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CONTEXTUALIZACAO

Esta Tese foi estruturada em forma de artigos cientificos, cujo objetivo foi
avaliar o efeito do alongamento no musculo esquelético, utilizando-se protocolos

freqiientemente utilizados na reabilitacao e nas atividades esportivas em humanos.

Estd bem descrito na literatura cientifica, que os musculos esqueléticos dos
mamiferos adaptam o comprimento de suas fibras musculares, de acordo com a posi¢do
na qual ¢ preferencialmente mantido (TABARY et al, 1972; WILLIAMS &

GOLDSPINK, 1978). Essa adaptagdo, de modo geral, é reversivel.

Sabe-se também que musculos encurtados/retraidos levam a diminui¢do da
amplitude articular e do desempenho muscular. De modo geral, o encurtamento de
grupos musculares leva a reorganizagdo postural do individuo, podendo causar
alteragdes funcionais. Desta maneira, o alongamento muscular ¢ um importante
recurso, utilizado para aumentar a amplitude de movimento, tanto em individuos
saudaveis como na reabilitagdo (GAJDOSIK, 2001). Além disso, o alongamento do
musculo esquelético ¢ também um poderoso estimulo para o crescimento muscular e
aumento da sintese protéica (GOLDSPINK et al, 2002; GOLDSPINK & HARRIDGE,

2004).

Resultados prévios mostraram que uma sessao diaria de alongamento passivo,
aplicado durante 30 min consecutivos, previne a perda de sarcomeros em série ¢ a
amplitude articular em ratos imobilizados (WILLIAM, 1990). Recentemente
identificamos em nosso laboratorio, que sessdes de 40 min de alongamento muscular,
realizadas trés vezes por semana em musculos normais, aumentaram o numero de
sarcomeros em série ¢ a area das fibras, indicando aumento na sintese protéica

(COUTINHO et al., 2004).
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Programas de alongamento muscular t€ém sido recomendados e utilizados para
prevengdo e/ou tratamento dessas alteracdes posturais. Na area de fisioterapia e nos
esportes, tém sido bastante utilizados os exercicios de alongamento onde um grupo
muscular ¢ alongado algumas vezes por periodos de curta duragao (30 a 60 s),
acarretando em ganhos significativos na amplitude articular e no alongamento do
musculo. Assim, o primeiro objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de um protocolo
intermitente de alongamento na adaptacdo do musculo esquelético, analisando a

expressao génica da Myo-D, Atrogina-1 e Miostatina e a morfologia muscular.

Outro aspecto relevante na avaliagdo do musculo esquelético submetido ao
alongamento seria verificar atividade de metaloproteases de matriz (MMPs), uma vez
que sua atividade se altera durante o remodelamento dos tecidos. As MMPs contribuem
tanto no desenvolvimento e funcionamento dos tecidos, como nos processos
patolégicos. Como elas degradam os componentes da matriz extracelular (MEC),
contribuem para o remodelamento da mesma. No musculo esquelético estdo envolvidas
com o0s processos de desenvolvimento, isquemia, mionecrose, angiogénese,
desnervagdo, lesdes, atrofia, regeneragdo, miopatias (revisio CARMELI et al, 2004).
Assim, o segundo objetivo deste estudo foi analisar o efeito do alongamento sobre a
atividade das MMPs, o que auxiliaria compreender a adaptagdo da matriz extracelular

do musculo esquelético frente a este estimulo.

Outra questdo terapéutica importante ¢ a adaptacdo muscular associada ao
alongamento frente a desnervacdo. O musculo desnervado sofre atrofia muscular,
degeneragdo, perda de forca e aumento da proliferagdo do tecido conjuntivo,
prejudicando as atividades funcionais. Essa linha de investigacdo é importante, pois
sessdes de alongamento muscular, assim como a eletroestimulagdo, sdo dois recursos

terapéuticos basicos e muito utilizados pelo fisioterapeuta no tratamento de diversas
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lesdes nervosas periféricas, que acometem o musculo esquelético. Por outro lado, ha
ainda na literatura muita polémica em relacdo a intervencdo fisioteraputica no
tratamento do musculo desenervado, particularmente quanto a efetividade dos recursos

terapéuticos utilizados para amenizar a perda acentuada de massa muscular.

Estudos recentes do nosso laboratorio, realizados em animais experimentais
identificaram que tanto a eletroestimulagdo (RUSSO et al, 2007), como o alongamento
muscular (GOMES et al, 2006) sdo estimulos que alteram a expressdo de genes
importantes relacionados ao trofismo muscular.

Assim, o presente estudo teve também por objetivo estudar os efeitos de sessoes
de alongamento e de eletroestimulagdo no tratamento do musculo esquelético
desnervado, investigando a atuagcdo de cada um deles isoladamente, bem como sua
associagdo, na expressao e atividade das metaloproteases de matriz durante a fase inicial

da desnervacao do musculo tibial anterior (TA) de rato por axoniotmese.
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Descri¢ao das Atividades Desenvolvidas durante o Doutorado
1. Descricéo da producéo cientifica no periodo:
Ha varios anos, nosso laboratorio tem desenvolvido estudos sobre a adaptacao
muscular associada ao alongamento e a eletroestimulacdo, dois recursos amplamente

utilizados na reabilitacdo, contribuindo com a literatura cientifica nessa area.

Ao ingressar no Mestrado do programa de pos-graduacdo em Fisioterapia da
UFSCar, fui convidada a trabalhar na linha de pesquisa em alongamento muscular
coordenada pela Prof. Dra Tania Fatima Salvini. O primeiro projeto de pesquisa que
participei, intitulado “O efeito do alongamento muscular na expressdo génica dos
fatores regulatorios miogénicos (MRFs)”, teve como objetivo avaliar o efeito do
alongamento no musculo esquelético, utilizando-se protocolos freqiientemente
utilizados na reabilitacdo e nas atividades esportivas em humanos. Como resultado
desse estudo, houve a publicacdo do seguinte manuscrito:

GOMES ARS, SOARES AG, PEVIANI SM, NASCIMENTO RB, MORISCOT
AS, SALVINI TF. The effect of 30 minutes of passive stretch of the rat soleus muscle
on the myogenic differentiation, myostatin and atrogin-1 gene expressions. Arch Phys
Med Rehabil. 2006; 87:241-246.

