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RESUMO

A lesdao do nervo periférico implica em alteracdo na expressdao de genes
especificos do musculo, como o myoD, atuante na ativagao de células satélites, a
miostatina, potente reguladora da massa muscular e a atrogina-1, que participa da
degradagéo protéica. A estimulagdo elétrica (EE) é um recurso empregado na
pratica clinica para tratamento de musculos desnervados. O objetivo do presente
estudo foi analisar se a estimulagao elétrica fasica é capaz de minimizar a perda
de massa muscular e diminuir a expressao do myo-D, miostatina e atrogina-1 do
musculo gastrocnémio (G) desnervado. Além disso, foi analisado se a frequéncia
de aplicagao (diaria ou alternada) resulta em diferentes respostas das variaveis
analisadas. Para isso, 20 ratos Wistar (180 + 20g) foram igualmente divididos em
grupos: controle (C); desnervado (D), desnervado + eletroestimulado diariamente
(EED) (5x/semana) e desnervado + eletroestimulado em dias alternados (EEA)
(3x/semana). Para procedimento de desnervacédo, EE e coleta do musculo os
animais foram profundamente anestesiados. A desnervacao foi realizada por
esmagamento do nervo isquiatico, e apds 24 horas iniciou-se a EE utilizando o
aparelho DUALPEX 961 — Quark (corrente bifasica, quadratica, simétrica, T=3ms,
f=10Hz e i=5mA, aumentando 1mA a cada 5min, t=30min). Ap6s 10 dias de EE, o
musculo G foi dissecado, pesado e a porgao distal da cabega medial, mantida em
freezer a -70° C. A quantificacdo de mRNA do myoD, miostatina e atrogina-1 foi
realizada por amplificacdo por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em tempo
real. Para analise estatistica utilizou-se o teste Shapiro-Wilk, seguido pela One—
way (ANOVA) e teste de Tukey (o= 5%). Os resultados do presente estudo
mostraram que a massa muscular relativa nos grupos tratados com EE néo
diferiram do grupo desnervado (D: 0.159 + 0.012%; EED: 0.146 + 0.013%; EEA:
0.152 + 0.023%, p>0.05). Houve aumento da expressdo do myoD nos grupos
eletroestimulados quando comparados ao D (D:18 vezes, EED: 23 vezes, EEA:
27 vezes, p<0.05). A expressao da miostatina nos grupos eletroestimulados foi
maior que no grupo D (D: 2.5 vezes, EED: 4.2 vezes, EEA: 5.6 vezes, p<0.05).
Observou-se grande aumento na expressao da atrogina-1 nos grupos
desnervados quando comparados ao grupo C, e que a EE aplicada diariamente
foi capaz de diminuir a expressao da atrogina-1 (D: 81 vezes; EED: 68 vezes,
EEA: 97 vezes, p<0.05). Diferente dos resultados esperados, a EE aumentou a
transcricdo dos genes do myoD, miostatina e atrogina-1 e n&o influenciou na
massa muscular de musculo desnervado. Conclui-se que a freqléncia de
tratamento imposta ao musculo influencia na expresséo de genes especificos do
musculo, uma vez que a aplicagao de estimulagao elétrica em dias alternados
resultou em maior nivel de express&do dos genes da miostatina, myoD e atrogina-1
quando comparada com a estimulagao aplicada diariamente. O tratamento diario
mostrou ser um protocolo mais efetivo do que o tratamento em dias alternados,
uma vez que o mesmo diminuiu a expressao da atrogina-1, gene relacionado com
a instalagao da atrofia muscular.

Palavras chaves: musculo esquelético, denervacdo, estimulacido elétrica,
expressao génica.



ABSTRACT

Peripherical nerve injury causes alterations in the expression of specific muscle
genes as myoD, myostatin and atrogina-1, that are envolved in the satellite cells
activation, muscle mass regulation and protein degradation, respectively. Electrical
stimulation (ES) is used as a treatment form of denervated muscle. The aim of this
study was to analyse if phasic ES can minimize the decrease of muscle mass and
gene expression of myoD, myostatin and atrogin-1 of rat denervated
gastrocnemius muscle (GM). Besides, the treatment frequency was analysed,
comparing the use of daily and alternated ES. Twenty Wistar rats (180 + 209)
were equally divided into groups: control (C), denervated (D), denervated + daily
electrical stimulation (DES; 5x/ week) and denervated + alternated electrical
stimulation (AES; 3x/week). For procedures of denervation, electrical stimulation
and muscle colection the animals were deeply anesthetized. Denervation was
performed by sciatic nerve crush, and ES began 24 hour later using a DUALPEX
961 — Quark (symmetrical biphasic quadratic impulse, T=3ms, f=10Hz, i=5mA,
increasing 1mA each 5 min, t=30min). After 10 days of ES, the distal region of
medial GM was dissected, weighted and kept in freezer at —70° C. mRNA
quantification of myoD, myostatin and atrogin-1 was done by polimerase chain
reaction (PCR) amplification in real time. Shapiro-Wilk test, followed by ANOVA
One-way with Tukey test (a= 5%) were used to compare the results. The results of
this study showed that relative muscle mass of ES groups did not differ of D group
(D: 0.159 + 0.012%; DES: 0.146 + 0.013%; AES: 0.152 + 0.023%, p>0.05). MyoD
expression was increased in ES groups when compared to D (D: 18 folds, DES:
23 folds, AES: 27 folds, p<0.05). Myostatin expression was higher on ES groups
when compared to D (D: 2.5 folds, DES: 4.2 folds, AES: 5.6 folds, p<0.05).
Atrogin-1 expression was increased on denervated groups when compared to C
and ES daily applied was able to decrease atrogin-1 expression (D: 81 folds; DES:
68 folds, AES: 97 folds, p<0.05). Different of expected results, it was observed that
ES increased gene transcription of myoD, myostatin and atrogina-1 and did not
influence the muscle mass of denervated muscle. We concluded that treatment
frequency imposed to muscle is related to muscle specific gene expression, once
ES applied on alternated days resulted higher level of expression of myostatin,
myoD and atrogina-1 when compared to daily ES. Daily ES showed to be a more
effective treatment protocol than alternated ES as it decreased the expression of
atrogina-1, gene closed related to muscle atrophy.

Key words: skeletal muscle, denervation, electric stimulation, gene expression.
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1 INTRODUCAO

Quando um musculo perde sua inervagao, ele deixa de receber
estimulos para contragdo, necessarios para manutencdo de suas funcdes. A
resposta do musculo a desnervacdo compreende degeneragao das fibras
musculares, alteragcao no balango entre sintese e degradagao protéica, resultando
em atrofia (Eberstein e Eberstein, 1996), proliferacdo do tecido conjuntivo
intramuscular (Salonen et al., 1985), assim como diminuicdo ou perda da
capacidade de gerar forga (Dow et al., 2006).

A desnervagdo também promove aumento na expressdo de genes
especificos do musculo, como o myoD, miostatina e atrogina-1 (Wing, Haas e
Goldberg, 1995; Ishido, Kami e Masuhara, 2004; Zhang et al., 2005). O myoD
esta relacionado ao desenvolvimento e regeneracdo do musculo esquelético,
atuando na proliferacdo e diferenciacdo das células musculares na fase
embrionaria e regenerativa (Tapscott, 2005). Ja a miostatina, responsavel pelo
trofismo muscular, € considerada um potente regulador negativo da massa
muscular (McPherron, Lawler e Lee, 1997). A atrogina-1, presente em casos de
atrofia muscular de diversas origens, tem importante fungdo na degradacao de
proteinas, influenciando no balango entre sintese e degradacao protéica (Lecker
et al., 2004).

A estimulagdo elétrica € um recurso usado por profissionais da
fisioterapia como tratamento de musculos com diminuicdo e/ou auséncia da
atividade contratil. Apesar da estimulagéo elétrica cronica (aplicada por periodo
superior a 6h/dia, normalmente por eletrodos implantados no musculo) ser

comumente estudada apds lesdo nervosa, pouco se sabe sobre os efeitos da
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estimulacao elétrica fasica (aplicada apenas por alguns minutos/dia, e utilizando-
se de eletrodos de superficie), freqientemente utilizada na clinica. Assim, o
conhecimento dos efeitos celulares e moleculares decorrente da aplicacdo desse
recurso podera ajudar o profissional de reabilitagdo no esclarecimento da acao da
estimulagao elétrica no musculo desnervado.

