcao
branca e 40,9% no gastrocnémio porcao vermelha e, no periodo de 15 dias, o
aumento foi de 124,4% no musculo séleo, 156,1% no gastrocnémio porgcao
branca e 161,4% no gastrocnémio porcao vermelha.

Quando as condicbes foram associadas, ou seja, 0S Qrupos
ovariectomizados foram tratados com estrégeno durante 7 dias, houve
diferenca significativa (p>0,05) somente no musculo séleo, representada por
aumento de 67,5% no conteudo de glicogénio, quando comparado ao grupo
somente ovariectomizado no respectivo periodo. Por sua vez, no periodo de 15
dias, houve aumento significativo (p<0,05) nas reservas de glicogénio atingindo
169,6% no soOleo, 95,3% no gastrocnémio porcao branca e 140% no
gastrocnémio porcao vermelha.

Outro parametro avaliado foi o peso do musculo séleo, ndo sendo
observado alteracdo significativa quando o grupo ovariectomizado foi
comparado ao grupo controle (C: 109,8+1,8) em nenhum dos periodos (O7:
113+2,0; O15: 114£3,8). Com relacdao ao tratamento com estrégeno, este

também nao promoveu alteracdo significativa no peso muscular tanto na
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condicao controle (E7: 109,1+2,2; E15: 104,2+2,1) quanto na ovariectomia

(OE7: 11316,2; OE15: 10941,6).

Tabela 8 - Conteudo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos séleo (S), gastrocnémio
porcdo branca (GB) e gastrocnémio porcao vermelha (GV) dos grupos
controle (C), ovariectomizado 7 dias (O7), ovariectomizado 15 dias (O15),
tratado com estradiol 7 dias (E7), tratado com estradiol 15 dias (E15),
ovariectomizado tratado com estradiol 7 dias (OE7) e ovariectomizado
tratado com estradiol 15 dias (OE15).

Grupos S GB GV
C 0,4110,02 0,4110,02 0,44+0,02
o7 0,4010,04 0,43+0,03 0,42+0,01
015 0,23+0,02* 0,43%0,05 0,25+0,02*
E7 0,59+0,03* 0,65+0,03* 0,62+0,05*
E15 0,92+0,06* 1,05+0,11* 1,15+0,09*
OE7 0,67+0,11* 0,4510,04 0,53+0,10
OE15 0,62+0,04# 0,84+0,05# 0,60+0,03#

Os valores representam a média + epm, n=6. p<0,05, * comparado ao controle,

# comparado ao respectivo ovariectomizado.

5.5 Desnervacao

A condicdo de desnervacdo neuromuscular representa o mais
expressivo comprometimento anatomo-histo-fisiolégico muscular. Desta forma,
buscou-se com este estudo uma correlagéo entre o tratamento com estrégeno

e sua agao na musculatura esquelética.
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Nesse interim, primeiramente foi realizado o teste de tolerancia a

insulina nos grupos controle, desnervado 7 dias e desnervado tratado com

estrogeno 7 dias para observar a resposta tecidual periférica e a acao

estrogénica nessa condicdo de desuso. Assim, foi observado que houve uma

reducdo significativa de 32,4% na velocidade de decaimento da glicose no

grupo desnervado (D7: 3,25+0,27) e de 52,8% no grupo desnervado tratado

com estrogeno (DE7: 2,27+0,25) em relacdo ao controle (C: 4,81+0,54),

ressaltando que houve diferenca significativa entre

desnervados, conforme mostra a figura 12.
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Figura 12 - % de Decaimento da glicemia durante o

Teste de tolerancia a insulina (1U/kg) dos

grupos controle, desnervado 7 dias (D7) e

desnervado tratado com estradiol 7 dias

(DE7). Os valores correspondem a média

tepm, n=6.

ApGs a observacado da resposta tecidual periférica a sobrecarga de

insulina, o objetivo subsequiente foi avaliar as reservas de glicogénio dos
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musculos séleo, gastrocnémio porgcao branca e gastrocnémio porcao vermelha,
além do peso do sbleo, dos grupos: controle, desnervado 7 dias e desnervado
tratado com estradiol 7 dias. Também foram avaliados 0s grupos
desnervado e desnervado tratado com estrégeno durante o periodo de 15 dias.

Em decorréncia da desnervagcdao houve uma reducao significativa
(p<0,05) no conteudo muscular de glicogénio, atingindo no musculo séleo 44%
nos primeiros 7 dias e 62% apds 15 dias (p<0,05). No musculo gastrocnémio
por¢cao branca, a reducgao atingiu 32% nos primeiros 7 dias e 44% apds 15 dias
e no musculo gastrocnémio porcdo vermelha, a redugdo atingiu 32% nos
primeiros 7 dias e 53% apds 15 dias de tempo. Ao avaliarmos o conteudo
glicogénico do musculo desnervado observamos que, apdés 7 dias de
tratamento diario com estradiol, 0 musculo séleo apresentou elevacao de 19%
enquanto o gastrocnémio porcado branca apresentou elevagdo de 60% e o
gastrocnémio porcéao vermelha apresentou elevacao de 18% (p<0,05). Apéds o
tratamento com estrogeno durante 15 dias, as reservas também foram
elevadas, atingindo 52% no séleo, 51% no gastrocnémio porcéo branca e 11%
no gastrocnémio porcédo vermelha (p<0,05), conforme mostra figura 13, 14 e

15.
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Figura 14 - Concentragao de glicogénio (mg/100mg) do musculo

gastrocnémio porcdo branca (GB) dos grupos
Controle (C), Desnervado 7 dias (D7), Desnervado
15 dias (D15), Desnervado tratado com estrogeno 7
dias (DE7) e Desnervado tratado com estrogeno 15
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comparado ao respectivo desnervado.
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Desnervado tratado com estradiol 15 dias
(DE15). Os valores correspondem a
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Com relacéo ao peso muscular do séleo, a desnervagéao apds 7 dias
promoveu uma reducao significativa (p<0,05) de 29,7% em relagdo ao controle

e apos 15 dias essa reducao foi maior, representada por 36,6% (tabela 9).
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Tabela 9 - Peso muscular (mg) do séleo dos grupos Controle (C), Desnervado 7
dias (D7), Desnervado 15 dias (D15), Desnervado tratado com
estradiol 7 dias (DE7) e Desnervado tratado com estradiol 15 dias

(DE15).
Grupos Peso muscular (mg)
C 101+1,7
D7 71+2,9*
DE7 8418,9*
D15 64+1,4*
DE15 6312,4*

Os valores correspondem a médiatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle
e # comparado ao respectivo desnervado.

O tratamento com estrégeno ndo foi suficiente em minimizar a
reducdo do peso muscular em nenhum dos periodos analisados, mostrando
aumento nao significativo (p>0,05) em 7 dias, representado por 18,3%, sem

alteracdo durante 15 dias em relacao ao respectivo grupo desnervado.

5.6 Analise morfométrica do musculo séleo

Com relagdo a andlise morfométrica do musculo séleo, nesse
estudo, os parametros analisados foram a area da fibra muscular e a
densidade do tecido conjuntivo. Com relacdo ao periodo escolhido foi o de 7
dias e os grupos experimentais foram: controle, tratado com estradiol,
ovariectomizado, ovariectomizado tratado com estradiol, desnervado e

desnervado tratado com estradiol, conforme mostra a tabela 10.
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O tratamento com estrégeno durante 7 dias ndo promoveu alteracao
na area da fibra, porém houve um aumento significativo (p<0,05) de 80,4% na
densidade da area do tecido conjuntivo.

Com relacdo ao grupo ovariectomizado, também n&o ocorreu
alteracdo na area, no entanto, houve um aumento (p<0,05) de 259,4% no
tecido conjuntivo em relacdo ao grupo controle. Porém, quando o grupo
ovariectomizado foi tratado com estrogeno, o aumento do tecido conjuntivo foi
menor (152,4%, p<0,05), representado por uma reducédo de 29,8% (p<0,05)
quando comparado ao grupo ovariectomizado.

Na condicdo de desnervacao, houve reducao de 27,2% (p<0,05) na
area da fibra bem como aumento de 238,4% (p<0,05) na densidade de area do
tecido conjuntivo. No entanto, quando o grupo desnervado foi tratado com
estrogeno, o aumento na proliferacdo do tecido conjuntivo foi menor (133,4%,
p<0,05), sendo que quando comparado ao grupo desnervado, houve redugao

de 31% (p<0,05).