Resumidamente, observou-se o efeito de 30 minutos de alongamento passivo na
expressdo génica da myo-D, miostatina e atrogina-1. Particularmente na area de
fisioterapia, alguns protocolos clinicos ja muito popularizados entre os profissionais
(por exemplo, as técnicas de reeducagdo postural), t€ém preconizado que uma sessao
semanal de alongamento, progressivo € mantido por aproximadamente 30-40 min,
resulta em ganhos significativos na amplitude articular e no alongamento do musculo.

Pode-se observar que com esse protocolo de alongamento, apenas a myo-D, um gene
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relacionado & hipertrofia, e a atrogina-1, um gene relacionado & atrofia muscular, se
alteraram.

Posteriormente, com os resultados desse primeiro estudo, foi proposto outro
projeto, intitulado “O efeito do alongamento intermitente na expressao gé€nica, na
atividade de metaloproteases de matriz e na morfologia do musculo esquelético do
rato”, que deu continuidade ao meu projeto de doutorado direto. Os resultados deste
estudo, apresentados no corpo da Tese em forma de artigo cientifico, permitiram a

publicagdo de um manuscrito ¢ a submissao de outro:

e PEVIANI SM, GOMES AR, MOREIRA RF, MORISCOT AS, SALVINI TF.
Short bouts of stretching increase myo-D, myostatin and atrogin-1 in rat soleus

muscle. Muscle Nerve. 2007;35:363-370.

e PEVIANI SM, GOMES AR, SELISTRE-ARAUJO HS, SALVINI TF. MMP-2
is not altered by stretching in skeletal muscle. Submetido a International Journal

of Sports Medicine (Agosto de 2008).

Paralelamente, participei de um projeto intitulado “O efeito da eletroestimulacao
baseada nas modificagdes de excitabilidade muscular sobre a expressdo génica,
varidveis elétricas e area de seccdo transversa do musculo tibial anterior (TA)
desnervado de ratos”. Como resultado desse estudo, houve a publicacdo de dois
manuscritos:

e RUSSO TL, PEVIANI SM, FRERIA CM, GIGO-BENATO D, GEUNA S,
SALVINI TF. Electrical stimulation based on chronaxie reduces atrogin-1 and
myoD gene expressions in denervated rat muscle. Muscle Nerve. 2007;35:87-97.

Observamos que poucas contragdes (20) induzidas eletricamente no musculo

desnervado sdo capazes de diminuir a expressdo de genes (myoD e atrogina-1)
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normalmente hiperexpressos no musculo esquelético ap6s a desnervacao, contudo a
eletroestimulagdo nao foi capaz de deter a atrofia das fibras musculares desnervadas.

e RUSSO TL, PEVIANI SM, DURIGAN JLQ, SALVINI TF. Electrical
stimulation increases matrix metalloproteinase-2 gene expression but does not
change its activity in denervated rat muscle. Muscle Nerve. 2008;37:593-600.

Sumariamente, um protocolo clinico de eletroestimulagdo, utilizando eletrodos de
superficie como normalmente empregado na reabilitacio em humanos, mostrou que a
desnervacdo aumentou a atividade da MMP-2 e que a eletroestimulagao regulou apenas

a expressao génica da MMP-2 do musculo desnervado de rato.

Os resultados desses estudos trouxeram novas questdes importantes para o
entendimento da eletroestimulacdo e de outros recursos, como o alongamento,
utilizados na reabilitacdo de individuos com lesdes nervosas periféricas, uma vez que
seus efeitos sdo pobremente estudados, como no caso do alongamento, quando nao
controversos, como no caso da eletroestimulagdo. Dessa forma, foi proposto um novo
projeto como objetivo avaliar o efeito da eletroestimulacdo e do alongamento
intermitentes, bem como sua associacao, sobre a expressao génica da MyoD, atrogina-1
e miostatina, atividade de metaloproteases e a area de seccdo transversa da fibra
muscular no musculo TA desnervado de ratos. Como resultados desse projeto, foram
elaborados dois artigos cientificos, um deles apresentado no corpo da Tese e submetido;
e outro em que serd submetido em breve a periddico internacional indexado:

e PEVIANI SM, RUSSO TL, DURIGAN JL, VIEIRA BS, PINHEIRO CM,

GALASSI MS, SALVINI TF. Stretching and electrical stimulation regulate the

metalloproteinase-2 in rat denervated skeletal muscle. Submetido a Revista

Neurorehabilitation and Neural Repair, e
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e RUSSO TL, PEVIANI SM, DURIGAN JL, SALVINI TF. Electrical
stimulation, stretching and their combination regulate differently gene

expression in rat denervated muscle.

Além disso, participei como colaboradora em trés trabalhos resultantes de trés
parcerias distintas. O primeiro estudo resultou da cooperacdo com o grupo de pesquisa
da Universidade de Sdo Paulo sob a coordenacdo do professor Celso Ricardo Carvalho.
O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes intensidades do treinamento
fisico aerdbio na expressdo gé€nica e area de seccdo transversa do musculo tibial
anterior, bem como na atividade de metaloproteases do musculo diafragma em
camundongos submetidos a inflama¢do pulmonar alérgica cronica. Os resultados deste
estudo foram submetidos a perioddicos internacionais indexados:

e Effects of aerobic training on atrophy gene expression in mouse skeletal
muscle with chronic allergic lung inflammation. Durigan JLQ, Peviani SM, Russo TL,
Duarte AC, Vieira RP, Martins MA, Carvalho CRF, Salvini TF. (Brazilian Journal of
Biological and Medical Research)

e Aerobic physical training increases MMPs activities in diaphragm muscle of
mice with chronic allergic airway inflammation. Durigan JLQ, Peviani SM, Russo TL,
Duarte AC, Vieira RP, Martins MA, Carvalho CRF, Salvini TF. (International Journal

of Sports Medicine)

Na segunda parceria, estudamos, em colaboragdo com a professora Heloisa
Sobreiro Selistre-de-Araujo vinculada ao Departamento de Ciéncias Fisiologicas da
UFSCar, os possiveis efeitos da desintegrina alternagina-C (ALT-C) na regeneracdo

muscular em ratos. Como resultado desse projeto, foi publicado o artigo cientifico:
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e DURIGAN JLQ, PEVIANI SM, RUSSO TL, DELFINO GB, COMINETTI
MR, SELISTRE-DE-ARAUJO HS, SALVINI TF Effects of Alternagin-C from
Bothrops alternatus on gene expression and metalloproteinase activity in regenerating

skeletal muscle. Toxicon. 2008, [Epub ahead of print].