O presente trabalho teve como objetivo investigar se a estimulagao
elétrica fasica é capaz de minimizar a diminuicdo de massa muscular decorrente
da desnervagado, assim como reduzir a transcricdo dos genes do myoD,
miostatina e atrogina-1, conhecidos por terem seus niveis elevados apds
interrupgao da atividade elétrica. Adicionalmente, foi analisado se a freqiéncia em
que o tratamento é realizado (diariamente ou em dias alternados) interfere nas
variaveis estudadas, a fim de proporcionar subsidios para escolha de parametros

da estimulacao elétrica no tratamento de musculos desnervados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Musculo esquelético e expressao génica

O musculo esquelético € um dos melhores exemplos de tecido que
possui habilidade de adaptagdo diante de diferentes estimulos impostos. Tal
processo envolve mudangas quantitativa e qualitativa na expressao de genes
especificos do musculo (Goldspink, 2002). A alteracao do sinal elétrico regula a
transcricdo de alguns genes musculares como o myoD, relacionada com o
desenvolvimento e regeneracéao (Eftimie, Brenner e Buonanno, 1991; Ishido, Kami
e Masuhara, 2004), a miostatina, reguladora do trofismo (Zhang et al., 2005) e a
atrogina-1, envolvida com a degradacéao protéica (Wing, Haas e Goldberg, 1995;

Bodine et al., 2001).

2.1.1 MyoD

Os fatores regulatérios miogénicos (MRF, myogenic regulatory factors)
sao fatores de transcricdo especificos do musculo que, quando expressos, sao
capazes de transformar células indiferenciadas em células musculares (Tapscott,
2005). Sao também chamados de familia myoD, e tem como membros a
miogenina, o myoD (myogenic differentiation), o myf-5 (myogenic factor 5) e o
MRF4 (myogenic regulatory factor 4). Em 1987, Davis, Weintraub e Lassar
identificaram e isolaram o primeiro fator miogénico, o qual denominaram myoD.
Os outros trés fatores (miogenina, myf-5 e MRF4) foram descritos posteriormente
(Edmonson e Olson, 1989; Wright, Sassoon e Lin, 1989; Braun et al., 1989;

Rhodes e Konieczny, 1989). Segundo Weintraub et al. (1991), uma variedade de
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células pode ser convertida em mioblastos pela acdo do myoD, como fibroblastos,
células adiposas, neuroblastos, hepatocitos, condrocitos, entre outras.

A estrutura dos membros da familia myoD é semelhante, com duas
regides funcionais, um dominio basico que medeia a ligagdo entre o fator
miogénico e uma regiao especifica do DNA, conhecida como E-box (CANNTG), e
um dominio hélice-alga-hélice (HLH, hélix-loop-helix) necesséario para
heterodimerizagcédo, ou seja, a combinagdo dos membros da familia myoD com
outras proteinas diferentes. Por esse motivo, tais proteinas sao também
conhecidas como proteinas basicas HLH (Carlsen e Gundersen, 2000).

Durante a formacdo do musculo esquelético ocorre uma série de
eventos como determinacdo, diferenciagcdo e maturacao das células musculares.
O mioblasto é a célula precursora muscular, de origem mesodérmica, que por um
conjunto de alteragdes moleculares, celulares e morfolégicas, forma uma
complexa rede molecular que atua na formacgao da fibra do musculo esquelético
(Ludolph, 1995; Chargé e Rudnicki, 2004). Estudos referentes aos MRFs
demonstram que a expressao desses genes é diferente espacial e temporalmente
durante a miogénese. O myoD e myf-5, também denominados fatores primarios,
sao expressas na fase de determinacdo, onde ocorre o comprometimento das
células proliferativas dos somitos para a linhagem miogénica. A expressao do
myf-5 & observada no somito dorso-medial, que mais tarde dard origem a
musculatura intercostal e do tronco, enquanto que o myoD € expressa no somito
dorso-lateral, que posteriormente formara os musculos da parede corporal e dos
membros. A expressdao do myoD e myf-5 é o passo chave que resulta no

comprometimento das células do somitos para a linhagem muscular, uma vez que
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na auséncia de ambos os genes nao ha formagcdo de mioblastos, e
consequentemente, da musculatura esquelética (Berkes e Tapscott, 2005).

As células comprometidas, os mioblastos, podem proliferar-se,
diferenciar-se em midcitos e fundir-se, formando miotubos, e apds maturacao,
miofibras multinucleadas. A miogenina e o MRF4 aparecem nessa etapa
secundaria, de diferenciagao (Arnold e Braun, 2000). Apds esses eventos, genes
especificos do musculo comegam ser expressos, como a cadeia pesada de
miosina (MHC, myosin heavy chain).

Véarios sao os fatores que regulam a expressao do myoD, como
horménios (Hughes et al., 1993; Kraus e Pete, 1997), inervagao (Eftimie, Brenner
e Buonanno, 1991; Hughes et al., 1993), desnervagdo (Sakuma et al.,1999;
Walters, Stickland e Loughna, 2000; Hyat et al., 2003; Ishido, Kami e Masuhara,
2004), imobilizagdo (Loughna e Brownson, 1996) e sobrecarga mecanica
(Sakuma et al., 1999).

Além de ter importante papel no desenvolvimento, 0 myoD também é
fundamental na regeneracéo do musculo esquelético. Apds lesdo, o processo de
regeneragao muscular tem inicio com a ativagdo das células satélites, que sao
células indiferenciadas situadas entre a lamina basal e o sarcolema de fibras
maduras, € que em condicdes normais permanecem em estado quiescente
(Schultz e McCormick, 1994). Elas sao ativadas em situagbes onde ha a
necessidade de novos mioblastos para crescimento ou regeneragdo muscular, ou
seja, apos traumas, exercicios excessivos (principalmente excéntrico), exposi¢cao
a substancia téxica, estiramento, desnervagdo, doencas degenerativas, entre
outros (Lieber, 2002). Uma vez ativadas, o processo de proliferacédo e

diferenciacao das células satélites € semelhante ao das células musculares no
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desenvolvimento embrionario, e os MRFs tém fungdo igualmente importante
(Chargé e Rudnicki, 2004). O myoD, assim como a miogenina, esta localizado no
nucleo da célula. Eles sdo conhecidos como marcadores do crescimento
muscular e hipertrofia, pois modulam a divisdo das células satélites e sua
incorporagdao como novo nucleo dentro da fibra adulta (Hyatt et al., 2003).

O papel que os MRFs exercem no musculo esquelético na fase
embrionaria € bem estabelecido, porém ainda nio estdo totalmente esclarecidas
suas fung¢des na fase pos-natal. Os MRFs (principalmente o myoD e a miogenina)
tém sido apontados como responsaveis por influenciar o fenétipo do musculo
esquelético na fase poés-natal (Flick e Hoppeler, 2003). Ha evidéncias que o
padrao de expressao e nivel de proteina dos MRFs diferem entre musculos de
diferentes fendtipos, sendo o myoD expresso predominantemente em fibras de
contragao rapida, enquanto a miogenina, em fibras de contragao lenta (Voytik et
al., 1993; Sakuma et al., 1999).

Em situagcbes de desnervagdo, a expressdao desses genes ¢é
semelhante a de musculos normais, ou seja, maior expressao do myoD em
musculos com predominio de fibras rapidas e maior expressao da miogenina em

musculos com predominio de fibras lentas (Walters, Stickland e Loughna (2000).

2.1.2 Miostatina

A super familia de fatores de crescimento transformantes beta (TGF-f,
tranforming growth factor beta) é formada por grande numero de fatores de
crescimento e diferenciagdo e tem importante papel na regulagdo do
desenvolvimento embrionario e manutencido da homeostase de diversos tecidos

(Thomas et al., 2000).
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A miostatina ou fator do crescimento e diferenciagcao 8 (GDF-8, growth
and differentiation factor 8) € um dos membros da super familia TGF- B, e tem
sido estudada devido a sua relevante fungdo na regulacdo da massa muscular
esquelética. Esse fator foi descrito pela primeira vez por McPherron, Lawler e Lee
(1997), quando os autores estudaram animais com auséncia de GDF-8 e
observaram aumento de 2 a 3 vezes na massa muscular esquelética quando
comparados a animais normais. Esses resultados mostraram que a miostatina
atua especificamente como regulador negativo do crescimento do musculo
esquelético. Tal aumento na massa muscular parecia ser resultado da
combinacao de hipertrofia e hiperplasia muscular, e era independente de sexo ou
idade do animal.