Tabela 10 - Valor da médiatdpm da &area da fibra (%) e da densidade de area do tecido
conjuntivo (%) dos grupos controle (C), tratado com estradiol 7 dias (E7),
ovariectomizado 7 dias (O7), ovariectomizado tratado com estradiol 7 dias
(OE7), desnervado 7 dias (D7) e desnervado tratado com estradiol 7 dias (DE7).
n=6, p<0,05," comparado ao controle, # comparado ao respectivo grupo tratado.

C E7 o7 OE7 D7 DE7

Area 22341349 21981302 23061371 22711229 1626+352* 1712+319*

Conjuntivo 10,48+5,43 18,91+6,05* 37,67+5,69* 26,45+6,43"# 35,47+7,17* 24,46+4,31*#
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Figura 13 - Corte histol6gico do musculo séleo dos grupos controle (A), tratado com estradiol

(B), ovariectomizado (C), ovariectomizado com estradiol (D) desnervado (E),
desnervado com estradiol (F). Observe aumento de tecido conjuntivo em B, C e
E (seta) quando comparado ao A e reducdo em D e F quando comparado a
respectiva condicdo (C e E, respectivamente). Coloracao Hematoxilina-Eosina,
100x.
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6 DISCUSSAO

6.1 Ciclo Estral

Nossa proposta experimental se fundamenta em avaliar o efeito do
tratamento com cipionato de estradiol no muasculo esquelético de ratas
submetidas a diferentes condigdes experimentais que comprometem a
homeostasia metabdlica, no intuito de conhecer se a terapia hormonal pode ser
coadjuvante de outras terapias fisioterapéuticas. Assim, ndo é nossa intencgao,
com este procedimento mimetizar as variagdes ciclicas estrogénicas que sao
sequencialmente deflagradas durante o ciclo estral, mas sim, avaliar o
comportamento das reservas energéticas em ambiente hipo ou

hiperestrogénico.

O ciclo estral é caracterizado por variacdes nas concentracoes
plasmaticas de diferentes hormdnios, especialmente dos esterdides sexuais.
Conhecidamente, o ciclo estral da rata tem a duracédo de quatro a cinco dias e
apresenta 4 fases denominadas de proestro, estro, metaestro e diestro, as
quais ocorrem seqlencialmente, sendo caracterizadas por concentracoes
variaveis dos horménios progesterona e estrogeno, os quais determinam um
perfil citolégico vaginal que pode ser observado/analisado por meio do
esfregaco (Marcondes et al., 2001). Neste sentido, a avaliagao realizada no
grupo controle no periodo de 7 ou 15 dias, mostrou que as variagées do ciclo
estavam dentro do padrdo descrito na literatura, sugerindo que em condigcdes
normais de bioterismo, ou seja, sem intercorréncias, ndo houve nenhum fator

que interferiu direta ou indiretamente nas respostas que conhecidamente
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alteram as fung¢des dos nucleos hipotaldamicos e, consequentemente, refletem
em mudancas na secrecao enddcrina como no caso de estresse (Marcondes,
Bianchi e Tanno, 2002).

Quando se estuda suplementagdo hormonal tem-se que considerar
sua influéncia no eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadal, uma vez que, 0s nucleos
hipotaldamicos atuam de acordo com a ritmicidade gerada em micropulsos e em
consonancia com o controle feed-back gerado pela secrecao hormonal do
orgao-alvo (Mandoki et al., 2004). Ao avaliar o efeito da suplementagcdo com
17B-estradiol em ratas controle, observou-se que nao houve modificacdo
expressiva na periodicidade dos ciclos. Neste contexto, acredita-se que ao
administramos o0 hormdnio, obedecendo com fidedignidade a dose
administrada e o horario da aplicacao, induziu-se elevacdo na concentracao
plasmatica até doses supra-fisioldgicas, criando um meio hiperestrogénico e
por se tratar de ratas normais, possivelmente seja estimulada a aquisicao de
uma ritmicidade cronobiologica, reorganizando as fungcbes das areas
secretoras e concomitante modulacdo na populacdo e sensibilidade dos
receptores presentes nos tecidos-alvo, buscando restabelecer o equilibrio
(steady state). Associado a isto, sabe-se que a elevagdo na concentragcao
plasmatica hormonal induz adaptagdes nas funcbes hepaticas, alterando o
tempo de permanéncia do horménio no plasma, elevando o metabolismo
hepatico e regulando com isto a biodisponibilidade e o tempo de acédo do
horménio.

A ovariectomia é um processo cirurgico que promove a reducao de
75% na concentracdo plasmatica de estrégeno, sendo considerado um efetivo

meétodo hipoestrogénico, que ndo deve ser interpretado como insucesso da
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cirurgia, uma vez que as glandulas supra-renais e o tecido adiposo, também
produzem estes horménios. Cabe salientar que, apesar de ndo se acompanhar
diariamente a concentracdo plasmatica de B-estradiol, a eficacia do método
pode ser comprovada por alteragdes na citologia esfoliativa e/ou reducao da
massa uterina (Latour, Shinoda e Lavoine, 2001).

Tendo em vista que, os ovarios sdao 0s 6rgaos responsaveis pela
sintese/secrecao dos horménios estrégeno e progesterona, acompanhou-se 0
ciclo estral em um grupo de ratas ovariectomizadas por 7 ou 15 dias, ou seja,
submetidas a um meio hipostrogénico, e constatou-se que a fase proestro,
caracterizada por elevadas concentracdes de estrogeno e progesterona, foi
mantida em menores periodos, atingindo apenas 8,6% enquanto a fase diestro,
caracterizada por baixa concentracdo hormonal, foi a mais expressiva se
comparado ao grupo controle, reiterando a efetividade da funcao enddcrina dos
ovarios enquanto principal fonte de producdo e secrecdo de estrégenos e
progestagenos (Freeman, 1988).

No intuito de avaliar a influéncia do 17B-estradiol na auséncia da
atividade secretéria ovéariana, submeteu-se um grupo de ratas
ovariectomizadas durante 7 e 15 dias ao tratamento com o estrégeno. Nestes
grupos, observou-se o predominio da fase proestro, indicativo da
presenga/acao de efetivas concentra¢cdes hormonais circulantes, uma vez que,
expressou acao sobre tecidos-alvos, representados por modificagcdes na
citologia esfoliativa, corroborando com estudos realizados por Marcondes
(1998).

Para ampliar o entendimento sobre os eventos desencadeados em

decorréncia da ovariectomia, optou-se por avaliar alguns parametros
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importantes e indicativos das condi¢cées organicas dos animais, iniciando pela
avaliacdo do peso uterino e verificou-se que ratas ovariectomizadas né&o
apresentam alteracdes precoces na homeostasia da musculatura uterina, tendo
em vista que, nos primeiros 7 dias ndo houve mudanga no peso do Utero,
havendo reducdo expressiva somente ap6s 15 dias da cirurgia, quando a
atrofia torna-se evidente. Estes resultados mostram a interdependéncia entre o
equilibrio homeostatico da musculatura uterina e a presenca dos hormdnios
estrogénicos, indicando que na falta deste horménio, processos indutores de
atrofia sdo desencadeados (Sasa et al., 2001).

As avaliagdes realizadas nos grupos ovariectomizados demonstraram
reducdo expressiva no peso uterino ap6s 15 dias da cirurgia, indicativo de
atrofia, assim, direcionou-se o estudo para a avaliacdo da suplementacdo com
17B-estradiol sobre esta musculatura uterina de ratas normais e
ovariectomizadas. Inicialmente, ndo observou-se alteracées em ratas normais
tratadas, por outro lado, observou-se que o 17B-estradiol impediu a perda de
peso do utero ovariectomizado, uma vez que, o peso do utero tratado foi
expressivamente maior do que aquele que o ovario foi retirado, sugerindo um
efeito anti-catabdlico que reflete a duplicidade de agédo do estrogeno, atuando
na via genémica e ndo-genébmica no controle da homeostasia da musculatura
uterina (Latour, Shinoda e Lavoine, 2001).

Cabe ressaltar, que o estrégeno modula as funcbes de diversos
tecidos-alvo, além daqueles classicamente descritos na literatura como o Utero
e a glandula mamaria, uma vez que, apds 15 dias de ovariectomia os animais
apresentaram um ganho de peso acima dos indices de normalidade, sugerindo

que, possivelmente, os nucleos hipotalamicos responséaveis pelo controle da
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fome sejam modulados e influenciados pelas variagdes nas concentracdes
plasmaticas de estrogeno (Kow e Pfaff, 1985; Kow et al., 2004).

