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1. Introducéo

Quando um muasculo perde sua inervacdo por lesdao do nervo
periferico, ele deixa de receber o0s sinais para contracao,
necessarios para manutencdo de suas funcdes normais. A
resposta do musculo a desnervacao compreende degeneracdo das
fibras musculares, alteracdo no balanco entre sintese e degradacéao
protéica, resultando em atrofia, diminuicdo da area de seccao
transversa da fibra muscular (EBERSTEIN e EBERSTEIN, 1996),
proliferacao do tecido conjuntivo intramuscular (SALONEN et al.,
1985), assim como diminuicdo ou perda da capacidade de gerar
forca (DOW et al., 2006).

A condicao de desnervacdo também implica em alteragcdes na expressao de genes musculo-especificos
como a atrogina-1, uma ubiquitina-ligase que atua na via de degradacédo ubiquitina-proteossomo (BODINE et
al., 2001), com importante funcdo na degradacdo de proteinas, influenciando no balanco entre sintese e
degradacao protéica muscular (LECKER et al., 1999).

Diversos recursos podem ser aplicados como forma de tratamento muscular apds desnervacgédo, no intuito de
manter as caracteristicas normais do musculo ou minimizar as alteracdes decorrentes da perda do contato
neuromuscular. Estudos experimentais foram realizados para analisar os efeitos da estimulacao elétrica no
musculo desnervado, porém a maioria deles utiliza-se da estimulagdo elétrica crbénica, com eletrodos
implantados por longos periodos. Sabe-se que este tipo de estimulagdo previne a atrofia (EBERSTEIN e
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EBERSTEIN, 1996), minimiza a perda de forga muscular (GUNDERSEN, 1988; DOW, 2004) e diminui a
proliferacdo de tecido conjuntivo no musculo (KANAYA e TAJIMA, 1992).

A estimulacao elétrica fasica, usualmente aplicada pelos fisioterapeutas para tratamento de pacientes com
lesdo nervosa periférica, diferencia-se da crbnica por utilizar eletrodos de superficie sobre a pele e pela
aplicacdo por periodos curtos. Ha poucos experimentos utilizando protocolos de estimulacédo elétrica fasica,
gue se assemelhem aos aplicados na clinica, e seu efeito em musculos desnervados, assim como sua a
acado no mecanismo molecular da célula, ndo esta bem elucidado.

2. Objetivos

Analisar a influéncia de 2 protocolos de estimulacdo elétrica fasica de baixa freqiiéncia na massa muscular e
expressao génica da atrogina-1 em musculo de rato previamente desnervado.

3. Desenvolvimento

Foram utilizados 20 ratos Wistar (180 + 20g), mantidos no biotério central da Universidade Metodista de
Piracicaba — UNIMEP, em condicdes controladas de biotério. O estudo foi aprovado pelo comité de ética
animal da Universidade Federal de Sao Carlos, parecer n° 008-06. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos (n=5): desnervado (D), desnervado e eletroestimulado diariamente (EED),
desnervado e eletroestimulado alternadamente (EEA: segundas, quartas e sextas-feiras) e controle (C). Para
os procedimentos de desnervacdo, estimulagdo elétrica e coleta dos mdasculos, os animais foram
anestesiados com injecdo intramuscular de cloridrato de ketamina (50mg/ml) e cloridrato de tiazina
(29/100ml), na proporcdo de 1:1, em dose de 0,1 ml/100g de peso corporal. Todos os animais foram
sacrificados ap6s 10 dias do protocolo de desnervagéo.

Para procedimento de desnervacdo os animais, previamente tricotomizados na regido glitea esquerda,
foram submetidos a incisdo nesta regido para visualizacdo e exposicdo do nervo isquiatico. Este foi
esmagado com pin¢ca hemostatica adaptada, utilizando-se quatro pincamentos de 20 segundos cada, com
intervalos de 1 segundo (FERNANDES, 2005). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais até total
cicatrizacao da inciséo.

Os protocolos de estimulagéo elétrica aplicado nos animais dos grupos EED e EEA tiveram inicio 24 horas
apos a desnervacdo. A corrente elétrica foi gerada pelo equipamento DUALPEX 961 — QUARK com os
seguintes parametros: forma de pulso quadratica bifasica simétrica, 3 ms de largura de pulso, freqiiéncia de
10 Hz e intensidade inicial de 5 mA, sendo acrescida de 1 mA a cada 5 minutos para evitar acomodacao da
contragcdo muscular. Cada sesséo de estimulacdo elétrica teve duragdo de 30 minutos. Foram utilizados 2
eletrodos percutaneos auto-adesivos, com 1 cm? de area, posicionados um na regido inguinal e outro sobre
0 musculo gastrocnémio, regibes previamente tricotomizadas. N&o houve estimulagdo elétrica aos sdbados
e domingos em nenhum grupo.

No dia da coleta, os animais previamente anestesiados tiveram o musculo gastrocnémio esquerdo retirado,
pesado e a porgdo distal da cabe¢a medial do musculo foi armazenada em microtubo, congelada em
nitrogénio liquido e posteriormente mantida em freezer (-80°C). Apds a coleta, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical.
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Apos o isolamento do RNA, foi realizada a transcri¢cdo reversa (RT) para sintese de DNA complementar
(cDNA) da seguinte forma: quantidades variadas de RNA total (1, 2 e 4 ug); 200 u de Transcriptase Reversa;
0,8 mM dNTPs; 1 mM MgC 2; 0,02 ug/ul primer oligo dT; 4 mM DTT. A reacéo foi realizada em termociclador
(10 minutos a 70°C, 60 minutos a 42°C e 10 minutos a 94°C) e a integridade do produto da RT (cDNAs) foi
conferida pela realizacdo de gel de agarose (1%) n&o desnaturante, corado com brometo de etideo.
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Analise estatistica

Para testar a normalidade entre os grupos foi aplicado o teste Kolmogorov — Smirnov. O teste de Levene foi
usado para testar a homocedasticidade. Apds, aplicou-se a analise de variancia ANOVA-F (One-Way),
seguido do teste de Tukey HSD. Os dados foram processados no software SPSS/PC, versdo 11.0,
considerando nivel de significancia de 5%.