A formacgao do musculo esquelético € dependente de fatores positivos
e negativos de crescimento, e o balango entre eles resulta na quantidade ideal de
tecido muscular a ser formado. Os MRFs sao fatores considerados positivos,
atuam nos processos de determinagao e diferenciagdo muscular e sdo capazes
de transformar células indiferenciadas em mioblastos, originando assim as fibras
musculares (Weintraub et al., 1991).

Ja a miostatina é considerada um fator negativo, pois diminui a
expressao dos reguladores miogénicos myoD, myf-5 e miogenina. Ha evidéncias
que a miostatina € capaz de inibir a miogénese por sua agao na proliferagéo
(Thomas et al., 2000) e diferenciagdo dos mioblastos (Rios et al., 2002; Langley et
al., 2002).

O fato da auséncia da miostatina ser capaz de aumentar a massa
muscular por hipertrofia e hiperplasia sugere duas agdes distintas: regulagdo do

numero de fibras durante o desenvolvimento embrionario e regulacdo do
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crescimento muscular na fase poés-natal (Lee, 2004). Thomas et al. (2000)
investigaram o papel da miostatina no controle da proliferagdo dos mioblastos em
cultura de células da linhagem C2C12 e concluiram que a miostatina inibe a
proliferacdo dos mesmos e ainda, que o efeito desta inibigcdo é reversivel, pois ao
retira-la do meio de cultura observou-se desenvolvimento celular normal. Os
autores relataram ainda que a acdo da miostatina € dose-dependente, pois
diferentes concentragdes de miostatina aplicadas ao meio promoveram diferentes
respostas no desenvolvimento dos mioblastos.

Para determinar o efeito da miostatina na diferenciagao dos mioblastos,
Langley et al. (2002) realizaram cultura celular com células da linhagem de
fibroblastos C2C12 em meio propicio para diferenciacdo, no qual variadas
concentracdes de miostatina foram avaliadas. Apods trés dias de incubacéo nesse
meio, as células que receberam altas doses de miostatina ndo mostraram
formacdo de miotubos, nem expressdo de MHC. O tratamento com baixas
concentragbes de miostatina apresentou formacédo de alguns miotubos, e as
células-controle, ndo tratadas com miostatina, apresentaram extensa formacgao de
miotubos multinucleados, positivos para expressdao de MHC. Esses resultados
mostram que a miostatina inibe a diferenciacdo de mioblastos promovido pelo
myoD na linhagem C2C12, e, como no processo de proliferagdo, a inibicdo é
dose-dependente.

Ambos os estudos citados anteriormente também avaliaram os efeitos
da miostatina em mioblastos fetais bovinos e mostraram que a agdo na
proliferacdo e diferenciacdo nao é restrita apenas para células C2C12 in vitro,
pois os mesmos efeitos foram verificados em células oriundas de animais

(Thomas et al., 2000; Langley et al., 2002).
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Ja no musculo adulto, a agdo da miostatina parece ser via células
satélites. O fato da auséncia da miostatina causar aumento no tamanho da fibra
sugere que sua acao ocorre por bloqueio da diferenciagcao e/ou proliferacdo das
células satélites, processo semelhante ao observado na formagédo do musculo no
periodo embrionario. Uma possivel hipétese € que a fungdo da miostatina em
animais adultos é manter as células satélites em estado quiescente, e em
circunstancias de crescimento e regeneragao, a atividade da miostatina € inibida,
permitindo que as células satélites sejam ativadas (McCroskery et al., 2003).

A auséncia de miostatina na fase embrionaria resulta em fenoétipo de
musculo mais rapido e glicolitico, independente do musculo ter caracteristica
rapida ou lenta, sendo observado maior proporcédo de isoformas rapida de cadeia
pesada de miosina (MHC) em animais mutantes quando comparados com
normais. Em animais adultos, a inibicdo da miostatina parece nao causar
transformacao do musculo para um fenétipo mais rapido e glicolitico. Isso sugere
que a miostatina tem um papel critico em regular a formagao, proliferacéo e
diferenciacdo de mioblastos fetais e fibras pds-natal (Girgenrath, Song e
Whittemore, 2005).

A miostatina é expressa quase que exclusivamente no tecido muscular,
embora niveis de mRNA da miostatina também foram detectados no tecido
adiposo (Dominique, 2006). Em estudo prévio, Lee e McPherron (2001),
analisaram a ag¢ao da miostatina em animais idosos e verificaram que, além de ter
acao no tecido muscular, a miostatina interfere no metabolismo de gordura e
funcdo dos adipécitos, mesmo em condi¢gdes normais de temperatura e ingesta
alimentar. Ratos com diminuicdo da atividade da miostatina tiveram reducgao

significativa na massa de gordura, mais pronunciada com o aumento da idade.
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Esses autores ainda demonstraram que a diminuicdo da atividade da miostatina
tem efeito metabdlico benéfico em dois modelos de ratos mutantes, para diabetes
tipo Il e obesidade. Os resultados encontrados concluiram que a diminuicao da
atividade da miostatina pode suprimir parcialmente o acumulo de gordura e o
desenvolvimento de hiperglicemia nesses animais transgénicos. Embora o
mecanismo pelo qual a miostatina regula o metabolismo de gordura,
principalmente em humanos, ndo esteja claro, esses resultados levantam a
possibilidade de que inibidores de miostatina podem ser usados para tratamento
ou prevencgao de disturbios metabdlicos, como obesidade e diabetes tipo |l.

O conhecimento da funcdo da miostatina tem levantado muitas
questdes importantes sobre o controle do crescimento muscular, ndo s6 em
relacdo ao tamanho do tecido muscular em geral, mas também para o
desenvolvimento de novas estratégias para aplicacbes terapéuticas e para
criacao de animais (Lee, 2004).

Mutagbes na sequéncia codificada pelo gene da miostatina foram
encontradas em algumas ragas de bovinos (Belgian Blue, Asturiana, Limousine,
Piamontesa, entre outras) conhecidas pelo fenétipo de hipertrofia exacerbada da
massa muscular esquelética. Animais dessas ragas representam grande
significancia econémica, ja que apresentam aumento de aproximadamente 50%
na massa muscular quando comparados com animais sem mutacao (Gonzalez-
Cadavid, 2004). O gene da miostatina foi também estudado em varias outras
espécies animais mostrando ter alta homologia, ou seja, a sequéncia no dominio
C-terminal é idéntica entre humano, rato, porco, cachorro, galinha e peru.
Também foi identificado em espécies de peixe, porém a sequéncia protéica difere

dos vertebrados (Matsakas, 2005).
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Similar a outros membros da familia TGF-, a miostatina é sintetizada
como uma proteina precursora que, apos processos proteoliticos, geram a
molécula ativa. Varias proteinas s&o conhecidas por sua capacidade de ligacéo e
inibicdo a miostatina, entre elas, a folistatina, gene relacionado a folistatina
(FLRG, follistatin like related gene) e propeptideo. Assim, a analise do mRNA da
miostatina ndo reflete seguramente a quantidade de proteina funcional (Lee,
2004).

A folistatina € uma proteina que pode ligar-se ndo sé a miostatina,
como também a outros membros da familia TGF- B . Estudos sugerem que a
folistatina atua como antagonista da miostatina e tem importante papel na
modulagcdo da atividade da miostatina in vivo. Estudos genéticos em ratos
mostram que o aumento da expressao da folistatina no musculo pode causar
grande aumento no crescimento muscular, podendo ser comparado a animais
nulos de miostatina (Lee e McPherron, 2001).