Na terceira parceria, estudamos, em colaboracdo com a professora Viviane
Minamoto, vinculada ao Departamento de Fisioterapia da UNIMEP, os efeitos de
diferentes intervalos de eletroestimulagdo no musculo gastrocnémio desnervado de rato.
Como resultado deste estudo, houve a publicagdo do manuscrito:

e LIMA SC, CAIERAO QM, PEVIANI SM, RUSSO TL, SOMAZZ MC,
SALVINI TF, TEODORI RM, MINAMOTO VB. Muscle and Nerve Responses After
Different Intervals of Electrical Stimulation Sessions on Denervated Rat Muscle. Am J

Phys Med Rehabil. 2008, [Epub ahead of print].

2. Doutorado Sanduiche

No periodo de 15 de abril a 15 de julho de 2008 tive a oportunidade de realizar
um estagio na “York University — School of Kinesiology and Health Science — Toronto-
Ontario/ Canad4”, sob orienta¢do da Profa. Dra. Tara Haas. Uma das linhas de pesquisa
do laboratério ¢ o desenvolvimento de estratégias para o desenvolvimento de vasos
sanguineos e o possivel envolvimento do alongamento nesse processo. Nesse periodo,
desenvolvi vérios experimentos na tentativa de investigar o efeito do alongamento em
cultura de mioblastos (C2C12) e células endoteliais do musculo esquelético (SMEC)
sobre a expressdo génica e protéica do receptor da eritropoietina (Epo-R). A
eritropoietina (Epo) ¢ um hormonio glicoprotéico produzido nos seres humanos pelos

rins e figado que tem sido conhecido nas ultimas décadas como o principal regulador da
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eritropoiese por estimular o crescimento, prevenir apoptose e induzir a diferenciacao das
células precursoras dos eritrocitos. Ha também varios estudos mostrando que a ativagao
do seu receptor (Epo-R) tem um potente efeito angiogénico, em parte por aumentar a
expressao de varios fatores de crescimento angiogénicos € por estimular a proliferacao e
migracao das células endoteliais (Lundby et al., J Appl Physiol 104: 1154-1160, 2008).
Esse estadgio no exterior permitiu o dominio de algumas importantes técnicas em
biologia molecular de avaliagdo do tecido musculo-esquelético, bem como em cultura
celular, ampliando meu conhecimento sobre novas metodologias de anélise do mtisculo

esquelético.
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RESUMO

O alongamento muscular ¢ amplamente utilizado na reabilitagdo e nas atividades
esportivas para melhorar a amplitude de movimento e flexibilidade em humanos, porém
seu efeito sobre a expressao de genes musculo-especificos ndo ¢ bem conhecido. Este
trabalho analisou o efeito de um programa de alongamento intermitente na expressao
génica da myoD, atrogina-1 e miostatina e na morfologia muscular do musculo s6leo de
rato. Foram utilizados 50 ratos Wistar (300g) que tiveram a articulacdo tibio-tarsica da
pata esquerda posicionada de forma passiva e manual em flexdo dorsal maxima para o
alongamento do musculo séleo. Cada sessdo consistiu em 10 alongamentos de 1 min de
duragdo e 30s de repouso entre cada repeticdo. Cinco grupos foram submetidos a uma
unica sessdo de alongamento e avaliados imediatamente (I, n=5), 8h (n=5), 24h (n=5)
48h (n=5), 72h (n=5) e 168h (n=5). Outros trés grupos foram avaliados apés 2, 3 ¢ 7
sessOes diarias de alongamento (n=5), sendo uma sessdo realizada diariamente. Um
grupo controle (n=5) também foi analisado. Os musculos soleos esquerdo de todos os
animais, foram retirados para avaliacdo dos niveis de RNAm (RNA mensageiro), por
meio da técnica de PCR em tempo real, e histologia para analise da morfologia geral das
fibras. Uma unica sessdao de alongamento aumentou os niveis de RNAm da myoD (apoés
24h:1.69 + 0.4 vezes), miostatina (I: 1.63 £ 0.2 vezes e 168h apo6s: 1.34 + 0.04 vezes) e
da atrogina-1 (ap6s 48h: 3.08 + 0.48 vezes). Sessoes diarias de alongamento
aumentaram a expressao da miostatina (apds 7 sessdes: 1,60 + 0,27 vezes) e da atrogina-
1 (ap6s 2: 3,77 £ 0,5 vezes; 3: 4,26 £ 0,6 vezes e 7 sessoes: 3,27 + 0,5 vezes). A
morfologia do musculo so6leo ndo apresentou sinais de lesdo em nenhum dos grupos
submetidos ao alongamento. Em conclusio, curtas sessdes de alongamento sdo capazes
de aumentar a expressao génica de fatores associados ao crescimento mscular (myoD), a
regulacdo da massa muscular (miostatina) e a atrofia (atrogina-1), indicando o

remodelamento muscular por meio de diferentes vias de sinalizagdo.

Palavras-chave: Alongamento; MRFs; Proteina F-box; Reabilitagdo; Musculo

Esquelético.



