
ANÁLISE DA MASSA MUSCULAR E EXPRESSÃO GÊNICA DA ATROGINA-1 EM
MÚSCULO DE RATO DESNERVADO E ELETROESTIMULADO

Autores

Silvana Coca Lima 
Viviane Balisardo Minamoto 
Sabrina Paviani Messa 
Eliane Silva 

Orientador

Viviane Balisardo Minamoto 

1. Introdução

Quando um músculo perde sua inervação por lesão do nervo
periférico, ele deixa de receber os sinais para contração,
necessários para manutenção de suas funções normais. A
resposta do músculo à desnervação compreende degeneração das
fibras musculares, alteração no balanço entre síntese e degradação
protéica, resultando em atrofia, diminuição da área de secção
transversa da fibra muscular (EBERSTEIN e EBERSTEIN, 1996),
proliferação do tecido conjuntivo intramuscular (SALONEN et al.,
1985), assim como diminuição ou perda da capacidade de gerar
força (DOW et al., 2006).  

A condição de desnervação também implica em alterações na expressão de genes musculo-específicos
como a atrogina-1, uma ubiquitina-ligase que atua na via de degradação ubiquitina-proteossomo (BODINE et
al., 2001), com importante função na degradação de proteínas, influenciando no balanço entre síntese e
degradação protéica muscular (LECKER et al., 1999).  

Diversos recursos podem ser aplicados como forma de tratamento muscular após desnervação, no intuito de
manter as características normais do músculo ou minimizar as alterações decorrentes da perda do contato
neuromuscular. Estudos experimentais foram realizados para analisar os efeitos da estimulação elétrica no
músculo desnervado, porém a maioria deles utiliza-se da estimulação elétrica crônica, com eletrodos
implantados por longos períodos. Sabe-se que este tipo de estimulação previne a atrofia (EBERSTEIN e
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EBERSTEIN, 1996), minimiza a perda de força muscular (GUNDERSEN, 1988; DOW, 2004) e diminui a
proliferação de tecido conjuntivo no músculo (KANAYA e TAJIMA, 1992).

A estimulação elétrica fásica, usualmente aplicada pelos fisioterapeutas para tratamento de pacientes com
lesão nervosa periférica, diferencia-se da crônica por utilizar eletrodos de superfície sobre a pele e pela
aplicação por períodos curtos. Há poucos experimentos utilizando protocolos de estimulação elétrica fásica,
que se assemelhem aos aplicados na clínica, e seu efeito em músculos desnervados, assim como sua a
ação no mecanismo molecular da célula, não está bem elucidado.

2. Objetivos

Analisar a influência de 2 protocolos de estimulação elétrica fásica de baixa freqüência na massa muscular e
expressão gênica da atrogina-1 em músculo de rato previamente desnervado.

3. Desenvolvimento

Foram utilizados 20 ratos Wistar (180 ± 20g), mantidos no biotério central da Universidade Metodista de
Piracicaba – UNIMEP, em condições controladas de biotério. O estudo foi aprovado pelo comitê de ética
animal da Universidade Federal de São 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 desnervação, estimulação elétrica e coleta dos músculos, os animais foram
anestesiados com injeção intramuscular de cloridrato de ketamina (50mg/ml) e cloridrato de tiazina
(2g/100ml), na proporção de 1:1, em dose de 0,1 ml/100g de peso corporal. Todos os animais foram
sacrificados após 10 dias do protocolo de desnervação.

Para procedimento de desnervação os animais, previamente tricotomizados na região glútea esquerda,
foram submetidos a incisão nesta região para visualização e exposição do nervo isquiático. Este foi
esmagado com pinça hemostática adaptada, utiliizando-se quatro pinçamentos de 20 segundos cada, com
intervalos de 1 segundo (FERNANDES, 2005). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais até total
cicatrização da incisão.