Ao avaliarmos os resultados, até aqui demonstrados, passou-se a
fazer algumas consideracdes de fundo neurofisiolégico, no intuito de buscar
uma explicacdo para esclarecer acdes, ajustes e a integracdo funcional.
Inicialmente, destacou-se que o hipotdlamo é uma regido encefalica com
atividade multifuncional, recebendo e transmitindo informag¢des que controlam
acbes e comportamentos (Cushing e Wynne-Edwards, 2006). Esta regiao é
constituida de nucleos com atividade integrada, destacando-se entre eles, o
nacleo ventromedial (VMN), o qual quando estimulado, promove elevacao na
secrecao de glucagon e consequentemente na glicemia, por outro lado, quando
o estimulo cessa, a secrecao de insulina é deflagrada (Shimazu e Ishikawa,
1981). Consideracdes histofisioldgicas do nucleo ventromedial hipotalamico
demonstraram que ha uma intensa comunicagdo via interneurénios com o
nacleo motor dorsal do vago, neurdnios pré-ganglionares da medula e
neurénios do cortex pré-frontal, regides que apresentam uma alta populagao de
receptores de estrogeno, demonstrando que ha uma agdo moduladora por
parte do estrogeno nas funcdes hipotalamicas (McClellan et al., 1984).

Um estudo avaliou a lesdo da trajetéria dos quadrantes lateral e
caudal do nucleo ventromedial hipotalamico desligando a comunicag¢ao entre
as areas e verificou que houveram mudancas biofisicas na atividade neuronal
ligadas a polaridade, amplitude e duracdo dos potenciais de acao, com
variacdes de amplitude mais significativas nas ratas, cujo corte atingiu mais o
quadrante posterior do que o lateral. E interessante considerar que, nesta area,

o estrogeno reduz a geracao de potenciais antidrémicos, reduzindo o limiar e



83

encurtando o periodo refratario absoluto. Um segundo ponto merecedor de
destaque, é que a analise histologica revelou a intensa interacdo celular na
extremidade rostral do nucleo ventromedial hipotalamico e areas adjacentes
retroquiasmatica, regiao onde estrégeno regula a neurotransmissao e coordena
o comportamento alimentar. Desta forma, variacbées ciclicas na concentracao
plasmatica de estrogeno induzidas pela ovariectomia ou pela elevagdo na
concentragdo plasmatica gerado pela administracdo do horménio, induzem
ajustes sequenciais na busca do equilibrio homeostatico na atividade dos
nacleos hipotalamicos (McClellan et al., 1984; Sakuma e Akaishi, 1997). Esse
fato se relaciona aos resultados do presente estudo, pois, quando foi realizado
o teste de tolerdncia a glicose foi demonstrado um comportamento
diferenciado, considerando-se que no 7°dia ndo houve mudanga significativa,
enquanto no 15°ia houve hipersensibilidade das células 3 pancreéticas frente
a sobrecarga de glicose, representada pela menor area sobre a curva.
Variagbes nas respostas desencadeadas pelo teste de tolerancia a insulina
foram observadas no grupo tratado com o 17B-estradiol, demonstrando que,
além da capacidade de influenciar na atividade dos nucleos hipotalamicos,
também atua na modulagéo do processo secretério da insulina (Schwartz et al.,
2000).

Ao avaliar o indice de ingesta em ratas tratadas com estrégeno,
observou-se que houve reducdo na ingesta, demonstrando a agcdo moduladora
do estrogeno nos nudcleos hipotaldamicos, que comandam a interface
fome/saciedade, uma vez que, tem sido relatado que baixas concentragdes
plasmaticas de estrégeno promovem aumento no peso indicando um possivel

envolvimento com a expressao do gene ob (Yoneda et al.,1998). Na condi¢cao
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hipoestrogénica, a ativacao da area da fome € revertida quando se suplementa

com 17B-estradiol (Latour, Shinoda e Lavoine, 2001).

6.2 Modulacao da sensibilidade a insulina pelo estradiol

Esta fase experimental foi direcionada a avaliagdo das relagdes
adaptativas entre a atividade das células 3 frente a sobrecarga com glicose € a
sensibilidade do tecido-alvo a insulina.

Desde a década de 90, tem sido sugerido que o estrégeno exerce
acao no processo secretério da insulina, promovendo atividade elétrica na
forma de burst nas células B pancreaticas, induzindo com isto a secrecao de
insulina (Nadal et al., 1998).

Para avaliar esta acado insulinotropica, inicialmente realizamos o
teste de tolerancia a glicose (GTT) e o teste de tolerancia a insulina (ITT) em
ratas ovariectomizadas tratadas ou ndo com 17B-estradiol. Neste estudo, nao
observamos alteracdes na resposta pancreatica a sobrecarga de glicose bem
como na sensibilidade tecidual a insulina no grupo submetido a ovariectomia
durante 7 dias, fato que néo refletiu em alteragdes na glicemia de jejum como
sugerido por Ahmed-Sorou e Bayley (1981). Por outro lado, no grupo
ovariectomizado durante 15 dias, observou-se reducédo na area sob a curva,
como descrito no GTT, indicativo de uma maior secre¢édo de insulina, mesmo
assim, nao foram observadas alteragdes glicémicas de jejum, portanto,
acredita-se que por se tratar de um sistema cuja agcdo é integrada, ha uma
regulacao fina entre a concentracao circulante de insulina com a populacéo de

receptores de tecidos-alvo, 0 que nos leva a sugerir que o estrégeno tem seu
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locus da acado somente enquanto modulador e ndo agente primario no
processo integrado do controle glicémico, atuando tanto nas areas
hipotalamicas, no controle central da atividade do pancreas endocrino e na
célula B pancreatica (Shimazu e Ishikawa, 1981).

Observou-se que, na transicdo do 7° para o 15° dia, tanto frente ao
efeito hipoestrogénico gerado pela ovariectomia quanto pela suplementagao
com o 17B-estradiol, ocorreram expressivas mudancas nas responsividades
indicadas por comportamentos distintos do GTT e do ITT. Uma explicacao para
isto reside no fato do estrogeno ser um agente regulador das atividades do
pancreas endocrino e também na sensibilidade da rede de tecidos insulino-
sensiveis (Choi et al., 2005).

Estudos relacionados a fisiologia da insulina identificaram que o
processo secretoério é deflagrado por uma seqiéncia de eventos iniciados pelo
metabolismo da glicose e/ou de outros nutrientes ou ainda modificada por
varios farmacos. Uma das formas de ativacdo do processo secretorio envolve a
mudanca do estado elétrico das células B. O potencial de repouso da célula 3 é
principalmente determinado pela atividade dos canais de potassio sensiveis ao
trifosfato de adenosina [ATP (Katp)]. Quando ha um aumento na concentracao
de glicose plasmatica, aumenta a captacdo de glicose pela célula B e seu
metabolismo € estimulado, aumentando a geracdo de ATP e,
consequentemente, a relacdo ATP/ADP, levando ao fechamento de canais
sensiveis ao ATP (designados canais Katp) causando a despolarizacao da
membrana. Isto resulta na ativagdo dos canais de Ca®* sensiveis & voltagem e
no inicio de uma atividade elétrica ritmica, tipica na forma de bursts. O

aumento no influxo de Ca®*" induz elevagdo da calcemia citoplasmatica e
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consequente extrusdo dos granulos de insulina (Gembal et al., 1993; Aschroft,
2003; Koster, Permutt e Nichols, 2005).

Tem sido descrito que ha uma acgao insulinotrépica nao genémica
desencadeada pela ligacdo do estrébgeno ao receptor nas células P
pancreaticas, gerando um segundo mensageiro ainda desconhecido o qual tem
a capacidade de induzir o fechamento dos canais Katp, desencadeando
atividade elétrica e promovendo a secrecao de insulina de maneira similar a
glicose. Cabe considerar, que a poténcia de acdo segue a seguinte hierarquia:
17 estradiol = estrona > aestradiol > testosterona > estriol (Nadal et al., 1998).

Diversos estudos ligados a identificacao das ac¢oes insulinotrdpicas
do estrébgeno, demonstraram alteracbes na transcricdo do sinal apds
acoplamento, ativacdo da unidade receptora de insulina (IRS2) e a formacgao
do AMPciclico, com isso elevando a responsividade da célula  a sobrecarga
de glicose de maneira similar ao exercicio fisico. Por esta razdo, tem sido
aventada a utilizacdo deste agente enquanto coadjuvante no tratamento de

mulheres diabéticas menopausadas (Borissova et al., 2001; Choi et al., 2005).