ABREVIATURA

MRFs: Fatores regulatorios miogénicos
RNAm: Acido ribonucléico (RNA) mensageiro
myoD: Fator miogénico de diferenciacao-1
TFIID: Fator de transcri¢ao II D

PCR: Reagdo em cadeia da polimerase
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INTRODUCAQ

O alongamento muscular € capaz de prevenir a atrofia, a prolifera¢ao do tecido
conjuntivo e a perda de sarcomeros em série em musculos submetidos a imobiliza¢ao
(WILLIAMS, 1988; GOLDSPINK et al., 2002). Além disso, o alongamento pode ser
também um importante estimulo para o crescimento muscular longitudinal e aumento da
sintese protéica (GOLDSPINK et al., 2002), envolvendo a transcrigdo de genes
musculo-especificos. Embora o mecanismo pelo qual o niicleo aumente a transcrigao de
RNAm especificos do musculo esquelético em resposta a estimulos hipertroficos seja
desconhecido, sugere-se que os fatores regulatorios miogénicos (MRFs) estejam
envolvidos neste processo (LOWE et al., 1998).

Os MRF’s sdo uma familia de fatores de transcri¢do com estrutura do tipo
hélice-al¢a-hélice (bHLH) que regulam genes musculo-especifico como desmina,
troponina I e cadeia leve da miosina (PSILANDER et al., 2003), sendo compostos por 4
membros: MyoD (ou Myf-3), Myf-5, miogenina (ou Myf-1) ¢ MRF-4 (ou Myf-
6/herculina) (SABORIN & RUDNICK, 2000; MUNTONI et al., 2002). Durante a
embriogénese eles sdo criticos no estabelecimento da linhagem miogénica e no controle
da diferenciacdo dos mioblastos ¢ miofibras (SABORIN & RUDNICK, 2000). Varios
trabalhos tém mostrado seu envolvimento no processo de hipertrofia induzida pelo
alongamento (LOWE et al., 1998; JACOBS-EL et al., 1995; LOWE & ALWAYS,
1999; ZADOR et al., 1999; GOMES et al., 2006).

Embora o alongamento muscular seja conhecido como um estimulo hipertréfico
(GOLDSPINK et al.,, 2002), interessantemente, alguns estudos tém descrito uma
diminui¢do na area de sec¢do transversa do musculo de ratos submetidos ao

alongamento (STAUBER et al., 1994). Um recente estudo em nosso laboratorio
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também observou resultados semelhantes, onde um alongamento semanal de 40 minutos
induziu atrofia muscular, enquanto o comprimento muscular e o numero de sarcomeros
em série ndo se alteraram (GOMES et al., 2004). Desse modo, a expressdo génica da
atrogina-1 (relacionado a atrofia muscular) e da miostatina (relacionado a regulagdo da
massa muscular) foi investigada.

A miostatina, (fator de crescimento e diferenciacdo 8, GDF-8) foi identificada
por MCPHERRON et al., (1997) em camundongo como um membro da superfamilia do
Fator Transformante do Crescimento B (7GF-f), sendo sintetizada pelo musculo
esquelético e encontrada no sangue, atuando de modo concentragdo-dependente como
um regulador negativo do crescimento muscular (LEE, 2004). H4 uma forte evidéncia
experimental apontando para a fun¢do da miostatina como repressor do crescimento
muscular (MCPHERRON et al., 1997). Estudos mostram aumentos nos niveis de
RNAm e proteina da miostatina durante periodos de inatividade muscular (CARLSON
et al., 1999; WEHLING et al., 2000), enquanto a expressdo da miostatina parece reduzir
conforme o musculo volta a atividade (WEHLING et al., 2000). Além disso, o bloqueio
e subseqiliente inibicdo da miostatina aumentam a massa corporal total, a massa
muscular, o tamanho do musculo e sua forca (BOGDANOVICH et al., 2002;
WHITTEMORE et al, 2002). Embora seja presumivel que a atividade fisica
provavelmente diminua a expressdo da miostatina, dois recentes estudos descreveram
um aumento nos niveis de RNAm e proteina da miostatina em musculo submetido ao
treinamento excéntrico tanto em ratos (PETERS et al., 2003) como em humanos
(WILLOUGHBY, 2004). No presente estudo, a miostatina foi investigada na tentativa
de determinar se sua expressao ¢ alterada por curtos periodos de alongamento passivo.

A atrogina-1 recebeu essa denominagdo por ter sido caracterizada como o gene

da atrofia, devido ao aumento de sua expressdo durante processos que induzem a atrofia



25

muscular, como sepsis, caquexia provocada por cancer, diabetes mellitus, uremia,
privacao de alimento, imobilizacdo e desnervacao (LECKER et al., 1999; BODINE et
al.,, 2001; GOMES et al., 2001). A atrogina-1 (também conhecida como MAFbx) ¢
constituida por um dominio F-box, o qual caracteriza uma classe de proteinas
ubiquitina-ligases (E3), e desempenha um papel primordial na ligacdo da proteina que
sera ubiquitinada e degradada (LECKER, 2003). Ela é uma proteina nuclear regulatoria,
de fundamental importincia no mecanismo de diminui¢do da sintese e aumento da
degradagdo de proteinas, no musculo esquelético em processo de atrofia.

Recentemente um estudo do nosso laboratério determinou que sessoes diarias de
30 min de alongamento passivo aumentaram a expressao da atrogina-1 (GOMES et al.,
2006). Dessa forma, a atrogina-1 pode ser considerada como uma proteina especifica
para estudar a eventual atrofia muscular associada com alongamento passivo.

Modelos desenvolvidos para investigar o efeito do alongamento na plasticidade
do musculo esquelético freqiientemente usam o alongamento cronico, aplicando, por
exemplo, a imobilizagdo por gesso (ANSVED, 1995; HARJOLA et al., 2000) ou fita
adesiva (WILLIAMS, 1988; GOMES et al.,, 2006). No entanto, poucos estudos
relataram o efeito de curtos periodos de alongamento sobre a expressdo génica no
musculo esquelético, tendo todos analisado o musculo s6leo de rato. O primeiro
mostrou um aumento na expressdo de miogenina apés alongamentos repetitivos (15
vezes por minuto durante 4 horas) (IKEDA et al., 2003). O segundo reportou um
aumento na miogenina no musculo soleo submetido a alongamentos repetitivos durante
60 minutos (IKEDA et al., 2004); ¢ o tltimo relatou um aumento na expressdo da myoD
e atrogina-1 apds sessoes de 30 minutos de alongamento passivo (GOMES et al., 2006).