Os protocolos de estimulação elétrica aplicado nos animais dos grupos EED e EEA tiveram início 24 horas
após a desnervação. A corrente elétrica foi gerada pelo equipamento DUALPEX 961 – QUARK com os
seguintes parâmetros: forma de pulso quadrática bifásica simétrica, 3 ms de largura de pulso, freqüência de
10 Hz e intensidade inicial de 5 mA, sendo acrescida de 1 mA a cada 5 minutos para evitar acomodação da
contração muscular. Cada sessão de estimulação elétrica teve duração de 30 minutos. Foram utilizados 2
eletrodos percutâneos auto-adesivos, com 1 cm2 de área, posicionados um na região inguinal e outro sobre
o músculo gastrocnêmio, regiões previamente tricotomizadas. Não houve estimulação elétrica aos sábados
e domingos em nenhum grupo.

No dia da coleta, os animais previamente anestesiados tiveram o músculo gastrocnêmio esquerdo retirado,
pesado e a porção distal da cabeça medial do músculo foi armazenada em microtubo, congelada em
nitrogênio líquido e posteriormente mantida em freezer (–80°C). Após a coleta, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical.

Α εξτραο δε ΡΝΑ τοταλ δε χαδα ανιµαλ φοι οβτιδα υτιλιζανδο−σε ο ρεαγεντε Τριζολ (Γιβχο). Α δενσιδαδε
⌠πτιχα δασ αµοστρασ φοι δετερµιναδα πορ εσπεχτροφοτοµετρια, νο χοµπριµεντο δε ονδα δε 260νµ. Παρα
αϖαλιαρ α θυαλιδαδε δο ΡΝΑ ισολαδο φοι δετερµιναδα α ραζο εντρε ασ αβσορβνχιασ α 260 ε 280 νµ
(ραζο ≥ 1.8). Ταµβµ φοι αϖαλιαδα α θυαλιδαδε δο µατεριαλ πορ ελετροφορεσε δασ αµοστρασ (25µγ δε
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ΡΝΑ τοταλ) εµ γελ δεσνατυραντε δε αγαροσε−φορµαµιδα (1%), εµ ταµπο ΜΟΠΣ (40µΜ δε 〈χιδο
µορφολινοπροπανοσυλφνιχο). Ποστεριορµεντε, οσ γισ φοραµ χοραδοσ χοµ βροµετο δε ετδεο. Παρα
δοχυµενταο ε θυαντιφιχαο, ο γελ φοι διγιταλµεντε φοτογραφαδο υτιλιζανδο χµαρα �Κοδακ ∆ιγιταλ
Σχιενχε� ε ο σοφτωαρε �Κοδακ ∆ιγιταλ Σχιενχε 1∆�.

Após o isolamento do RNA, foi realizada a transcrição reversa (RT) para síntese 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 reação foi realizada em termociclador
(10 minutos a 70ºC, 60 minutos a 42ºC e 10 minutos a 94ºC) e a integridade do produto da RT (cDNAs) foi
conferida pela realização de gel de agarose (1%) não desnaturante, corado com brometo de etídeo.  

Α αµπλιφιχαο πορ ρεαο εµ χαδεια δε πολιµερασε (ΠΧΡ) εµ τεµπο ρεαλ φοι εφετυαδα (Ροτορ Γενε
ΡΓ3000�ΧΡ Χορβεττ Ρεσεαρχη) υτιλιζανδο−σε 10−80νγ/µλ δε χ∆ΝΑ αδιχιοναδο α ρεαο χοντενδο 25µλ δε
ΣΨΒΡ  Γρεεν ΠΧΡ µαστερ µιξ, 50−900νΜ δοσ πριµερσ (σενσο ε αντισενσο) εµ σολυο χοµ ϖολυµε φιναλ δε
55µλ , διϖιδιδο εµ δοισ τυβοσ (δυπλιχατα). Ασ χονδι⌡εσ δε χιχλαγεµ οχορρεραµ εµ 3 πασσοσ: 60≡Χ πορ
1µιν, 50≡Χ πορ 2µιν ε 95≡Χ πορ 10µιν, σεγυιδο δε 40 χιχλοσ χοµ δυασ εταπασ, 15σ δε δενατυραο ◊ 95≡Χ ε
60σ δε ανελαµεντο ◊ 60≡Χ.  