6.3 Relacao entre contéudo glicogénico, ovarectomia e estradiol

A eficiéncia do processo contratii depende de caracteristicas
anatomo-bioquimicas de cada tipo de fibra muscular, sendo consenso que o
musculo esquelético utiliza preferencialmente a glicose como substrato
energético. Nas fibras musculares, a captacdo da hexose se faz através de
isoformas de transportadores sensiveis ou ndo a insulina, cuja funcdo é

translocar a glicose do meio extracelular para o citosol. A regulacdo da
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captacado de glicose ocorre de maneira multifatorial, dependendo da presenca
da insulina, da atividade metabdlica tecidual ou ainda da atividade contratil das
fibras (Klip e Paquet, 1990). Ap6s ser captada, 70 a 85 % da glicose fica
reservada na forma de glicogénio, reserva relacionada diretamente a
capacidade aerébia ou a capacidade de endurance do organismo, de forma
que as alteragdes no perfil enzimatico das mitocondrias e das reservas
glicogénicas sao os responsaveis pela eficiéncia do trabalho muscular (Keley,
Reilly e Veneman, 1990; Taylor, 1991).

A importancia da insulina para o equilibrio nutricional do musculo, se
deve a capacidade de promover a translocagdo de transportadores de glicose
tipo 4 (GLUT4) de reservatérios citosolicos para a membrana, elevando a
captacao de glicose, oxidacao ou direcionamento para formacao de glicogénio
(Henriksen et al., 1997).

Ao avaliar o conteudo muscular de glicogénio, observamos que nao
houve diferenca nas reservas nos 7 primeiros dias pos-ovariectomia, no
entanto, apds 15 dias, a diminuicdo nas reservas foi significativa. A explicacao
para este fato estd centrada na participacdo dos horménios ovarianos na
regulagdo da homeostasia glicémica e retrata nossos experimentos, onde
demonstramos mudancas expressivas tanto na sensibilidade das células B
pancreaticas (representado no GTT) quanto na sensibilidade tecidual a insulina
(representado no ITT), somente apds 15 dias da cirurgia, sugerindo que lenta e
progressivamente ocorrem o0s processos de ajuste da integracdo funcional,
onde o estrogeno passa a influenciar na homeostasia glicémica indiretamente,
modulando a secrecao de insulina e a populacao de receptores dos tecido-alvo

(Burt-Pichat et al., 2004).
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Os resultados mostraram que o quadro de resisténcia a insulina
também pode ser deflagrado pela ovariectomia, comprometendo diversos
passos do metabolismo dos carboidratos, em especial, a formagdo das
reservas glicogénicas (Kumagai, Holgman e Bjorntorp, 1993; Park et al., 2001;
Song et al., 2005). Cabe ressaltar, que a dose utilizada mostrou-se efetiva, uma
vez que, tem sido descrito que altas doses comprometem a sensibilidade a
insulina enquanto pequenas doses melhoram, fato direcionado a agao
molecular do estrégeno, uma vez que, altas doses hormonais promovem baixa
expressao génica do receptor de insulina bem como redugdo na fosforilagao
deste, instigando o desenvolvimento de estudos que avaliem a utilizacdo do
17B-estradiol em diferentes condi¢ées que causem resisténcia a insulina, como
no caso do diabetes mellitus (Gonzalez et al., 2002).

Frente a sugestao de acéao insulinotropica do estrégeno, passou-se a
avaliar o comportamento das reservas de glicogénio em um grupo
suplementado com o 173-estradiol e observamos que o tratamento promoveu
elevacao no conteddo de glicogénio levando a formacdo de reservas
progressivamente maiores concomitante ao tempo de tratamento, indicando
que o estradiol tem a capacidade de ativar a enzima glicogénio sintetase
(Becket et al., 2002; Gonzalez et al., 2002).

Um outro fato a se destacar, é que o masculo esquelético apresenta
receptores de estrogeno sendo identificado em camundongo, rato, boi e em
humanos (Couse et al., 1997; Pfaffl et al., 2001; Lemoine, Granier e Tiffoche,
2002, 2003).

Ao avaliar o conteudo glicogénico do grupo ovariectomizado

suplementado com estrégeno, verificou-se reservas significativamente maiores,
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se comparado ao grupo nao tratado. Este aumento nas reservas glicogénicas
se deve a acado do 17B-estradiol em promover aumento na sensibilidade a
insulina, translocacao de transportadores de glicose GLUT4 potencializando a
captacao da hexose, ativacao das vias ligadas a acao insulinica, principalmente
com relagdo a enzima glicogénio sintetase, convergindo para a formacao das
reservas de glicogénio (Campbell e Febraio, 2001; McClun et al., 2006).

Atualmente, ndo se conhece todos o0s passos ligados ao mecanismo
de acado do estrégeno devido a seu carater multifatorial, entretanto, buscou-se
enumerar os eventos que podem ser ativados na sinalizacao estrogénica.
Inicialmente tem sido descrito que o estrégeno ao se acoplar ao receptor é
internalizado, apés passar por dimerizacdo no citoplasma, onde é deslocado
até o nucleo ligado a proteina HPS90 onde a molécula se liga a dois dominios
de transcricdo denominados AF-1 e AF-2, localizados, respectivamente, nas
regibes NH2 e COOH do receptor, ativando uma série de fatores como a
unidade génica denominada de Sp1, o complexo AP-1 ligado a complexos
protéicos denominados JUN/Fos, a transcricao e expressao génica (Jakacka et
al., 2001; McClun et al., 2006).

Um segundo mecanismo esta ligado a ativagdo de vias citosélicas
comuns entre o estradiol e a insulina, envolvendo a ativacdo sequiencial de
segundos mensageiros que atuam nas vias enzimaticas denominadas de Src,
PI-3K, Stats, ras, raf, proteina quinase ativada por mitdégenos (Mek, Mepk),
cada qual com especificidade de acéo ligada ao metabolismo dos carboidratos
exercendo, acdo anabdlica e/ou anti-catabdlica (Migliaccio et al., 1998;
Simoncini et al., 2000; Wise et al.,2001; Bjornstrom e Sjoberg, 2002; Patrone

et al., 2006).
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Uma terceira hip6tese esta ligada a capacidade do estrégeno em
ativar a enzima éxido nitrico sintetase Ca®* dependente nos misculos, uma vez
que, esta enzima esta envolvida nos processos que determinam o aumento na
captacdo de aminodacidos e glicose, ativando as vias que levam a formacao de
reservas energéticas, como ja descrito em humanos e ratos (Etgen, Fryburg e
Gibbs, 1997).

Uma quarta via de agdo sugerida, € a via indireta onde o estrégeno
per se ou na suplementacao induz down-regulation no eixo GH/IGF-1 afetando
o musculo, uma vez que, ap0s ovariectomia, observa-se elevagédo na secrecao
do GH e IGF1 que exercem agao anabdlica e anti-catabdlica (Fischer, Hasser e
Brown, 1998).

A performance muscular € um importante determinante da capacidade
funcional da musculatura esquelética, assim, estudos da integragéo funcional
entre a molécula da insulina e o estradiol, reforcam a importancia do estradiol
para o equilibrio energético das fibras musculares, uma vez que, tem sido
relatado reducdo na forgca muscular em mulheres menopausadas (Sillence,
Reich e Thomson, 1995; Skelton et al., 1999; Patrone et al., 2006). Tal
suplementagédo pode propiciar uma melhora na qualidade de vida, fazendo da
terapia de suplementagdo estrogénica um método eficaz na manutencao da
forca muscular, trazendo beneficios cardiovasculares, metabdlicos e musculo
esqueléticos, prevenindo o desenvolvimento de patologias que constantemente
acometem mulheres menopausadas (Sirola e Rikkonen, 2005).

Tendo em vista os efeitos da reposicdo hormonal serem tao
importantes e j& demonstrados, a opinido mais corrente entre os especialistas é

que toda a mulher na menopausa que apresente: 1. Sintomas clinicos
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evidentes de défict hormonal; 2. Risco de osteoporose (branca, magras,
sedentarias) ou 3. Risco de doenca cardiovascular (hipercolesterolemia,
hipertensdo arterial, fumo, diabetes, obesidade e histéria familiar de doenca
cardiovascular precoce) e que nao tenha risco aparente de desenvolver cancer
de mama (auséncia de familiares diretos com doenca comprovada) ou
complicagdes tromboembdlicas deve ser considerada como potencial candidata
a TRH. Nas demais, deve-se pesar criteriosamente os riscos e beneficios para

a instituicao do tratamento (Almeida e Rodrigues, 2005).