Devido a miostatina agir como reguladora negativa da massa muscular,
e sua inibicdo causar explicito aumento na musculatura esquelética e na forga
muscular, existe grande interesse na manipulacdo desse gene em terapias em
casos de doencas crbnicas e degenerativas que provocam perda de massa
muscular, como por exemplo, AIDS, caquexia, diabetes mellitus, esclerose, e no
proprio envelhecimento. Também nao é surpresa que companhias farmacéuticas
desenvolvam estratégias para inibir a acdo da miostatina e utiliza-la para melhora
da performance fisica nos esportes. O fato da miostatina e seus inibidores serem
expressos naturalmente pelo organismo dificulta a detecgéo de tal recurso como

doping (Matsakas, 2005).



20

2.1.3 Atrogina

Na célula, a quantidade de proteinas ndo € determinada apenas pela
sintese, mas também pela taxa de degradagdo, processo importante para
regulagado celular. Algumas proteinas sao rapidamente degradadas, enquanto
outras tém meia-vida longa, dependendo de sua fungdo. Além disso, proteinas
danificadas ou que sofreram algum erro na fase de tradugédo sao reconhecidas e
rapidamente degradadas, evitando assim intercorréncias durante a sintese
protéica. Em células eucaridticas ha duas vias principais que medeiam a
degradacdo de proteinas: a via ubiquitina-proteossomo e a via da protedlise
lisossomal (Cooper, 2002).

Os proteossomos sdao complexos protéicos que estdo presentes em
grande numero na célula e atuam em proteinas que foram marcadas para
degradacéao pela ubiquitina (Alberts et al., 1997). A ubiquitina € um peptideo que
pode ser conjugado a substratos protéicos especificos, resultando numa reagao
em cadeia: uma segunda ubiquitina é ligada a primeira e uma terceira, ligada a
segunda, e assim é construida uma cadeia de poliubiquitina no substrato protéico.
Essa proteina, marcada pela cadeia de poliubiquitina, é entdo transportada para o
proteossomo, onde acontece a protedlise, resultando em pequenos peptideos
(Glass, 2003).

O processo de ubiquitinagao ocorre por etapas: primeiro a ubiquitina é
ativada por uma enzima de ativagao (E1), posteriormente ela é transferida a uma
segunda enzima, de conjugacao (E2), e finalmente a transferéncia da ubiquitina
para a proteina alvo € mediada pela enzima E3, ou ubiquitina de ligagdo. As
ubiquitinas de ligacdo (E3) sdo quem oferecem especificidade ao substrato

(Cooper, 2002).
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265
Proteasome

Figura 1 — Via ubiquitina-proteossomo. Diagrama que ilustra a familia de
proteinas que compde a via e suas interagdes. Ub, ubiquitina; E1-UBA, proteina
E1 ou ubiquitina de ativacao; E2-UBC, proteina E2 ou ubiquitina de conjugacao;
E3-UBL, proteina E3 ou ubiquitina de ligagdo (Fonte: Reid, 2005).

A atrogina-1, também conhecida como MAFbx (muscle atrophy F-box),
apresenta um dominio F-box, o qual caracteriza uma classe de proteinas
ubiquitina-ligase (E3), chamadas de complexo SCF (proteina Skpl, proteina Cal,
proteina Ring Fingers e proteina F-Box) (Deshaies, 1999). O dominio F-box
desempenha papel primordial na ligagdo da proteina que sera ubiquitinada e
posteriormente degradada (Lecker, 2003).

Em casos de atrofia, a sintese de proteinas musculares esta diminuida
e a taxa de degradacéo, elevada consideravelmente, levando ao acelerado
processo de perda de proteina muscular. A via de degradagcdo da ubiquitina-
proteossomo € ativada quando ha atrofia decorrente das mais diversas origens,
como cancer (Llovera et al.,1994; Baracos et al., 1995), insuficiéncia renal cronica
(Lecker et al., 2004), imobilizacao (Taillandier et al., 1996; Bodine et al., 2001),
desnervagdo (Medina, Wing e Goldberg, 1995; Bodine et al., 2001), diabetes

(Price et al., 1996), tratamento com corticoides (Auclair et al., 1997), auséncia de
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descarga de peso no membro posterior (Bodine et al.,, 2001). Em todos esses
casos foi observada atrofia muscular resultante de processo semelhante de

degradacao protéica (Lecker et al., 1999).

2.2 Alteracao da atividade neuro-muscular e expressao génica

A atividade elétrica € o primeiro estimulo neural a regular massa
muscular, a expressao dos MRFs e a atividade celular no musculo esquelético
(Hyatt et al., 2003). Mudangas na expressdo do myoD e miogenina foram
observadas em varias situacdes experimentais onde a interacdo entre nervo e
musculo encontra-se alterada, como desnervagao, reinervagcdo e paralisia
induzida por toxina. Isso sugere que a atividade elétrica pode afetar seletivamente
os niveis de mRNA do myoD (Witzemann e Sakmann, 1991).

Com intuito de verificar a influéncia da inervagao na expressao da
miogenina e myoD, Eftmie, Brenner e Buonanno (1991) realizaram estudo do
musculo séleo de ratos apds secgao do nervo ciatico e aplicagao de estimulagao
elétrica crbénica por eletrodos implantados no musculo. Os resultados encontrados
no grupo desnervado mostrou aumento de aproximadamente 40 vezes para a
miogenina e 15 vezes para o myoD, sendo esses aumentos observados apés 8 e
16 horas pods-desnervacao, respectivamente. Com a aplicagdo da estimulagao
elétrica crbnica muscular, os autores observaram brusca diminuicdo nos niveis
dos transcritos. Os niveis de mRNA encontrados nos musculos desnervados e
eletricamente estimulados foram 23% para a miogenina e 33% para o myoD,
quando considerado 100% nos musculos apenas desnervados. Concluiu-se,
entdo, que a atividade elétrica pode regular os niveis de mRNA da miogenina e

myoD apds desnervagao.
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Para saber se curtos periodos de estimulacao elétrica também afetam
a expressdao do myoD apds desnervagao, foi realizada a sec¢ao do nervo
isquiatico e posteriormente aplicada estimulagao elétrica no musculo tibial anterior
de ratos. Os resultados encontrados apés 28 dias de tratamento com estimulagao
elétrica fasica foram semelhantes aos do estudo anteriormente citado, ou seja,
diminui¢cao nos niveis de mMRNA do myoD (Russo et al., 2007).

Para estudar a acdo da miostatina em musculos submetidos a
diferentes cargas, Wehling, Cai e Tidball (2000), realizaram experimento e
avaliaram os musculos séleo e plantar de ratos em trés diferentes situagdes: (1)
10 dias sem carga; (2) 10 dias sem carga, seguidos de 4 dias de retorno as
atividades normais, e (3) 10 dias sem carga, sendo que, durante esse periodo, os
animais eram submetidos a exercicios 30 minutos/dia. Os resultados obtidos
foram que, no grupo somente submetidos a auséncia de carga houve aumento
significativo (110%) do mRNA da miostatina. Quatro dias de retorno as atividades
foram suficientes para que esses valores retornassem aos niveis controles, e que
exercicios diarios durante o periodo sem carga foram suficientes para néo causar
mudancas na expressdo da miostatina. Os autores observaram que ha mais
MRNA e proteina da miostatina em musculos de contragao rapida (plantar) do que
em de contragdo lenta (séleo), e maior concentragdo de miostatina na jungéo
miotendinea quando comparado com o ventre muscular.

A modificacdo na expressdo de mRNA da miostatina causada por
diferentes cargas impostas ao musculo estdo de acordo com a fungéo
previamente encontrada da miostatina, de ser reguladora negativa da massa

muscular.
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A desnervacgao € outra situagao capaz de aumentar a quantidade de
MRNA e proteina da miostatina. Zhang et al. (2005) avaliaram os niveis de mRNA
e proteina da miostatina no musculo gastrocnémio apds neurotmese do nervo
isquiatico e encontraram grande aumento de mRNA no estagio inicial (1 a 7 dias),
com continua elevacao nesses niveis até o 28° dia e leve diminui¢gao apos 56 dias
de desnervagao, ainda assim, com valor maior que no grupo controle.