Análise estatística  

Para testar a normalidade entre os grupos foi aplicado o teste Kolmogorov – Smirnov. O teste de Levene foi
usado para testar a homocedasticidade. Após, aplicou-se a análise de variância ANOVA-F (One-Way),
seguido do teste de Tukey HSD. Os dados foram processados no software SPSS/PC, versão 11.0,
considerando nível de significância de 5%.

4. Resultados

Massa muscular relativa  

Observou-se diminuição 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 não houve diferença entre os grupos desnervados e submetidos ou não
a estimulação elétrica (Tabela 1).  

 

Expressão gênica da atrogina-1  
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A desnervação provocou aumento na expressão da atrogina-1 em todos os grupos, quando comparado ao
grupo C (D: 81-vezes; EED: 68-vezes; EEA: 97-vezes, respectivamente, p<0,05). Alem disso, a estimulação
elétrica aplicada diariamente reduziu o acúmulo da atrogina-1 em 16% quando comparado ao D e 30%
quando comparado ao EEA (Figura 1).  

 

DISCUSSÃO

A desnervação é um modelo de desuso bastante utilizado para melhor entender os efeitos que a falta de
atividade elétrica acarretam no funcionamento do músculo esquelético. Embora o tipo de desnervação mais
utilizado experimentalmente seja a neurotmese, a axoniotmese, utilizada neste estudo, também causa
degeneração total desde o local da lesão até a parte distal do nervo, e permite entender as conseqüências
de lesões 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
estimulação elétrica não apresentaram diferença em relação ao grupo somente desnervado. Este resultado
foi semelhante ao encontrados por Polacow et al. (2003), que aplicaram estimulação elétrica no músculo
sóleo desnervado de ratos e não encontraram diferença entre os grupos desnervado, tratado ou não, apenas
diminuição de 49% quando comparado ao controle. Zhang et al. (2005), analisaram o músculo gastrocnêmio
de ratos pós neurotmese do nervo isquiático em vários períodos e verificaram redução de 50, 65 e 80% da
massa muscular após 14, 28 e 56 dias, respectivamente, quando comparado com o controle.  

Em relação à atrogina-1, proteína atuante no processo de degradação protéica, ela não é observada em
músculos normais, e sua presença caracteriza quadro de atrofia independente da causa (LECKER, et
al.,1999). Bodine et al.(2001), identificaram aumento da expressão da atrogina-1 após 3 dias em músculos
submetidos a três diferentes modelos de desuso: desnervação, imobilização ou ausência de carga muscular.
Além disso, realizaram experimento com animais mutantes, ausentes de atrogina-1, e observaram que
esses animais, mesmo quando desnervados, não apresentavam atrofia muscular, o que comprovou o
importante papel dessa proteína no processo da atrofia.  

No presente estudo, constatou-se que a expressão de mRNA da atrogina-1 no grupo EED foi 16% menor
que no grupo D e 30% menor que no grupo EEA, mostrando que o tratamento diário foi efetivo em reduzir os
níveis de atrogina-1, sugerindo minimização da degradação protéica pela via ubiquitina-proteossomo. Além
disso, a não diferença entre os grupos D e EEA, sugere que a aplicação da estimulação elétrica em dias
alternados não tem influencia na redução dos níveis de atrogina-1 pós-desnervação. Apesar da redução da
expressão da atrogina-1 no grupo EED sugerir menor atrofia, não foi observada diferença na massa
muscular relativa nesse grupo quando comparado aos demais grupos desnervados. Uma possível hipótese
para este resultado é que o período de 10 dias é suficiente para se observar alterações na transcrição de
gene responsável pela atrofia muscular, mas não na massa muscular.  
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5. Considerações Finais

O menor nível da expressão da atrogina-1, observado no grupo que recebeu estimulação elétrica
diariamente, sugere que o protocolo de estimulação elétrica diária é mais efetivo para diminuir a degradação
protéica muscular pós-desnervação. Novos estudos são necessários para identificar melhor parâmetro da
corrente elétrica e/ou freqüência de tratamento.
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