6.4 Relacoes funcionais entre desnervacao neuromuscular e o estradiol

A eficiéncia do processo contratii da musculatura esquelética
depende da atividade dos neurbnios motores, que ao se interiorizarem no
musculo, perdem a bainha de mielina ramificando e entrando em contato com a
membrana da fibra através da placa motora, assim o sistema contratil necessita
da integridade de suas estruturas para o perfeito funcionamento. Uma
consideracao importante esta ligada ao fato do musculo esquelético de rato
possuir 3 tipos distintos de fibras que apresentam sensibilidade e
responsividade a insulina diferenciadas, obedecendo a divisdo em fibras |
(vermelhas e lentas), fibras tipo lla (vermelhas e rapidas) e fibras llb (brancas e
rapidas). Dentre elas, em condicdo de repouso, as fibras tipo | expressam a
maior sensibilidade a insulina e 0 maior numero de transportadores de glicose
(Mc Dermot et al.,1990).

Ao avaliar o conteludo de glicogénio dos musculos desnervados

durante 7 dias, observamos que houve uma expressiva reducao das reservas
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do musculo sbleo, que é composto preferencialmente de fibras tipo I, ndo
sendo expressiva a mudanca nos demais musculos. Assim, o0
comprometimento na formacao desta reserva energética decorre, em parte, de
alterac6es nos mecanismos internos da cascata de reac¢des quimio-enzimaticas
que culminam com a translocacédo da isoforma de transportadores de glicose
GLUT 4 de reservatorios citosélicos em direcdo a membrana e ativagao do
sistema sinalizador insulinico (Burant et al., 1991). O sequenciamento do DNA,
que codifica a replicacao do transportador GLUT4, mostrou 96% de identidade
entre as seqUéncias observadas no homem, rato e camundongos. Esta
hegemonia mostra que resultados experimentais observados em ratos sao
plausiveis de se observar em humanos (Bertelli et al., 2003).

A incorporacdo de novas moléculas de glicose nos reservatérios de
glicogénio, o conteudo citosolico da enzima glicose-6-fosfato e a atividade da
enzima glicogénio sintetase, sdo etapas que tem um papel fundamental no
metabolismo da glicose no tecido muscular. Segundo Wallis et al. (1999), no
musculo desnervado ha diminuicdo na atividade da enzima glicogénio sintetase
concomitante a elevacao na atividade da enzima glicogénio fosforilase, evento
que ocorre em menor ou maior grau dependendo do tipo de fibra avaliado.
Neste caso, o musculo sbleo foi 0 que apresentou o efeito mais significativo,
corroborando com estudos que demonstraram que ap6s 7 dias de
desnervacao, a captacdo de glicose € diminuida (Turinsk,1987; Turinsky e
Damrau-Abney, 1998; Wallis et al., 1999; Hirose et al., 2001; Nunes e Mello,
2005).

Como estratégia bioquimica da musculatura desnervada, considera-

se que ha elevagdo na populagdo do transportador de glicose GLUT1, na
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expectativa de melhorar a captacdo da hexose e restabelecer o aporte do
principal substrato energético metabolizdvel, no entanto, esta estratégia
bioquimica néao é totalmente efetiva, uma vez que, concomitante a desnervagao
ocorrem mudanc¢as bioquimicas, que incluem variagdo na concentracao e na
atividade de enzimas envolvidas na glicélise e na fosforilagcdo, aumento na
concentragdo de AMPc da proteina quinase dependente de AMPc e da
atividade da adenilciclase, reducéo da atividade da enzima glicogénio sintetase
e elevacao na atividade da enzima glicogénio fosforilase (Frostick, 1995; Wallis
et al., 1999; Bosch, Ziechen e Skutek, 2003) fatores associados que reiteram
as pequenas reservas glicogénicas observadas neste estudo.

Ressaltando a importancia da integridade da inervagdo motora para
a homeostasia das fibras musculares, observa-se que o musculo séleo
submetido a desnervacdo apresentou reducdo no peso reforcando o
comprometimento na sensibilidade a insulina e o desenvolvimento de
hipotrofia. Esta hipotrofia é decorrente de um processo multifatorial afetando a
atividade metabdlica, a capacidade de absorver inumeros substratos
energéticos que dependem e estdo associados a sensibilidade a insulina e
reducdo no processo contratil, uma vez que gera paralisia, fraqueza muscular e
perda de massa (Hunter et al., 2002).

Sabe-se que o musculo esquelético tem papel essencial na
manutencdo da homeostase glicEmica (Wallberg-Henriksson, 1987). Uma vez
constatado as alterac6es metabdlicas induzidas pela desnervacao, passamos a
avaliar o efeito da desnervagao sobre a taxa de remocao da glicose sanguinea
(Kir1). Neste estudo foi demonstrado que a velocidade de decaimento da

glicose reduziu concomitante & desnervacao. E sabido que, a insulina sinaliza
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através de sub-unidades denominadas substratos do receptor de insulina ou
IRS, as quais se subdividem em unidades numeradas de 1 a 4, e por meio de
reacdes em cascata fosforilam a proteina G ativando a fosfolipase C "ras" e a
forma PI3-K ou fosfatidilinositol-3-quinase (Di Guglielmo et al., 1998). A enzima
PI3-K atua como regulador alostérico, ligando-se a regiao denominada de
pleckstrin homology (PH) de proteinas quinase dependente de fosfoinositideos
(PDK) e a proteina quinase B (PKB) (White e Gasiewick, 1993). Por meio
destes mecanismos, a PI3-kinase é capaz de atuar no ambito molecular,
modulando varios processos metabdlicos relacionados ao efeito da insulina,
incluindo a captacao de glicose, efeito anti-lipdlise, sintese de glicogénio e
supressao da gliconeogénese hepatica através da regulacdo na expressao da
PEPCK ou enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (Cortright e Dohm, 1997;
Ogawa et al., 1998; Bertelli et al., 2003). Assim, concomitante a desnervacao,
as vias sinalizadoras da insulina sdo inativadas, reduzindo a eficiéncia da via
pds-receptor, 0 que leva a reducdo na sensibilidade tecidual implantando o
quadro de resisténcia (Wallis et al., 1999; Lin et al., 2002).

Dentro da proposta experimental, avaliou-se o efeito do tratamento
com 17f-estradiol na musculatura desnervada e observamos que as reservas
glicogénicas foram expressivamente maiores quando comparadas aos
musculos tratados com os nédo tratados e ainda, o conteudo de glicogénio
tornou-se progressivamente maior concomitante ao tempo de tratamento
demostrando o status quo das fibras musculares. Este dado mostra a acao do
estradiol no restabelecimento das vias metabdlicas comprometidas pela
desnervacao muscular, com énfase especial na capacidade de ativar as etapas

da sinalizagdo insulinica, cuja eficacia foi comprometida pela desnervacgao.
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Assim ao ativar a enzima glicogénio sintetase, restabelece-se parcialmente as
condicoes energéticas das fibras musculares (Gonzalez et al., 2002).

Como consideracdes finais, queremos ressaltar que os receptores
ERa estdo presentes em tecidos cuja geracdo de energia decorre de
metabolismo oxidativo mitocondrial, como corac¢ao, tecido adiposo e musculo,
cuja acao esta relacionada ao coativador de transcricdo PPARYy (peroxisome
proliferator activated receptor y) e o coativador 1a (PGC-1a), reguladores do
metabolismo energético, incluindo acidos graxos e atividade mitocondrial
(Giguere et al., 1988; Sladek, Bader e Giguere, 1997; Huss, Levy e Kelly, 2001;
Wiik et al., 2003; Glenmark et al., 2004).

Assim, hormdnios com agcao metabotrofica como o estrégeno podem
ser substancias-chave no restabelecimento das condi¢cées energéticas de
musculos desnervados, fenébmeno este pouco explorado na literatura;
Caracterizando assim a importancia deste estudo.