Para o estudo da relacdo da atrogina-1 com a atrofia muscular, o
musculo gastrocnémio foi analisado em quatro condi¢bes de acometimento
muscular: jejum, diabetes mellitus, insuficiéncia renal e cancer, e em todas as
condigdes observou-se diminuigdo do peso muscular (13-29%) e taxa de
degradacéao protéica de 40 a 63% maior que em musculos normais. Os niveis de
mRNA da atrogina-1 apresentaram-se elevados em todas as condigdes
analisadas, mostrando a intima relagao desta proteina com a atrofia muscular
(Lecker et al., 2004).

Em outro experimento, com trés diferentes modelos de desuso:
desnervacao, imobilizagao e auséncia de peso no membro posterior, Bodine et al.
(2001), identificaram 72 genes apds desnervagao e imobilizagdo, porém apds
auséncia de peso no membro posterior tais genes n&o eram expressos.
Entretanto, dois genes, a atrogina-1 e a MuRF1 (Muscle Ring Finger 1), tiveram
seus niveis elevados nos trés casos. Além disso, os autores estudaram animais
mutantes, nulos de atrogina-1 (MAFbx ™), que foram sujeitos a desnervacso.
Apods 14 dias, esses animais apresentaram menor atrofia muscular e manutengao
da area de seccgao transversa das fibras musculares quando comparados a

animais normais.
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Sabe-se que em musculos desnervados ha aumento da ubiquitina
conjugada a proteina e mRNA da ubiquitina (Medina, Wing e Goldberg, 1995), e
que o aumento na ubiquitina conjugada a proteina apos desnervagao era
concomitante ao aumento da protedlise (Wing, Haas e Goldberg, 1995).

Em recente estudo, Russo et al. (2007) aplicaram estimulacao elétrica
fasica de baixa freqliéncia em musculo desnervado de rato e constataram
diminuicao da expressao da atrogina-1. Esse resultado sugere que o tratamento
com estimulacdo elétrica, amplamente usado na fisioterapia €& efetivo em
minimizar a degradacao de proteinas musculares em casos de desnervagao.
Contudo, este foi o unico estudo encontrado que avaliou a aplicagdo da

estimulacao elétrica fasica por eletrodos percutaneos em musculo desnervado.
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3 OBJETIVO

A expressao de alguns genes musculares, tais como o myoD, atrogina-
1 e miostatina é regulada pelo impulso elétrico transmitido pelo nervo. Deste
modo, a lesdo do nervo periférico acarreta aumento da expresséo desses genes,
0 que resulta em alteragbes musculares. Com o objetivo de fornecer estimulo ao
musculo desnervado, a estimulagdo elétrica € um recurso utilizado pela
fisioterapia, embora sejam raros os trabalhos que analisaram os efeitos deste
recurso na expressao génica e massa muscular de musculos desnervados.

Frente ao exposto, os objetivos do presente estudo foram:

e Verificar se um curto periodo de desnervagdo muscular (10 dias) provoca
aumento do mRNA do myoD, miostatina e atrogina-1 e diminuicdo da
massa muscular

e Analisar se a estimulacao elétrica fasica é capaz de diminuir a expressao
do myo-D, miostatina e atrogina-1 de musculos desnervados

e Analisar se a estimulacdo elétrica fasica € capaz de aumentar a massa
muscular de musculo desnervado

e Analisar se a expressdo génica e o aumento da massa muscular sao
dependentes da frequéncia de tratamento. Para tanto, serdo comparados
os resultados obtidos com a estimulagao elétrica aplicada diariamente e em

dias alternados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 20 ratos Wistar, pesando 180 + 20g, mantidos no
biotério central da Universidade Metodista de Piracicaba — UNIMEP, em
condigdes controladas de biotério com ciclo claro-escuro de 12 horas, sob
temperatura de 23 + 2 °C. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos. Os animais foram divididos aleatoriamente
em 4 grupos: grupo desnervagao (D) (n=5): animais submetidos a lesdo do nervo
isquiatico; grupo desnervagao + eletroestimulacdo diaria (EED) (n=5): animais
submetidos a desnervagao e estimulagao elétrica diariamente; grupo desnervagao
+ eletroestimulacao alternada (EEA) (n=5): animais submetidos a desnervacao e
estimulacao elétrica em dias alternados; grupo controle (C) (n=5): animais sem
desnervacao e sem eletroestimulagao.

Para os procedimentos de desnervacao, estimulacéo elétrica e coleta
dos musculos, os animais foram anestesiados com inje¢ao intramuscular de
cloridrato de ketamina (50mg/mL) e cloridrato de tiazina (2g/100mL), na proporgao
de 1:1, em dose de 0.1 mL/100g de peso corporal. Todos os animais foram

sacrificados apos 12 dias do protocolo de desnervacao por deslocamento cervical.

4.2 Protocolo para desnervacgado por esmagamento do nervo isquiético

Os animais, posicionados em decubito ventral, foram submetidos a
tricotomia da regido glutea esquerda, onde foi realizada incisdo de 15 mm,
acompanhando o trajeto do nervo isquiatico. Os planos musculares foram
afastados para visualizagdo e exposicao do nervo. O esmagamento foi realizado

com pinca hemostatica, sendo feitos 4 pingamentos, com duracdo de 20
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segundos e intervalos de 1 segundo, sendo que a pressdo de pingamento foi
padronizada para todos animais, utilizando-se como referéncia o segundo dente
da pinga (Fernandes et al., 2005) (Figura 2). Apos esse procedimento, os planos

muscular e cutédneo foram suturados com fio de algodao 6-0 (ETHICON).

Figura 2 — Procedimento de desnervagao por esmagamento do nervo isquiatico
de rato. A: exposi¢do do nervo; B: esmagamento com pinga hemostatica; C:
visualizacdo do nervo esmagado.

4.3 Protocolo para estimulagéo elétrica
Os animais foram submetidos ao protocolo de estimulagao elétrica do

musculo gastrocnémio esquerdo, que teve inicio 24 horas apds a desnervacéo.
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A corrente elétrica foi gerada pelo equipamento DUALPEX 961 —
QUARK com os seguintes parametros: forma de pulso quadratica bifasica
simétrica, 3 ms de duragao da fase, freqiéncia de 10 Hz e intensidade inicial de 5
mA, padronizada a partir da visualizagdo de contragdo vigorosa do musculo,
sendo acrescida de 1 mA a cada 5 minutos para evitar acomodagao da contragéo
muscular. A duragcao da sessao de estimulacédo elétrica foi de 30 minutos. As
regides inguinal e posterior da pata esquerda de cada animal foram
tricotomizadas, e 2 eletrodos percutdneos auto-adesivos, com 1 cm? de area,
foram posicionados para a estimulacéo (Figura 3). Foi utilizado gel hidrossoluvel
como agente de acoplamento e ndo houve estimulagcao elétrica aos sabados e

domingos em nenhum grupo.

— ‘
Figura 3 — Procedimento para estimulagdo elétrica do
musculo gastrocnémio de rato. Observe o posicionamento
dos eletrodos na regido inguinal e sobre o musculo
gastrocnémio. 1 - posicionamento do eletrodo na regido

inguinal; 2 — posicionamento do eletrodo sobre o musculo
gastrocnémio.
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4.4 Procedimento para coleta do musculo

Apos 10 dias de estimulacdo elétrica, o musculo gastrocnémio
esquerdo de cada animal foi retirado, pesado, a porgao distal da cabega medial
do musculo foi congelada em nitrogénio liquido e posteriormente armazenada em

freezer a —70°C.

4.5 Extracdo de RNA total

Para extragdo do RNA total, a parte distal do musculo gastrocnémio foi
submetido a homogeneizagdo com 1 mL do reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Apbés homogeneizacgao, foi acrescentado 0,2 mL de cloroférmio as amostras,
misturado por inversao e incubado por 3 min em temperatura ambiente (15-30°C).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 15 min, 12.000 rpm
(centrifuga refrigerada 5417-R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). A fase aquosa,
contendo o RNA foi coletada e transferida para outro tubo autoclavado,
adicionado 0,5 uL de &cool isopropilico e agitado. A mistura foi mantida em
temperatura ambiente por 10 min visando a precipitagdo do RNA.