4, Resultados

Massa muscular relativa

Observou-se diminuicdo na massa muscular relativa em todos os grupos desnervados (D: 0,159 + 0,012%;
EED: 0,146 + 0,013%; EEA: 0,152 + 0,023% vs C: 0,287+0,030%, respectivamente, p<0,05), quando
comparados ao grupo C. No entanto n&o houve diferenga entre os grupos desnervados e submetidos ou néo
a estimulagéo elétrica (Tabela 1).

Expressdo génica da atrogina-1
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A desnervacdo provocou aumento na expressao da atrogina-1 em todos 0s grupos, quando comparado ao
grupo C (D: 81-vezes; EED: 68-vezes; EEA: 97-vezes, respectivamente, p<0,05). Alem disso, a estimulagéo
elétrica aplicada diariamente reduziu o acimulo da atrogina-1 em 16% quando comparado ao D e 30%
guando comparado ao EEA (Figura 1).

DISCUSSAO

A desnervagdo é um modelo de desuso bastante utilizado para melhor entender os efeitos que a falta de
atividade elétrica acarretam no funcionamento do muasculo esquelético. Embora o tipo de desnervacdo mais
utilizado experimentalmente seja a neurotmese, a axoniotmese, utilizada neste estudo, também causa
degeneracao total desde o local da lesdo até a parte distal do nervo, e permite entender as conseqiéncias
de lesdes decorrentes de esmagamento e estiramento nervoso.

No presente estudo, a massa muscular diminuiu em torno de 47% nos grupos desnervados e desnervados +
eletroestimulados, quando comparado ao controle. No entanto, os grupos desnervados e submetidos a
estimulacéo elétrica ndo apresentaram diferenca em relacado ao grupo somente desnervado. Este resultado
foi semelhante ao encontrados por Polacow et al. (2003), que aplicaram estimulacéo elétrica no musculo
s6leo desnervado de ratos e ndo encontraram diferenca entre os grupos desnervado, tratado ou ndo, apenas
diminuicao de 49% quando comparado ao controle. Zhang et al. (2005), analisaram o musculo gastrocnémio
de ratos pés neurotmese do nervo isquiatico em varios periodos e verificaram reducao de 50, 65 e 80% da
massa muscular apoés 14, 28 e 56 dias, respectivamente, quando comparado com o controle.

Em relacdo a atrogina-1, proteina atuante no processo de degradacao protéica, ela ndo é observada em
musculos normais, e sua presenca caracteriza quadro de atrofia independente da causa (LECKER, et
al.,1999). Bodine et al.(2001), identificaram aumento da expressao da atrogina-1 apés 3 dias em musculos
submetidos a trés diferentes modelos de desuso: desnervacao, imobilizacdo ou auséncia de carga muscular.
Além disso, realizaram experimento com animais mutantes, ausentes de atrogina-1, e observaram que
esses animais, mesmo quando desnervados, ndo apresentavam atrofia muscular, 0 que comprovou o
importante papel dessa proteina no processo da atrofia.

No presente estudo, constatou-se que a expressdo de mRNA da atrogina-1 no grupo EED foi 16% menor
gue no grupo D e 30% menor que no grupo EEA, mostrando que o tratamento diario foi efetivo em reduzir os
niveis de atrogina-1, sugerindo minimizacdo da degradacao protéica pela via ubiquitina-proteossomo. Além
disso, a ndo diferenca entre os grupos D e EEA, sugere que a aplicacdo da estimulacdo elétrica em dias
alternados néo tem influencia na reducéo dos niveis de atrogina-1 pos-desnervacao. Apesar da reducao da
expressdo da atrogina-1 no grupo EED sugerir menor atrofia, ndo foi observada diferenca na massa
muscular relativa nesse grupo quando comparado aos demais grupos desnervados. Uma possivel hipotese
para este resultado é que o periodo de 10 dias é suficiente para se observar alteracfes na transcricdo de
gene responsavel pela atrofia muscular, mas ndo na massa muscular.
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5. Consideracdes Finais

O menor nivel da expressdo da atrogina-1, observado no grupo que recebeu estimulacdo elétrica
diariamente, sugere que o protocolo de estimulacao elétrica diaria € mais efetivo para diminuir a degradacgéo
protéica muscular pos-desnervacdo. Novos estudos sdo necessarios para identificar melhor parametro da
corrente elétrica e/ou frequéncia de tratamento.
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Anexos
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Figura 1. Expressio de mENA da atrogna ] no musculo gadrocnémio de ratos dos grapos
cortrole (), desnervado (D), deservado e eletroestimulado diariamente (EELN & desnervado e
eletroestimudado  dternadamente (EEAYY quando comparado ao © (p<0,031; # cuando
comparado ao EED (p0,057.

Tabela 1: Massa muscua relativa (MUME) do musodo gadrocnemio de ratos dos gupos
cotdrole (20, desiervado (DN, deswervado e eletroedimulado diatiamente (EED) e desnervado e

eletroestimul ado dternada erde (EEA).

Grupos LIME (%)
C 0,227+0,030
D 0,15940,012 *
EED 0,15240,023*
EEA 0,14640,013*

* gquatido compar ado ao controle; p<0,05
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