Embora estes estudos (GOMES et al.,, 2006; IKEDA et al., 2003 e 2004)

contribuam para o conhecimento sobre o efeito do alongamento na expressao génica do
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musculo esquelético, a maioria deles utiliza longos periodos de alongamento muscular,
o que normalmente nao ¢ utilizado em seres humanos durante reabilitacdo ou atividades
desportivas. Por outro lado, curtos periodos de alongamento muscular (30 segundos ou
1 minuto) tém sido recomendados para o tratamento de musculos encurtados devido a
sua eficacia no ganho de amplitude de movimento e flexibilidade em humanos
(BANDY & IRION, 1994; BANDY et al., 1997).

Embora curtas sessdes de alongamento sejam recomendadas para humanos, seus
efeitos ainda ndo foram investigados com detalhe. Assim, a hipotese do estudo foi que
os genes relacionados com o remodelamento muscular seriam alterados por curtos
periodos de alongamento. Baseado nesses fatos, a expressao de trés genes foi avaliada

no musculo séleo de rato: myoD, miostatina, e atrogina-1.
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MATERIAL E METODOS

Desenho Experimental

Foram utilizados 50 ratos Wistar, com peso corporal médio de 300 gramas, obtidos
do Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos, e mantidos em biotério
proprio do Departamento de Fisioterapia. Eles foram isolados e mantidos em gaiolas
plésticas padrio, em condigdes ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo
claro/escuro) com livre acesso a agua e racdo peletizada. O projeto foi conduzido
segundo as normas para experimenta¢io animal definidas pelo Comité de Etica Animal
da UFSCar.

Cada sessao consistiu de 10 de alongamentos, com 1 min de duragdo cada um e 30s
de repouso entre cada repeti¢do. Os animais tiveram a articulagao tibio-tarsica esquerda
posicionada de forma passiva e manual em flexdo dorsal maxima para o alongamento
do musculo séleo. Cinco grupos foram submetidos a uma unica sessdo de alongamento
e avaliados imediatamente (I, n=5), 8h (n=5), 24h (n=5) 48h (n=5), 72h (n=5) ¢ 168h
(n=5). Para avaliar o efeito de sessdes repetitivas de alongamento no musculo soleo ao
longo de uma semana, trés grupos receberam uma Unica sessao de alongamento e foram
avaliados imediatamente apds 2, 3 e 7 sessoes (n=5), ou seja, o grupo “2 sessdes” foi
alongamento diariamente por dois dias consecutivos; o grupo “3 sessdes” foi
alongamento diariamente por trés dias consecutivos € o grupo “7 sessdes” foi
alongamento diariamente por 7 dias consecutivos. Um grupo controle (n=5), ndo
submetido a nenhum procedimento também foi analisado.

O musculo séleo foi escolhido por ser uniarticular e por apresentar suas fibras
distribuidas de tenddo a tenddo. Além disso, o musculo séleo tem sido amplamente

utilizado em prévios estudos investigando o efeito do alongamento no musculo
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esquelético (COUTINHO et al., 2004, GOMES et al., 2004 ¢ 2006).

Os musculos so6leos da pata esquerda de todos os animais foram removidos,
pesados, e cortados em quatro partes iguais no sentido transversal (Esquema 1). Como
sdo controversos os resultados da literatura a respeito da distribuicdo dos MRFs ao
longo da fibra muscular (CARSON & BOOTH, 1998; ZADOR et al., 1999; HILL &
GOLDSPINK, 2003), a escolha das regides distais do musculo soleo para a extragdo do
RNA total, baseou-se em experimentos prévios realizados no laboratério de Morfologia
Muscular (ICB-I USP Sao Paulo), nos quais constatou-se que havia maior expressio da
myoD na regido distal do mtsculo, quando comparado com o ventre muscular. Assim,
as partes distais de cada musculo foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C para avaliagio da expressdo génica da myoD, miostatina e
atrogina-1, enquanto as por¢des mediais foram congeladas em isopentano e
armazenadas a -80°C para andlise da morfologia. Apds a retirada dos mtsculos soleos,

0s animais foram eutanaziados com overdose anestésica.

| l
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Comprimento do musculo

Esquema 1: divisdo do musculo séleo apos sua retirada.

Alongamento muscular

Para se efetuar o alongamento passivo no musculo soleo esquerdo, os animais
foram previamente anestesiados com ketamina (95 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg) intra

peritonealmente. Posteriormente, a articulacdo tibio-tarsica foi posicionada em flexao
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dorsal méaxima para alongamento do musculo s6leo ¢ mantida manualmente nessa
posi¢do por 1 minuto, seguido por 30 segundos de intervalo e novamente colocado na
posi¢do alongada por 1 minuto, repetindo-se por 10 vezes (Figura 1). Esse modelo de
alongamento foi modificado do artigo de IKEDA et al. (2004) e foi escolhido por se

tratar de um programa clinico utilizado na reabilitacdo e no esporte em humanos.

Figura 1- Protocolo de alongamento

Extracao de RNA total

A extracdo de RNA total de cada animal foi obtida utilizando-se o reagente
Trizol (Gibco). A absorbancia das amostras foi determinada por espectrofotometria, no
comprimento de onda de 260nm. Para avaliar a qualidade do RNA isolado foi
determinada a razdo entre as absorbancias a 260 e 280 nm (razdo > 1.8). Também foi
avaliada a qualidade do material por eletroforese das amostras (1,5ug de RNA total) em
gel desnaturante de agarose-formamida (1%), em tampao MOPS (40mM de 4acido

morfolinopropanosulfonico).
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Transcricdo Reversa

A reagdo da transcrigdo reversa (RT) contendo 1 ug de RNA total, 1 ul de oligo
(dT) primer (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 4dgua (para volume de 10,5ul) foi incubada a
70°C por 10 min e entdo resfriada rapidamente em gelo. Adicionou-se a cada amostra
uma mistura contendo: 1ul de ANTPmix (deoxynucleotide triphosphate) contendo 0.2
mmol-L" de cada NTP (ATP, CTP, GTP e TTP) (Promega, Madison, WI), 2ul de
DTT 0.1 mol-L™, 4ul de tampéo 5x e 200U da enzima M-MLV RT (Promega, Madison,
WI) e entdo as amostras foram reaquecidas a 42°C por 60 min e a 95°C por 10 min.