Os eventos decorrentes da desnervacao neuromuscular sdo varios e
desencadeados sequencialmente a lesdo. A avaliagdo do comportamento
bioguimico das fibras musculares desnervadas é area de interesse de diversos
cientistas, no entanto, deve-se ter uma atencao especial com relacdo ao
estrogeno, tendo em vista sua agdo moduladora nas dindmicas energéticas.
Este conjunto de informacbes faz parte do contexto deste trabalho, o qual
busca ressaltar o papel do estrdgeno no restabelecimento de um perfil
essencial para a eficiéncia contratil, condicdo si ne qua non para a interface da

reabilitacdo no campo da fisioterapia.
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6.5 O efeito do estradiol, da ovariectomia e da desnervacdao sobre a

analise morfométrica do musculo soleo

As miofibras, elementos contrateis do musculo esquelético sao
envoltos por uma membrana, o sarcolema, que € praticamente impermeéavel ao
fluido extracelular. O sarcolema tem uma |amina basal associada externamente
que é idéntica em sua aparéncia estrutural ao envoltério ao redor de células de
musculo liso e a lamina basal que separa as células epiteliais do tecido
conjuntivo adjacente, como visto pela microscopia eletrdnica de transmissdo. O
termo “lamina basal” foi definido antes que a ultraestrutura e as propriedades
das membranas das células fossem conhecidas. Os principais componentes da
lamina basal s&do: o colageno tipo 1V, laminina e proteoglicanas ricas em sulfato
de heparina. A Iamina basal oferece apoio estrutural para as miofibras e é
importante na manutengéo e na integridade fisiolégica das miofibras, além de
servir como uma barreira seletiva aos eletrdlitos, exercendo um papel
importante na reparagdo da fibra muscular ap6s lesdo ou exercicio fisico
excessivo (Carmelli et al., 2003).

Na ultima década, a metalloproteinases (MMPs) da matriz tem se
mostrado um papel importante na matriz extracelular numa ampla gama de
tecidos normais e patoldgicos, embora se conheca pouco de seu papel no
musculo. O discernimento dos mecanismos de degradacdo de proteinas
induzidos pela MMPs podem indicar estratégicas terapéuticas preventivas e
potentes no retardo da deterioracdo estrutural e fisiolégica do musculo
esquelético como ocorre no envelhecimento e em varias patologias (Carmelli et

al., 2003).
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As metalloproteinases da matriz constituem uma importante familia
de enzimas onde foram encontradas em plantas, vertebrados e invertebrados e
muitas tem sido clonadas e sequenciadas (Massava et al., 1998). Elas sao
enzimas proteoliticas altamente homogénea da matriz extracelular, sendo
responsaveis pela degeneracdo do tecido conjuntivo e sdo encontradas na
maioria dos tecidos (Balcerzak et al., 2001). Conjuntamente, sdo responsaveis
pela degradagédo da matriz extracelular durante o desenvolvimento embrionario,
migracao celular, morfogénese e remodelagem do tecido, exercendo um papel
essencial no funcionamento normal em muitos tecidos durante o crescimento e
envelhecimento e estdo envolvidos em outros processos, tais como:
remodelacdo do osso, funcionamento das glandulas mamarias, Utero, além da
ovulacao. Também estao envolvidas em processos patoldégicos abordando a
matriz extracelular, incluindo inflamacdo, angiogénese, invasao celular,
doencas renais, progressao de tumor, metastase e morte celular. Elas sao
comumente induzidas por citocinas e secretadas por células inflamatérias (Choi
e Dalakas, 2000). A ativacdo de promotores de MMPs envolvem a proteina
kinase ativada por mitogeno (MAPK) mostrando as vias que podem ser
ativadas pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a IL-1 ou interleucina 1
(Mengshol, Mix e Brinckerhoff, 2002).

A matriz extracelular é composta por duas classes de
macromoléculas, o coldgeno e os polissacarideos glicosaminoglicanas. Em
varias partes do corpo, existem diferentes tipos de colagenos, sendo que a
expressao das subfamilias de colageno depende da idade e do balang¢o do
esterdide hormonal, como por exemplo, o 17 P-Estradiol, que estimula a

producdo de colageno nos fibroblastos teciduais e aumenta a producao de
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glicosaminoglicanas. Ambos os estrégenos, estradiol e estriol aumentam a
sintese de colageno e a producao de mucopolissacarideos (Grosman, Hirdberg
e Schon, 1971; Gruber et al., 2002).

O balancgo da sintese e degradacao do colageno é importante, sendo
que a degradacdo depende da atividade de varias proteinases incluindo a
metaloproteinases da matriz (MMPs) e a catepsina, secretada pela célula do
tecido conjuntivo. As MMPs sdo estocadas nos lisossomas como pro-
coldgenos e sdo continuamente secretadas para a matriz extracelular até a
estimulacdo do ativador pré-colageno endogenos. Ha também as
metaloproteinases inibidoras, conhecidas como inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs), que controlam a atividade das MMPs (Simon,
Gimeno e Mercader, 1996).

Horménios ovarianos (esterdides ovarianos) interferem na acédo dos
TIMPs, e tem sido mostrado que, especialmente a progesterona, afeta a
translocacdo e estabilizacdo dos RNAm dos TIMPs (Sato, Ito e Mori, 1991).
Quando aumentam os niveis plasmaticos de progesterona, tanto a degradacao
quanto a sintese (turnover) do colageno estao baixos. Isto é devido ao fato da
progesterona inibir a sintese de colageno e suprimir a transcricao do fator
nuclear kappa B (NFkB) (Van der Burg e Van der Saag, 1996). No estudo de
Formosa et al. (1994), o tratamento com estradiol tépico estimulou a sintese de
colageno, com aumento do pré-colageno tipo | e tipo lll.

A atuacdo do estrogeno na substancia fundamental amorfa se da
através dos nucleotideos ciclicos, estimulando a proliferagéo dos fibroblastos e
influenciando o turnover das macromoléculas, provocando alteracdo das

glicosaminoglicanas e do colageno. O aumento e hiperpolimerizacao do acido
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hialurbnico causa aumento da pressdo osmotica intersticial e edema. A
alteracdo do colageno favorece a fibroesclerose dos septos conjuntivos
interlobulares (Isidor, 1984).

Essas observacbes mostram que os hormbnios ovarianos sao
importantes na atividade das metaloproteinases da matriz extracelular,
destacando os resultados desse trabalho, sendo que no grupo tratado com
estradiol durante 7 dias, houve um aumento de 80,4% no tecido conjuntivo,
corroborando com a literatura. J&4 no grupo ovariectomizado por 7 dias, onde
ocorre a diminuicdo dos horménios ovarianos, houve um aumento expressivo
de 259,4% no tecido conjuntivo, sugerindo que a falta dos horménios interfere
na regulacao (balango) entre a sintese e a degradacao do colageno.

Porém, quando o estradiol foi administrado no grupo
ovariectomizado, houve reducao na proliferacdo do tecido conjuntivo, resultado
importante para a integridade muscular. Esse fato mostrou a importancia do
estradiol, potencializando a ac¢ao fisiol6gica na degradacgéo do tecido conjuntivo
e assim, protegendo a musculatura esquelética de uma possivel fibrose
muscular, fato que interfere principalmente na eficiéncia atividade contratil.
Ressalta-se, que 0 mecanismo do estradiol no musculo esquelético ndo tem
sido abordado na literatura, merecendo assim estudos mais aprimorados,
envolvendo, por exemplo, a atividade tanto das metaloproteinases quanto dos
inibidores, além da possivel relacdo com as interleucinas relacionadas as
metaloproteinases. Vale destacar que, como foi observado acima, no estudo de
Van der Burg e Van der Saag (1996), a progesterona inibe a sintese de
colageno, assim pode-se sugerir que o tratamento com estradiol nos grupos

desnervado e ovariectomizado, onde promoveu uma reducdo na proliferacao
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de tecido conjuntivo, pode ter sido um efeito “progesterona like” devido a
similaridade da estrutura molecular, auxiliando na inibicdo da sintese do
colageno nesses periodos.

E importante destacar também a importancia da dose e do tempo de
tratamento com estradiol, sendo que nesse estudo foi utilizada alta dose em um
curto periodo. Isso é relevante, pois no estudo de Demestre et al. (2005)
observou-se que as MMPs no musculo estdo envolvidas em mudangas no
tecido ap6s a desnervacao e sugere-se que experimentos adicionais sejam
necessarios para afirmar a hipétese de que a inibicado da MMPs pode ser
benéfica na protecdo do musculo contra uma remodelagem excessiva apos a
desnervacao e portanto melhorar a regeneragao.

Apesar da literatura abordar a relacdo dos horménios ovarianos com
as metaloproteinases em outros tecidos, como osso (Li et al., 2004), mama
(Nilsson et al. (2001), utero (Anuradha e Thampan, 1993), coracao (Chancey et
al., 2005) e cartilagem articular (Oestegaard et al., 2006), ndo ha estudos que
abordem a relacdo dos horménios, especialmente o estrégeno, com o musculo
esquelético, merecendo assim, estudos adicionais de biologia molecular e
histolégicos para entender melhor os mecanismos e assim, os resultados
encontrados nesse estudo.