Ao final do periodo de precipitagdo, as amostras foram centrifugadas
por 10 min a 12.000 rpm. Em seguida foi realizada a lavagem do RNA precipitado
com 1 mL de etanol (75%, diluido em agua DEPC - diethyl pytocarbonate 97%).
ApoGs breve agitagdo, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 7.500 rpm, o
alcool foi removido (sobrenadante), o RNA foi seco ao ar livre e posteriormente foi
resuspendido em 30 pL de tampé&o TE pH 7.6 (TRIS HCL/EDTA).

A densidade O¢ptica das amostras foi determinada por

espectrofotometria, nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. Para avaliar
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a qualidade do RNA isolado foi determinada a raz&o entre as absorbancias a 260
e 280 nm (razédo > 1.8).

Além disso, a qualidade do material foi também avaliada por
eletroforese das amostras (25 ug de RNA total) em gel desnaturante de agarose-
formamida (1%), em tampao MOPS (40 mM de acido morfolinopropanosulfénico)
1x a uma voltagem de 90mV. Posteriormente, os géis foram corados com brometo
de etideo (Invitrogen, Carlsbad, CA) e fotodocumentadas digitalmente utilizando

camara “Kodak Digital Science” e o software “Kodak Digital Science 1D”.

4.6 Transcricdo Reversa (RT)

Apos o procedimento de isolamento do RNA total, foram realizadas
transcricdes reversas (RT) para sintese de DNA complementar (cDNA). Para
cada amostra foi utilizado 1ug de RNA total, 1uL de oligo dT e 9,5 uL de HO
MilliQ autoclavada. Incubou-se por 10 min a 70°C e em seguida os tubos foram
reservados em gelo para adicdo do mix contendo 4uL de 5x Buffer, 1uL de dNTP
mix (Promega, Madison, WI), 2uL de 0,1 M DTT, 0,5uL de enzima RT (Promega,
Madison, WI) e incubadas por 60 minutos a 42°C e 10 minutos a 94°C.

A integridade do produto da RT (cDNAs) foi conferida por realizagdo de

gel de agarose (1%) ndo denaturante, corado com brometo de etideo.

4.7 Primers

Os oligonucleotideos, que foram utilizados como primers, para as
reacbes de polimerase em cadeia, estdo descritos na Tabela 1. GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), utilizado como controle interno

(Gauthier et al., 1992), miostatina e atrogina-1, foram construidos utilizando-se o
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software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA); myoD obtido

de Hill e Goldspink (2003).

Tabela 1 — Sequéncia nucleotidica dos primers para medir a expressao génica por PCR
quantitativo em tempo real.

Primer Senso Anti-senso
GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA
MyoD GGAGACATCCTCAAGCGATGC AGCACCTGGTAAATCGGATTG
Miostatina AGTGACGGCTCTTTGGAAGATG AGTCAGACTCGGTAGGCATGGT

Atrogina TACTAAGGAGCGCCATGGATACT GTTGAATCTTCTGGAATCCAGGAT

Os coédigos de acesso no GenBank para os genes GAPDH, miostatina e atrogina-1, séo
AF106860, AF019624 e AF441120, respectivamente.

4.8 PCR em tempo real

Em seguida, diferentes fragbes das RTs foram utilizadas na
amplificacdo em cadeia por polimerase (PCR) em um equipamento que monitora
a geragao de amplicons em tempo real (Rotor Gene 3000, Cobertt Research, San
Francisco, USA).

A amplificacédo por PCR foi efetuada utilizando-se 50ng/uL de cDNA
adicionado a reagdo contendo 25uL de SYBR® Green PCR master mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 50-900nM dos primers (senso e anti-senso) em
solugdo com volume final de 55 uL , dividido em dois tubos (duplicata). Na Tabela
2 estdo descritas as condigbes da PCR em tempo real para cada um dos genes

analisados.
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Tabela 2 — Condi¢des das etapas e processamento das reacdes de PCR para os genes
analisados

Gene Pré-incubacdo Desnaturacdo Anelamento Elongamento N°de
ciclos

GAPDH 95°C/ 10 min  94°C/ 15seg 56°C/30seg 72°C/1 min 35
MyoD 95°C/ 10 min  94°C/15seg 48°C/30seg 72°C/1 min 35
Miostatina 95°C/ 10 min  94°C/15seg 60°C/30seg 72°C/1 min 35

Atrogina  95°C/10min  94°C/15seg 56°C/30seg 72°C/1 min 35

Apds a reacdo de PCR, € possivel determinar o inicio da fase de
amplificagdo exponencial (Ct, cycle threshold) de cada amostra, que foi utilizado

como dado para a analise da expressao génica do myoD, miostatina e atrogina-1.

4.9 Anédlise estatistica

Para testar a normalidade entre os grupos foi aplicado o teste Shapiro-
Wilk. O teste de Levene foi usado para testar a homocedasticidade. Em seguida
foi aplicada a analise de variancia ANOVA-F (One-Way), seguido do teste de
Tukey HSD. Os dados foram processados no software SPSS/PC, verséo 11.0,

considerando nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Massa muscular

Observou-se diminuicdo na massa muscular relativa em todos os
grupos desnervados quando comparados ao grupo C (C: 0.287+0.030% vs D:
0.159 £ 0.012%; EED: 0.152 + 0.023%; EEA: 0.146 * 0.013%, p<0.05). Nao
houve diferencga entre os grupos desnervados, submetidos ou ndo a estimulagao

elétrica (Tabela 3).

Tabela 3 - Massa muscular relativa (MMR) do
musculo gastrocnémio de ratos dos grupos
controle (C), desnervado (D), desnervado e
eletroestimulado  diariamente  (EED) e
desnervado e eletroestimulado alternadamente

(EEA).
Grupos MMR (%)

C 0.287+0,030

D 0.159+0,012*

EED 0.152+0,023*

EEA 0.146+0,013*

* quando comparado ao controle; p<0.05
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5.2 Expresséao génica da miostatina

A desnervagdo provocou aumento na expressdo da miostatina em
todos os grupos quando comparados ao C (D: 2.5-vezes, EED: 4.2-vezes e EEA:
5.6-vezes, respectivamente; p<0.05). A estimulagao elétrica aplicada ao musculo
desnervado induziu maior expressao do gene da miostatina quando comparado
ao musculo apenas desnervado (EED: 68%, e EEA: 124%, p<0.05). Além disso, o
grupo EEA mostrou a maior expressdo do myoD nos grupos analisados (Figura

4).
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Figura 4 - Expressdo de mRNA da miostatina no musculo gastrocnémio de ratos dos
grupos controle (C), desnervado (D), desnervado e eletroestimulado diariamente (EED) e
desnervado e eletroestimulado alternadamente (EEA).**° diferenca quando comparado
ao C e entre os grupos (p<0.05).
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5.4 Expressao génica da atrogina-1

A analise da atrogina-1 revelou padrao de aumento de mRNA apos
desnervacao quando comparado a valores normais (D: 81-vezes, EED: 68-vezes,
e EEA: 97-vezes, p<0.05). A estimulacao elétrica aplicada diariamente reduziu o
acumulo da atrogina-1 em 16% quando comparado ao D, e 30% quando
comparado ao EEA (p<0.05). Novamente, no grupo EEA foi observada o maior

aumento da expressao de mRNA da atrogina-1 (Figura 5).



37

C
a
b
120 -
100 - I
g . I
\E 80 - T
= T
o]
= 1
© 60 -
(2]
)]
3
- 40 -+
c
-)
20 +
O L] L] L] 1
C D EED EEA

Figura 5 - Expressdo de mRNA da atrogina-1 no musculo gastrocnémio de ratos dos
grupos controle (C), desnervado (D), desnervado e eletroestimulado diariamente (EED) e
desnervado e eletroestimulado alternadamente (EEA).**° diferenca quando comparado
ao C e entre os grupos (p<0.05).

5.5 Expressao génica do myoD
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A expressao do myoD teve um comportamento similar em sua
expressao quando comparado a miostatina. Todos os grupos desnervados
apresentaram um aumento na expressdo do myoD quando comparados a valores
normais (D: 18-vezes, EED: 23-vezes, e EEA: 27-vezes, p<0.05). A estimulagao
elétrica também causou taxas superiores na expressdao da miostatina se
comparados com o grupo apenas desnervado (EED: aumento de 21.3%, EEA:

aumento de 33.2%, p<0.05) (Figura 6).
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Figura 6 - Expressao de mRNA do myoD no musculo gastrocnémio de ratos dos grupos
controle (C), desnervado (D), desnervado e eletroestimulado diariamente (EED) e
desnervado e eletroestimulado alternadamente (EEA).**° diferenca quando comparado
ao C e entre os grupos (p<0.05).