A integridade do produto da RT (cDNAs) foi conferida através da realizacao de

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

Real Time-PCR

As reacgdes em cadeia polimerase (PCR) foram realizadas em um equipamento
que monitora a geracdo de amplicons em tempo real (PCR real-time, Applied
Biosystems- GeneAmp 5700). As reagdes foram efetuadas utilizando-se 40ng/ul de
cDNA, para todos os genes avaliados, adicionado a uma reacdo contendo 25ul de
SYBR® Green PCR master mix, e as seguintes concentragdes de senso e antisenso para
cada gene avaliado: 400nM de miostatina; 400nM de atrogina-1 ¢ 300nM de myoD, em
uma solu¢do com volume final de 55ul, dividido em dois tubos (duplicata). As
condi¢des de ciclagem consistiram em 2 passos: 50°C por 2 min e 95° por 10min,
seguido de 40 ciclos com duas etapas, 15s de denaturagdo a 95°C e 60s de anelamento a
60°C.

Apos a reagdo de PCR, foi possivel determinar o inicio da fase de amplificacao
exponencial (Ct, cycle threshold) de cada amostra, que foi utilizado como dado para a

analise da expressao génica dos genes myoD, miostatina e atrogina-1.
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Primers

Os oligonucleotideos, que foram utilizados como primers, para as reagdes em
cadeia polimerase, estdo descritos na Tabela 1: TFIID (utilizado como controle interno),
miostatina e atrogina-1, foram construidos utilizando-se o Primer Express Software 2.0
(Applied Biosystems, Foster City, CA); a sequencia da myoD foi obtida de HILL &
GOLDSPINK (2003)

Tabela 1: Primers

Primer Senso Antisenso

TFIID CCACCAACTGCTTAGCACC GCCAAATTCGTTGTCATACC

myoD  GGAGACATCCTCAAGCGATGC AGCACCTGGTAAATCGGATTG

miostatina AGTGACGGCTCTTTGGAAGATG AGTCAGACTCGGTAGGCATGGT

atrogina-1 TACTAAGGAGCGCCATGGATACT GTTGAATCTTCTGGAATCCAGGAT

Os codigos de acesso no GenBank para os genes TFIID, miostatina e atrogina-1, sdo D01034, AF019624

e AF441120, respectivamente.

Analise Morfologica

Uma das porgdes mediais do musculo soleo esquerdo foi submetida a cortes
histologicos transversais e seriados (10 pum), em micrétomo criostato, mantido a
temperatura de —25'C. As laminas com os cortes histologicos foram coradas com azul de
toluidina (TB) para avaliagao morfologica geral das fibras musculares e também foram
submetidas & reagdo de Fosfatase Acida para avaliar sinais de atividade lisossomal

permitindo assim identificar possiveis sinais de necrose (lesao).
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Andalise Estatistica

Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de Homogeneidade e
Normalidade, seguido por ANOVA e teste post hoc de Tukey (paramétrico). Os valores

foram considerados significativos quando p < 0.05.
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RESULTADOS

Peso Muscular

Nao houve diferenca nos pesos dos musculos s6leos entre os grupos avaliados. (Tabela
2).

Tabela 2: Peso dos musculos soleos.

Grupos Periodo de Avaliacéo Peso ()
Controle 0.18+0.004
Alongamento Unico Imediatamente apds (I)  0.18+0.005
8h 0.18+0.004
24h 0.18%0.004
48h 0.1940.005
72h 0.18+0.005
168h 0.17+0.007
Alongamento diario 2 sessoes 0.1840.004
3 sessdes 0.17+0.004
7 sessoes 0.18+0.007

Os resultados estao expressos como média + desvio padrdo; n=5 por grupo.

Morfologia

Os musculos soleos de todos os grupos apresentaram fibras musculares normais.
Nenhum sinal de lesdo foi encontrado nos musculos séleos submetidos ao alongamento

(Figura 2).
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Figura 2 — Cortes transversais seriados do musculo sdéleo corado com Azul de
Toluidina (A, C e E) e submetido a reacdo de Fosfatase acida (B, D ¢ F). A ¢ B:

musculo soéleo controle; C e D: musculo sdleo submetido a uma tUnica sessdo de
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alongamento e avaliado 24h apds; E e F: musculo soleo submetido a sessoes diarias de
alongamento e avaliado apos 7 sessdes. Note que todos os grupos apresentaram a fibra
muscular normal. Barra: 100 um. Os asteriscos (*) identificam o mesmo grupo de fibras

musculares submetidos & coloragdo de Azul de Toluidina e a reagio de Fosfatase Acida.
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Expressdo da myoD

ApOs uma unica sessdo de alongamento houve um aumento na expressao génica da
myoD apds 24h (1.69 + 0.4 vezes, P < 0.05), quando comparada ao grupo controle. No
entanto, ndo houve alteracdo da sua expressdo apds sessdes didrias de alongamento
(Figura 3).
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Figura 3 — O efeito do alongamento passivo nos niveis de RNAm da myoD. A:
Musculo soleo submetido a uma tnica sessao de e avaliado imediatamente (1), 8, 24, 48,
72 e 168h. B: Musculo séleo submetido a sessdes didrias e avaliado apos 2, 3, ¢ 7

sessoes.* P < 0.05 (ANOVA), quando comparada ao grupo controle (C). Os resultados

estao expressos como média £ desvio padrdo; n= 5 por grupo.
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Expressao da miostatina