Um tecido bastante estudado na literatura, relacionando o estrégeno
as atividades das MMPs além da interferéncia da insulina, € a cartilagem
articular. Classen et al. (2006) relataram que observacgdes clinicas sugerem
que existe uma relacdo entre osteoartrite e as mudancas do metabolismo do
estrogeno na mulher menopausada, sendo que o colageno tipo Il € a proteina

estrutural principal da matriz da cartilagem articular e sua sintese é aumentada
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pela insulina na area de crescimento da cartilagem. Assim, a cartilagem de
pacientes diabéticos € biomecanicamente menos estavel, porém mais
experimentos serdo necessarios para clarear o papel do estradiol e da insulina

no metabolismo dos condrécitos articulares.

Nesse sentido, € importante lembrar que duas condi¢cées estudadas
nessa dissertacdo foram a desnervacdo e a ovariectomia, que sao
caracterizadas por resisténcia a insulina, sendo a ovariectomia caracterizada
também por hiperinsulinemia. Tal fato pode ter contribuido para o aumento do
tecido conjuntivo, ndo somente pela diminuicdo dos horménios ovarianos e a
alteracdo na regulacdo da sintese/degradacdo do colageno, possivelmente
relacionado a progesterona, como ja foi abordado anteriormente e sua relagéao
com as MMPs, mas também pode estar relacionado com o horménio insulina.
Ressalta-se, que isso é uma sugestado, pois o estudo de Classen et al. (2005)
abordou a cartilagem articular e nao muasculo esquelético, como foi
demosntrado neste estudo. Assim, isso nos gera interesse em aprimoramento
dos estudos relacionando esses aspectos também na musculatura esquelética,
envolvendo ndo somente os hormdnios ovarianos, mas também a insulina.
Desta forma espera-se com este estudo estimular novas pesquisas para um

melhor entendimento desse sistema.

Alguns estudos relataram que os parametros que deve-se considerar
0s principais componentes da matriz da cartilagem articular sédo o colageno tipo
Il e proteoglicanas, sendo que a insulina aumenta a sintese de colageno tipo |l
e 0s condrdcitos da placa epifisal em caes (Mendler et al. 1989; Nataf et
al.,1990). Classen et al. (2006) observaram, em condrdcitos, que a sintese de

colageno tipo Il foi aumentada pela insulina e ndo por doses fisiolégicas de
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estradiol, além da supressao do efeito da insulina quando foi administrado o
estradiol. De forma contraria, no estudo de Nasatzky et al. (1993), a sintese de
colageno tipo Il foi aumentada com estradiol em condrécitos da zona de
crescimento de costelas de ratas. De acordo com Kevin et al (2001) pode-se
concluir que o estrégeno parece influenciar a producdo da matriz de
condrdcitos articulares, ndo de forma isolada, mas pela regulacdo de outros

fatores.

Ainda com relacdo a insulina, a literatura destaca que o papel central
no metabolismo de cartilagem articular pode ser atribuido a insulina devido a
seu efeito estimulatério na sintese de colageno tipo Il, como principal

componente estrutural deste tecido (Nataf et al., 1990).

Assim, apesar da literatura ndo abordar o efeito do estradiol e da
insulina na matriz extracelular de musculo esquelético, além das atividades das
MMPs, ndo podemos descartar no nosso estudo, a acado da insulina nos
resultados da analise do tecido conjuntivo intramuscular, porém outros estudos

devem ser realizados para elucidar o mecanismo exato dos resultados.

Com relagéo a cartilagem articular outros estudos também abordam
a ovariectomia e a reposicao hormonal. Oestergaard et al. (2006) avaliaram o
efeito da ovariectomia e da terapia estrogénica na degradacao do colageno tipo
Il e na integridade estrutural desse tecido e observaram que a ovarectomia em
ratas resulta na diminuicdo do nivel sérico de estradiol e aumento do nivel
sérico do colageno tipo Il, o qual pode ser associado a alteracbes na sua
estrutura e que a terapia precoce de estrdgeno pode assegurar a preservacao
da integridade estrutural desse tecido em animais ovarectomizados,

ressaltando que o efeito condroprotetor do estrégeno ocorre, pelo menos em



103

parte, através da inibicdo direta dos efeitos das atividades catabdlicas dos
condrécitos. Nesse estudo, os autores ainda sugerem que algumas mudancas
ocorreram durante as trés primeiras semanas de insuficiéncia de estrogeno,
onde o atraso da terapia ndo pode ser compensado. Em outras palavras, o
estrogeno pode prevenir a perda de cartilagem, mas nao pode induzir a
formagcdo da mesma. Ainda ressaltaram, que o mecanismo pelo qual o
estrogeno exerce seus efeitos ainda ndo € completamente entendido, no
entanto, receptores de estrogeno tém sido demonstrados em inumeras
espécies de condrdcitos, inclusive em ratas, sugerindo que os efeitos diretos

poderiam estar também envolvidos na agé&o do estrogeno.

Na desnervacdo, além do comprometimento na homeostasia
energética do musculo séleo, concomitante ao processo de atrofia, ha reducao
no metabolismo de glicose e aumento de colageno tipo | e Ill no endomisio e
perimisio, indicando que a atrofia por desnervagdo € acompanhada por
alteracbes metabdlicas e fibréticas (Jozsa et al., 1990). A falta de forcas
fisioldgicas atuando sobre o colageno impede a formagdo de ligagcbes
cruzadas, dando origem as fibras imaturas que sao responsaveis pela fibrose.
Ha também reducdo na area das fibras musculares, embora seu numero se
mantenha (Amiel et al., 1982). A perda de movimento contratil do masculo pode
alterar toda a arquitetura fibrosa do endomisio, indicando que a atrofia por
desnervacdo € acompanhada por alteragcdes fibroticas (Polacow et al., 2003).
Essa fibrose pode estar associada a mudanca no metabolismo de colageno,
pois sabe-se que ha influéncia neural sobre a juncdo neuromuscular, como, por
exemplo, 0 aumento do seu turnover apds desnervagcao (Klein, Dawson e

Kingsbury, 1997).
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Com relagdo a densidade de area de tecido conjuntivo, alguns
estudos relacionados a desuso muscular, como por exemplo, com ortese de
resina acrilica na imobilizag&o articular do tornozelo, promoveram aumento do
tecido conjuntivo representado por 279% em 3 dias (Durigan et al., 2006),
200% em 7 dias (da Silva et al., 2006) e 160% em 15 dias (Durigan et al.,
2006). Essa condicdo de desuso corrobora com os resultados deste estudo

onde o grupo desnervado apresentou um aumento de 238,4%.

Embora relativamente pouco se conheca sobre o papel das MMPs
no muasculo esquelético, elas tem sido envolvidas numa gama de processos de
desenvolvimentos funcionais e patolégicos. As MMPs tém papeis regulatérios
no crescimento e desenvolvimento do musculo e também sao importantes no
processo de reparo apds lesao traumatica ou miopatia por desuso. A atrofia
muscular, decorrente de doengas ou imobilizacdo de membros, €
acompanhada por mudancas em ambas MMPs e TIMPs (Reznick et al., 2003).

Segundo Edwards et al. (1996), a familia das metaloproteinases
degradam todos os componentes da matriz extracelular, possuindo
caracteristicas semelhantes, incluindo um modo comum de ativacao,
conservacao e sequéncias de aminoacidos na suposta regido do local ativo de
ligagdo com metal e inibigdo por TIMPs. O nivel de atividade final in vivo da
atividade de degradacdo resulta das interacbes de muitos fatores que
controlam a expressao e ativacdo de enzimas ativadoras e inibidoras, assim
como a inatividade e degradacdo das mesmas, sendo que seu balancgo
determina a extensao da degradacao da matriz.

Segundo Gatchalian, Schachnner e Sanes (1989), o esmagamento

ou axoniotomia dos nervos motores induz, respectivamente, a desnervacao
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transitéria ou prolongada do muasculo esquelético e, além disso, outras
modificacdes resultam em mudancgas expressivas na composicao celular e nas
moléculas do tecido conjuntivo da juncdo neuromuscular, incluindo acumulo de
células intersticiais principalmente fibroblastos, que produzem componentes da
matriz extracelular. Estes eventos quer seja na juncdo neuromuscular ou no
nervo requerem uma remodelagem extensiva da matriz extracelular que leva a
recuperagdo das estruturas normais, implicando na protedlise dos
componentes da matriz extracelular (O’Brien., Osteberg e Vrbova, 1984;
Hantai, Rao e Festoff, 1988).