6 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da estimulacao elétrica

fasica na massa muscular e na expressao génica do myoD, miostatina, e
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atrogina-1 do musculo gastrocnémio de rato desnervado por esmagamento. O
protocolo de estimulagao elétrica utilizado permitiu verificar se este recurso de
tratamento, bem como sua frequéncia de aplicagcdo, é capaz de alterar o
comportamento de certos genes musculares.

Dentre os animais usados em pesquisa basica, o rato € o mais utilizado
para o estudo das lesbes nervosas periféricas, pois a estrutura de seu nervo é
semelhante ao dos humanos, com excegdao de algumas particularidades
(Mackinnon; Dellon; Hunter, 1985; 2).

A desnervacao € um modelo de desuso utilizado para melhor entender
os efeitos que a falta de atividade elétrica acarreta no musculo esquelético. A
axoniotmese causa degeneragao nervosa total desde o local da lesdo até a parte
distal do nervo e permite entender o comprometimento muscular decorrente de
esmagamento e estiramento nervoso, comumente encontrados na clinica. Além
disso, Bridge et al. (1994), comprovaram que a compressao do nervo isquiatico
em ratos é um modelo confidvel de axoniotmese.

No presente estudo, a massa muscular diminuiu em torno de 47% nos
grupos desnervados, independentes de terem sido tratados (Tabela 3). Este
resultado foi semelhante ao encontrado por Polacow et al. (2003), que
observaram 49% de diminuicdo da massa muscular nos grupos desnervados,
independente de receberem estimulagao elétrica, quando comparado ao controle.
Zhang et al. (2005), analisaram o musculo gastrocnémio de ratos pds neurotmese
do nervo isquiatico em varios periodos e verificaram reducéo de 50, 65 e 80% da
massa muscular apos 14, 28 e 56 dias, respectivamente, quando comparados ao

controle. A diminuicdo da massa muscular no musculo desnervado pode ter



41

relagdo com o aumento da expressao de dois genes aqui analisados, a miostatina
e a atrogina-1.

A miostatina é conhecida como reguladora negativa de massa
muscular, podendo agir no controle tanto do numero quanto do tamanho da fibra
muscular (McPherron, Lawler e Lee, 1997), e sua expressao € aumentada em
situagdes de desuso (Zhang et al., 2005; Wehling, Cai e Tidball, 2000).

Os resultados do presente estudo mostraram aumento de 2.5 vezes
(150%) nos transcritos da miostatina no musculo gastrocnémio apos 10 dias de
desnervacgéao (Figura 4), sendo os mesmos condizentes com estudo de Zhang et
al. (2005), que relatam aumento tanto do mRNA quanto da proteina miostatina no
musculo gastrocnémio de rato analisado apds 14 dias de lesdo do nervo
isquiatico. Do mesmo modo, Baumann et al. (2003) também alisaram o musculo
gastrocnémio de ratos e ja no primeiro dia de desnervagcédo encontraram 31% de
aumento da expressao da miostatina.

Embora os resultados encontrados no grupo D estejam de acordo com
estudos prévios, os resultados dos animais que receberam tratamento com
estimulacao elétrica ndo foram os esperados. Os animais dos grupos EED e EEA
apresentaram, respectivamente, valores 1.7 e 2.4 vezes maiores que do grupo D
(Figura 4), sendo esses dados conflitantes, uma vez que a estimulagéo elétrica
aumenta a demanda muscular, sendo, portanto esperado diminuicdo da
expressao da miostatina.

No entanto, resultados similares também foram encontrados por Peters
et al. (2003) e Willoughby (2004), que estudaram a expressao da miostatina apos
a realizacido de exercicios. Esses autores relatam resultados inesperados e

interessantes, uma vez que 0s niveis desta proteina encontraram-se maiores
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apo6s aumento da demanda muscular. Peters et al. (2003) submeteram ratos
adultos a exercicio excéntrico e observaram que os niveis de mMRNA da miostatina
aumentaram muito rapido (30 min) apds término do exercicios nos musculos tibial
anterior e EDL, mantendo pico até 12 h e retornando aos niveis normais 24 h
apos a execugao do exercicio. Em um estudo realizado com humanos, Willoughby
(2004) verificou aumento de mRNA da miostatina ap6s 12 semanas de treino de
resisténcia em voluntarios do sexo masculino. O autor também constatou que a
expressdo da FLRG (follistatin like gene related) estava aumentada, sugerindo
que a miostatina pode ter sido inibida pela agcao da FLRG, uma vez que esta é
conhecida por ligar-se, inibir e regular negativamente a miostatina (Hill et al.,
2002).

Uma possivel hipétese para o maior aumento da miostatina nos grupos
eletroestimulados estaria relacionada com o estresse provocado pela
eletroestimulagdo. Sabe-se que a expressdo da miostatina € regulada pelo
horménio glicocorticoide (Ma et al., 2003), assim, 0s niveis hormonais desses
animais poderiam estar elevados em decorréncia da estimulacdo elétrica. No
entanto, nao foi realizada a dosagem deste hormdnio, sendo que esta hipotese
nao pbéde ser confirmada.

Vale ainda destacar que a avaliacdo realizada neste estudo foi de
MRNA, e que estes valores nao representam precisamente os niveis de proteina
funcional, ja que a miostatina sofre alteragées pds-transcricional (Langley et al.,
2002; McMahon et al, 2003).

Outro estudo interessante relacionada a miostatina foi realizado em
2003, onde McMahon et al. realizaram estudo com ratos mutantes (-/-) e

observaram que a diminuicdo da massa corporal e muscular resultante da
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suspensao do membro posterior foi mais evidente nesses animais que em
animais adultos normais. Esses dados foram contraditérios a hipétese de que a
miostatina regula negativamente a massa muscular, e mostram que em animais
adultos a auséncia de miostatina ndo atenuou a perda da massa corporal e
muscular durante a suspensdao do membro. Pelo contrario, tais resultados
sugeriram que animais ausentes de miostatina sdo mais susceptiveis que os
normais a atrofia muscular induzida por suspensdo do membro.

Com base no exposto, pode-se concluir que, embora o efeito da
miostatina esteja bem definido durante a fase embridénica e no desenvolvimento
pos-natal (McPherron, Lawler e Lee, 1997), o seu papel no musculo adulto ainda
€ controverso e de dificil interpretacao.

A atrogina-1 € uma proteina musculo-especifica atuante no processo
de degradacao protéica. Em condigbes normais ela ndo é expressa no musculo, e
sua presenca caracteriza quadro de atrofia muscular (Lecker, et al., 1999). Varios
modelos experimentais que causam atrofia muscular, tais como doencas
metabdlicas (Lecker et al., 2004), jejum (Wing, Haas e Goldberg, 1995),
imobilizacdo (Taillandier et al., 1996; Bodine, 2001) e auséncia de peso (Bodine,
2001) foram utilizados para o estudo da expressado da atrogina. A presenca da
atrogina-1 em todas essas situagbes deixou clara a forte relagdo desta proteina
com a atrofia muscular, independente da causa da mesma.

Dentre os modelos de desuso, a desnervagao também foi utilizada e os
niveis da atrogina-1 também se mostraram elevados nesse caso. Wing, Haas e
Goldberg (1995) analisaram se a atrofia do musculo soéleo, causada por
desnervagdo, era associada a via de degradagdo protéica ubiquitina-

proteossomo. Observou-se que o0s niveis de ubiquitina conjugada a proteinas
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aumentaram significantemente no soleo. Tal analise foi realizada apés 2 dias de
intervengdo, mostrando que essa via é rapidamente ativada em resposta a
estimulos de desuso.

Bodine et al. (2001), identificaram o aumento da expressao da
atrogina-1 ap6s 3 dias em musculos submetidos a desnervagédo. Além disso,
realizaram experimento com animais mutantes, ausentes de atrogina-1, e
observaram que esses animais, mesmo quando desnervados, ndo apresentavam
atrofia muscular, o que comprovou o importante papel dessa proteina no processo
da atrofia.