Um aumento da expressdao da miostatina foi encontrado imediatamente ap6s (1,63 £ 0,2
vezes, P < 0,0005) e 168h apds (1,34 £ 0,04 vezes, P < 0,01) uma unica sessdo de
alongamento, comparado ao grupo controle. A miostatina também aumentou apos 7

sessoOes diarias de alongamento (1,60 + 0,27 vezes, P <0,01) (Figura 4).
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Figura 4 — O efeito do alongamento passivo nos niveis de RNAm da miostatina. A:
Musculo soleo submetido a uma unica sessao de e avaliado imediatamente (I), 8, 24, 48,
72 e 168h. B: Musculo soleo submetido a sessdes diaria de e avaliado apos 2, 3, e 7
sessoes.* P < 0,05 (ANOVA), quando comparada ao grupo controle (C). Os resultados

estdo expressos como média + desvio padrao; n=5 por grupo.
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Expressdo da atrogina-1

Os musculos soleos apresentaram um aumento na expressdo da atrogina-1 48h apos
uma unica sessao de alongamento, quando comparada ao grupo controle. A atrogina-1

também aumentou apo6s 2 (3,77 £ 0.5 vezes, P <0,005), 3 (4,26 = 0,6 vezes, P <0,0005)

e 7 (3,27 £ 0,5 vezes, P <0,005) sessdes didrias de alongamento (Figura 5).
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Figura 5 — O efeito do alongamento passivo nos niveis de RNAm da atrogina-1. A:
Musculo soleo submetido a uma unica sessao de e avaliado imediatamente apds (I), 8,
24,48, 72 e 168h. B: Musculo soleo submetido a sessdes didria de e avaliado apos 2, 3,
e 7 sessoes.* P < 0,05 (ANOVA), quando comparada ao grupo controle (C). Os

resultados estdo expressos como média * desvio padrdo; n= 5 por grupo.
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DISCUSSAO

Os resultados mostraram que uma Unica curta sessdo de alongamento (10
minutos no total) ¢ capaz de aumentar a expressao dos trés genes analisados, enquanto
que varias sessoes de alongamento aumentaram apenas a expressao da miostatina e da
atrogina-1. Esses resultados indicam que esse programa de alongamento é capaz de
estimular o remodelamento muscular por meio de diferentes vias de sinalizacdo. Nosso
estudo fornece novas informagdes sobre a expressdo destes genes no musculo
esquelético submetidos a curtos periodos de alongamento, semelhante ao utilizado em
seres humanos durante a reabilitacdio e em atividades esportivas para manter ou
recuperar a amplitude de movimento e flexibilidade (BANDY & IRON, 1994; BANDY
etal., 1997).

Viérios trabalhos t€ém mostrado o aumento da expressao da MyoD (LOWE et al.,
1998; LOWE & ALWAYS, 1999; ZADOR et al., 1999; HILL & GOLDSPINK, 2003)
quando o musculo é mantido imobilizado em posi¢ao alongada. Porém, em todos estes
estudos o musculo ¢ alongado por longos periodos de tempo, o que ndo € normalmente
utilizado em humanos na reabilitacdo e nas atividades esportivas para recuperagdo ou
ganho de flexibilidade.

EPPLEY et al. (1993) identificaram aumento na expressao do gqmfl, um
homoélogo da myoD, em musculo de frango imobilizado em posi¢ao alongada entre 3
al6h. ZADOR et al. (1999) também relatou aumento na expressio génica da myoD, em
musculo so6leo de rato, alongado por imobilizagdo durante 3 dias. HILL &
GOLDSPINK (2003) verificaram aumento nos niveis d¢ RNAm da myoD no musculo
tibial anterior de rato mantido por 24h alongado por imobilizagdo e eletroestimulado.

Além disso, foi observado que 3h apods a realizagdo de 30 contragdes excéntricas, a
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expressdao génica da myoD apresentou aumento no musculo tibial anterior de rato
(PETERS et al., 2003).

A elevagao dos niveis de myoD poderia estar relacionada com a proliferacdo das
células satélites (GROUNDS et al., 1992). Tal fato sugere que a elevagdo nos niveis de
RNAm da myoD apresentados nesse estudo pode ter sido decorrente da proliferagao das
células satélites, a qual se inicia entre 24-48h apos estimulos hipertroficos ou em
processo de regeneracdo, induzindo também a expressdo de MRFs, como relatado por
GROUNDS et al. (1992). Nesse mesmo estudo, ainda observou-se que o pico na
expressdo génica da myoD em células mononuclares foi detectado 24h apds um
estimulo de lesdo.

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) estd relacionado com o
processo de hipertrofia muscular por ativar a via da fosfatidil-inositol 3-quinase (PI3K)-
Akt (GLASS, 2003). Foi demonstrado que a interagdo entre a Rho, uma proteina
ligadora de GTP e o fator soro de resposta (SRF), uma proteina ligadora de DNA,
participam da via que controla a expressao génica da myoD. Destaca-se ainda que a
ativacao Rho/SRF ¢ dependente do IGF (HILL et al., 1995; CARNAC et al., 1998).
Assim, pode ser proposto que se o IGF estd relacionado com o mecanismo de
hipertrofia muscular e a ativagdo da myoD depende da ativagdo Rho/SRF, a elevagao
nos niveis de mRNA da myoD induzida por uma tnica sessao de alongamento de 10min
foi suficiente para produzir um estimulo hipertréfico. Além disso, foi ainda reportado
que a inducdo da via IGF-1/PI3K/Akt impede a inducao de mediadores da atrofia, como
a atrogina-1 (STITT et al., 2004).

Por outro lado, a expressdo da myoD nao foi observada com varias sessdes de
alongamento. Interessantemente, alguns estudo mostram que a miostatina e a atrogina-1

sdo capazes de regular a expressdo da myoD. LANGLEY et al. (2002), demonstraram
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que a sintese da myoD pode ser inibida pela miostatina em cultura de mioblastos,
sugerindo uma funcao regulatoria negativa sobre a myoD. TINTIGNAC et al. (2005)
também relataram que o aumento da expressdao da atrogina-1/MAFbx em cultura de
proliferacao de mioblastos antagoniza a diferencia¢do, induzindo a degradacdo da
myoD e prevenindo a ativacao de genes musculo-especificos. Esse estudo demonstra
que a partir de 48h a expressao da atrogina-1 aumenta, enquanto a myoD nio se altera.
Desse modo, a auséncia das mudangas da expressdo da myoD com vérias sessdes de
alongamento poderia estar associada ao aumento da expressao da atrogina-1.