Ogawa et al. (2005) também observaram que a desnervacéao altera
0S espagos intersticiais entre as fibras musculares, sendo que as células
mononucleadas sao infiltrados nos espacos intersticiais das fibras musculares
e a fibrose ocorre ocasionalmente no musculo. Estas descobertas sugerem que
a interacdo entre a membrana da fibra muscular e as células infiltradas podem
desempenhar um papel importante na degeneracdo ou na regeneracao de
musculo esquelético desnervado, porém, existem poucas informagdes sobre a

interagdo entre a membrana da fibra muscular e as células infiltradas.

No estudo de Ogawa et al. (2005), foi ressaltada a osteoactivina
como uma proteina-chave para regular as funcées dos fibroblastos em musculo
esquelético ativada na presenca da desnervagéo. A andlise imunohistoquimica
em musculo esquelético atrofiado de rato por desnervacao, revela que nessa
condicdo aumenta a expressdo da osteoactivina na membrana da fibra
muscular, uma vez que a MMP-3 e a MMP-9 foram altamemente expressadas

nos fibroblastos adjacentes. Os autores ainda destacam que este estudo
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fornece a primeira evidéncia de que osteoactivina é um novo ativador de

fibroblasto em musculo esquelético desnervado.

Kherif et al (1998) observaram que a desnervagao induz a expressao
de MMPs, como as MMP-2 e MMP-9 em mdsculo esquelético, embora o
mecanismo molecular da expressdo MMP causada pela desnervacao ainda
seja desconhecida. Na fundamentacdo dessas descobertas, um aumento
mediado pela osteoactivina em MMPs em musculos esqueléticos podem ser
Uteis na regeneracdo ou degeneracdao do musculo esquelético, levando a
compensacao pela perda de volume do musculo ou protecdo das fibras
musculares contra lesdes apds desnervacdo (Jabs et al., 1997; Lewis et

al.,2000).

Nessa linha, Rich et al. (2003) relataram que a regulacao das MMP-
2 e MMP-9 durante a desnervacao permitiram o crescimento dos fatores
inibidores da camada basal das células de Schwann. Portanto, é provavel que
no sistema nervoso, a osteoactivina possa funcionar como um ativador para as
células do tecido conjuntivo e facilitar a regulacdo dos neurdnios pela secrecao

de MMP-3 e MMP-9 dos axénios nas proximidades das células de Schwann.

A MMP-2, por regular a integridade e a composicao da matriz
extracelular no musculo esquelético, tem papel essencial na proliferacdo da
miofibra diferenciada e cicatrizacdo da fibra ap6s lesdo e na manutencao de
tecido conjuntivo subjacente. Além das miofibras, a matriz extracelular do
tecido muscular esquelético contém fibroblastos, fibrocitos, macréfagos,
endotélio vascular, nervos, adipécitos e varias células do sistema imunolégico

(Matrisian, 1992). Em tecidos normais, a MMP-2, MMP-7 e MMP-9 estédo
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imunolocalizadas em jungdo neuromuscular, em vasos e feixes de nervos

(Schoser e Blottner, 1999).

O esmagamento do nervo ou axoniotomia sd0 acompanhadas de
remodelamento do nervo, do musculo e da jungdo neuromuscular (JNM). Aléem
dessas mudancas, ha um aumento do turnover de varias moléculas da matriz
extracelular. Em musculo normal de ratos, a MMP-2 e a MMP-9 séo localizadas
na jungdo neuromuscular, em células de Schwann e no perineuro dos nervos

intramusculares em musculo desnervado de ratos (Kherif et al., 1998).

Alguns estudos observaram que ap6s a desnervacao do masculo, as
terminacdes nervosas retraem da placa motora final e se tornam envoltas por
células de Schwann. O musculo sofre uma grande variedade de mudancas
celulares e moleculares apds a desnervacao, sendo que a mais dramatica é a
atrofia. Os primeiros eventos envolvendo a superficie da célula do musculo
incluem a perda das acetilcolinesterases (AchE) especifica da placa motora e
alteragdes na matriz extracelular ao redor da fibra muscular (Festoff et al.,
1986;Kobayashi et al., 1997). Pouco se sabe sobre o envolvimento da matriz
MMP no muasculo seguido da desnervacdo. As MMPs sdo uma familia de
enzimas proteoliticas que podem degradar componentes da matriz extracelular
na JNM, incluindo laminina, fibronectina, colageno tipo IV e tenacina. As MMPs
sdo secretadas por células presentes no musculo tais como as células de
Schwann, axénios, células satélites do musculo e fibroblastos, porém existe um
potencial para as MMPs estarem envolvidas nas mudangas celulares e
estruturais no musculo induzidas pela desnervacao (Muir, 1994; Yamada et al.

1995; Nordstrom et al., 1995; Guerin e Holland, 1995, Scott et al., 1998).
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O estudo de Demestre et al. (2005) caracterizou a localizacdo das
MMPs, a ativagéo e a expressdao do RNAm em musculo normal e desnervado
no modelo de esmagamento a longo prazo, sendo que em musculo normal, as
MMPs localizam-se uniformemente ao redor da fibra muscular. Outros estudos
anteriores também localizaram MMPs na JNM, porém a atividade da MMPs e a
expressao do RNAm foi quase indetectavel. Isto sugere que, enquanto no
musculo normal a proteina MMP esta presente, as MMPs permanecem
principalmente numa forma latente e seu furnover € baixo no desnervado
(Kherif et al., 1998; Schoser e Blottner, 1999; Demestre et al., 2005).

Uma vez que as MMPs estdo presentes na JNM, a regulacdo de
suas atividades podem ser importantes na eficacia da reinervacao,
particularmente apdés a desnervacdo a longo prazo, onde mudancas
degenerativas sdo mais evidentes (Finkelstein, Dooley e Luff, 1993). Um
pequeno prisma da observacao das MMPs imunohistoquimicamente dentro das
fiboras musculares podem também indicar a sintese de MMPs dentro das
proprias fibras, além disso, células satélites musculares, fibroblastos, células de
Schwann, capilares, nervos em degeneracdo e regeneracdo, € macréfagos
mostraram que também produzem MMPs (Demestre et al. 1999; Hass et al.,
2000; Hughes et al., 2002).

Nesse sentido, ha evidéncias de que logo apds a desnervacédo, as
MMPs latentes sdo ativadas e podem portanto contribuir para mudancgas
degenerativas subseqlentes e perda da massa muscular associada a
desnervacdo (Nihei e Monckton, 1980). Assim, Demestre et al. (2005)
ressaltaram que, para testar a hipétese de que a inibicao da atividade protease,

particularmente das MMPs, apds a desnervacdao do musculo ird promover a
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manutencdo da JNM e portanto facilitar a reinervacdo, exigira estudos

adicionais e experimentos mais detalhados.
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7 CONCLUSAO

O tratamento com 17B-estradiol foi eficiente em minimizar a redugéo

das reservas energéticas e a proliferagdo do tecido conjuntivo em musculos

esqueléticos submetidos a desnervagdo e a ovariectomia, caracteristicas

importantes para a eficiéncia da contragdo muscular, que € o foco da

fisioterapia como foi avaliado nas seguintes etapas de andlise:

1)

As reservas glicogénicas dos musculos do membro posterior de ratas
controles, ovariectomizadas e desnervadas tratadas com 17(3-estradiol
foram expressivamente maiores de acordo com o periodo de tratamento.
A citologia esfoliativa apresentou uma predominancia de permanéncia
em cada fase do ciclo estral, acompanhando a presenca ou a redugao
do horménio estrégeno.

No periodo estudado ndo houve mudanca no indice de ingesta sélida e
liquida das ratas controle, ovariectomizadas tratadas ou ndo com 17f3-
estradiol.

Os pesos uterino e corporal, ndo apresentaram alteracdoes, seja na
condicao de ovariectomia ou na suplementacao com 173-estradiol.
Houve alteracdo na atividade pancreéatica a sobrecarga de glicose no
grupo ovariectomizado 15 dias e nos grupos ovariectomizados tratados
com estradiol durante 7 e 15 dias.

Quanto a resposta tecidual periférica a sobrecarga de insulina, houve
alteracdo nos grupos tratados com 17p-estradiol durante 7 e 15 dias, no
grupo ovariectomizado 7 dias € nos grupos desnervados tanto 7 quanto

15 dias.
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7) A densidade de tecido conjuntivo do muasculo séleo suplementado com
17B-estradiol aumentou em relagdo ao controle. Quanto aos grupos
desnervado e ovariectomizado sem tratamento com 17B-estradiol por
um periodo de 7 dias, foi observado aumento do tecido conjuntivo e
reducdo da area, mas, quando tratado com estradiol observou-se uma
reducdo da proliferacdo do tecido conjuntivo quando comparado ao

respectivo grupo.
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http://www.unimep.br/ppgft
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