Os resultados aqui encontrados sao condizentes com os citados
anteriormente. O aumento do mRNA da atrogina-1 observado no grupo D foi de
81 vezes. Por outro lado, o grupo EED apresentou niveis de atrogina-1 16%
menor que no grupo D, sugerindo que o tratamento diario com estimulagao
elétrica foi benéfico, pois a redugcéo dos niveis de atrogina-1 sugere minimizagao
da degradacédo protéica pela via ubiquitina-proteossomo. Por outro lado, o
acumulo de mRNA da atrogina-1 no grupo EEA foi ainda maior que no D,
mostrando que a quantidade de estimulo influencia na transcricdo da atrogina-1,
sendo que a estimulagao elétrica aplicada em dias alternados causou aumento na
transcricdo desse gene (Figura 5). Os mecanismos envolvidos neste achado nao
estdo esclarecidos, sendo necessarios mais estudos para o entendimento da
regulacao desse gene.

Contrario aos resultados encontrados, Russo et al. (2007) verificaram
que os niveis de mRNA da atrogina-1 reduziram significantemente no musculo
tibial anterior desnervado de ratos e submetidos a eletroestimulacao (fasica, 20

contragdes/sessao a cada 48 h, realizada durante 28 dias). Vale destacar que os
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parametros da corrente utilizada, assim como o muscuo analisado, foram
diferentes aos utilizados neste estudo e ainda que este foi o Unico trabalho
encontrado que analisou a expressao génica da atrogina-1 apds desnervagao e
aplicagao de estimulagao elétrica.

No estudo aqui realizado, apesar da redug¢ao da expressao da atrogina-
1 no grupo EED sugerir menor atrofia, ndo foi observada diferenga na massa
muscular relativa nesse grupo quando comparado aos demais grupos
desnervados. Uma possivel hipétese para este resultado € que embora o periodo
de 10 dias seja suficiente para causar alteragdes na transcricdo deste gene, a
alteragao na massa do musculo ocorra em periodo mais longo.

Outro gene analisado foi o do myoD, relacionado com a miogénese e
ativacdo de células satélites (Tapscott, 2005). A expressdao desse gene é
normalmente aumentada frente a desnervacéo, indicando que a atividade elétrica
tem efeito regulatério no musculo (Eftimie, Brenner e Buonanno et al., 1991;
Ishido, Kami e Masuhara, 2004; Russo et al., 2007). Além disso, Ishido, Kami e
Masuhara (2004) sugerem que o aumento do myoD apds lesdo nervosa esta
relacionada a prevencgao da atrofia muscular causada pela desnervacéao.

No presente estudo foi observado que no grupo que sofreu
desnervacgao os niveis dos transcritos do myoD aumentaram 18 vezes (Figura 6),
dados que estao de acordo com os estudos previamente mencionados.

Nos grupos EED e EEA este aumento foi ainda maior, 23 e 27 vezes,
respectivamente, sugerindo que a aplicagdo de estimulacéo elétrica fasica nos
parametros aqui empregados aumentou ainda mais a ativacado de células satélites
no musculo desnervado. Como ocorrido com a miostatina e atrogina-1, a

estimulacao elétrica aplicada em dias alternados provocou maior aumento na
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transcricdo do myoD do que quando aplicada diariamente. O estimulo gerado no
grupo EEA foi 40% menor que no EED, no entanto foi capaz de provocar aumento
ainda maior na expressao dos trés genes analisados.

Estudos que avaliaram a expressdo do myoD em musculos
desnervados e eletroestimulados mostram resultados bastante variados,
entretanto, a comparagcao desses resultados é dificil, pois os métodos e técnicas
utilizadas foram diferentes entre eles. Eftimie, Brenner e Buonanno et al. (1991),
mostraram que a aplicagado de estimulacéo elétrica crénica (24h) por eletrodos
implantados no musculo séleo desnervado de rato reduziu significativamente os
niveis de mMRNA do myoD apds 6 e 10 dias quando comparado com animais
apenas desnervados.

No trabalho de Vissing et al. (2005), a estimulagao elétrica foi aplicada
por eletrodos de superficie no musculo tibial anterior de homens paraplégicos. Os
autores avaliaram a expressdo génica do myoD apdés 2 e 4 semanas. A
estimulagcdo comecou com duracdo de 2h/dia e ao fim do estudo o periodo
estimulado era de 6h/dia. Nao foram relatadas mudancas apds 2 semanas,
contudo ao final da 4° semana observaram aumento nos niveis dos transcritos,
sugerindo que o myoD é positivamente regulada em resposta a estimulagéo
elétrica de musculos paralisados.

No estudo de Russo et al. (2007), a aplicagdo da corrente elétrica foi
realizada por curto periodo (20 contragbes/sessdo) no musculo tibial anterior de
ratos apos desnervagao. Contudo, diferente dos resultados aqui encontrados, foi
observado diminuigdo dos niveis de transcricdo do myoD no grupo que foi tratado
com estimulagédo elétrica quando comparado com o grupo desnervado. Vale

destacar que apesar dos autores terem realizado a estimulagao elétrica fasica
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com eletrodos de superficie, como aqui utilizado, o tipo de desnervacao, os
parametros da corrente elétrica, o musculo analisado e o tempo de analise foram
diferentes, o que possivelmente explica a divergéncia nos resultados.

Em 2003, Peters et al. estudaram o comportamento da expressao do
myoD apds realizagcdo de exercicio excéntrico no membro posterior de ratos
adultos normais. Os resultados mostraram aumento desse gene 3h apos,
atingindo seu pico apos 6h e retornando aos niveis basais 120h ap6s a série de
exercicios. Apesar de ter sido analisado musculo normal, esses resultados, assim
como os encontrados no presente trabalho, mostram aumento da transcricao do
myoD apéds ativagdo muscular.

Um resultado nao esperado aqui encontrado foi o aumento
concomitante nos transcritos da miostatina e do myoD, ja que estudos prévios
relatam papel inibitério da miostatina sobre os fatores regulatérios miogénicos
(MRFs) (McPherron, Lawler e Lee, 1997; Langley et al., 2002). Vale salientar que
tais estudos foram realizados in vitro e/ou em embrides, o que difere do aqui
realizado, que avaliou musculo adulto. Os achados de Peters et al. (2003), apds
realizagcao de exercicio excéntrico em ratos, mostraram resultados semelhantes
ao do presente estudo, isto €, a miostatina nao inibiu a expressao do myoD,
levantando a hipétese que a regulagdo entre a miostatina e myoD no musculo
adulto pode nao ser semelhante a do periodo embrionario.

Os resultados apresentados no presente trabalho mostram que os
mecanismos envolvidos na regulacdo da expressdao do myoD, miostatina e
atrogina-1 em musculos adultos ndo estdo totalmente esclarecidos, sendo

necessarios mais estudos para o entendimento dos resultados obtidos.
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7 CONCLUSAO

Curto periodo de desnervagdo promove aumento dos genes do myoD,
miostatina e atrogina-1, e diminuicdo da massa muscular, mostrando a
importancia da atividade neural para a preservagdo da caracteristica
muscular normal.

Diferente dos resultados esperados, a estimulagao elétrica fasica, de modo
geral, aumentou a transcricdo dos genes do myoD, miostatina e atrogina-1
e nao influenciou na massa muscular de musculo desnervado. Esses
resultados podem ser dependentes dos parametros de estimulacao elétrica
utilizados, uma vez que estudos prévios apresentaram diminuicdo da
expressao dos genes analisados.

Uma vez que a aplicacdo de estimulagao elétrica em dias alternados
resultou em maior nivel de expressdo dos genes da miostatina, myoD e
atrogina-1 quando comparada com a estimulagdo aplicada diariamente,
conclui-se que a frequéncia de tratamento imposta ao musculo influencia
na transcri¢ao de genes especificos do musculo.

O tratamento diario mostrou ser um protocolo mais efetivo do que o
tratamento em dias alternados, uma vez que o mesmo diminuiu a
expressao da atrogina-1, gene relacionado com a instalagdo da atrofia

muscular.
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