Com relagdo a miostatina, os resultados de sua expressio no musculo
esquelético submetido ao estimulo hipertréfico sdo controversos. Estudo em animais
mostraram uma dimini¢do na expressao da miostatina em reposta ao retorno a atividade
apods condicdes de atrofia (MATSAKAS & DIEL, 2005). No entanto, foi demonstrado
que o exercicio excéntrico induziu um aumento na expressao génica da miostatina, tanto
em ratos (PETERS et al., 2003) quanto em humanos (WILLOUGHBY, 2004), enquanto
que o treinamento concéntrico reduziu a sua expressao (ROTH et al., 2003). Esses
achados sugerem que o nivel de estresse na fibra muscular poder ser determinante na
resposta do gene da miostatina. Existe apenas um trabalho avaliando a expressdo da
miostatina no alongamento, que mostrou que essa proteina ndo foi alterada apds uma
sessdo de alongamento mantida por 30min (GOMES et al., 2006). Em contraste, nossos
resultados mostraram aumentos da miostatina imediatamente apos e 168h apds uma
unica sessdo de alongamento, assim como apos 7 sessoes diarias. Embora este um efeito
ndo seja esperado, existem relatos na literatura de estimulos que promovem picos de
expressao génica de carater bifasico (REHNMARK et al., 1992). Estes efeitos em geral
utilizam diferentes mecanismos moleculares. O primeiro pico geralmente ocorre por

conta de aumento da taxa de transcri¢do, ¢ o aumento mais tardio ocorre devido a um
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aumento da estabilidade do RNAm.

Estudos prévios tém descrito uma diminui¢ao na area de seccao transversa de
fibras musculares submetidas ao alongamento do musculo soleo (STAUBER et al.,
1994; GOMES et al., 2004), o que sugere um envolvimento de vias celulares de
degradacao. Os resultados apresentados nesse estudo confirmam essa hipdtese, uma vez
que foi observado um aumento na expressdo génica da atrogina-1 e da miostatina
quando o alongamento foi realizado diariamente. Porém, a auséncia de sinais de lesdo
muscular nos musculos submetidos ao alongamento associada ao aumento da expressao
desses genes sugere que o remodelamento muscular induzido ndo estd associado com
lesdo muscular.

Provavelmente, o alongamento interfere em ambas as vias hipertroficas e
atroficas e também atue diferentemente no crescimento radial e longitudinal do
musculo. Nesse sentido, os musculos alongados uma vez por semana apresentaram
diminui¢do na area de secgdo transversa porém sem alteracdo no niimero de sarcomeros
em série (GOMES et al., 2004). Isso estaria de acordo com a idéia que esses genes
atréficos poderiam também atuar como genes que regulam o crescimento radial e
longitudinal da fibra em concordancia com outras vias de sinaliza¢do celular. Desta
maneira, estes genes podem ter um papel mais complexo do que simplesmente induzir
sarcopenia em qualquer situagdo. Assim, estes achados demonstram que existem alguns
mecanismos que regulam diferentemente a plasticidade muscular quando o alongamento
¢ realizado.

O presente estudo apresenta novas evidéncias a respeito do efeito do
alongamento passivo realizado em curtos periodos sobre a expressio de genes

relacionados com a hipertrofia e com a atrofia muscular.
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RESUMO

Considerando que curtas sessdes de alongamento, como recomendadas em humanos,
induzem adaptacdo do tecido muscular e conjuntivo, a hipdtese deste estudo foi que
atividade das MMPs seria modulada por este estimulo. Assim, os niveis de RNAm e de
atividade das MMPS foram avaliados apds o alongamento do musculo soleo de rato.
Foram utilizados 50 ratos Wistar (300g) que tiveram a articulacdo tibio-tarsica da pata
posterior esquerda posicionada de forma passiva ¢ manual em flexdo dorsal maxima
para o alongamento do musculo soleo. Cada sessdo consistiu de 10 alongamentos de 1
min de duracdo e 30s de repouso entre cada repeti¢do. Cinco grupos de animais foram
submetidos a uma tUnica sessdo de alongamento e avaliados imediatamente apds (1,
n=5), 8h (n=5), 24h (n=5) 48h (n=5), 72h (n=5) e 168h (n=5) apds a sessdo de
alongamento. Outros trés grupos foram avaliados apoés 2, 3 e 7 sessdes didrias de
alongamento (n=5), sendo uma sessdo realizada por dia. Um grupo controle (n=5)
também foi analisado. Os musculos séleos esquerdo de todos os animais, foram
retirados para avaliagdo da atividade de MMP-2 ¢ MMP-9 por meio da técnica de
zimografia e para avaliacdo dos niveis de RNAm da MMP-2, por meio da técnica de
PCR (reacdo em cadeia polimerase) em tempo real. Uma tnica sessdo ou vdrias sessdes
de alongamento nao alteraram a atividade e a expressdao génica da MMP-2 em relagdo
ao grupo controle. A Atividade da MMP-9 nao foi detectada. Em conclusao, apesar de
trabalhos prévios do nosso laboratério mostrarem que curtos periodos de alongamento
induzem remodelamento da fibra muscular e do tecido conjuntivo, os resultados do

presente estudo indicaram que a MMP-2 e MMP-9 nio estdo envolvidas neste processo.
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Introducéao

O musculo esquelético tem a propriedade de se adaptar a diferentes estimulos
que dependem das mudangas na demanda muscular resultando em modificagdes
moleculares, estruturais e funcionais, também conhecido como plasticidade muscular.

Tanto os estimulos hipertroficos como os atroficos envolvidos no
remodelamento muscular levam a reorganiza¢do das fibras e da matriz extracelular
(MEC). A MEC ¢ constituida por proteinas organizadas e estruturadas que fornecem
forca, suporte e protecdo para as fibras musculares e desempenham uma importante
funcdo na transmissdo da forga e elasticidade para os tecidos (KOSKINEN et al., 2002;
CARMELI et al., 2005). Os principais componentes da MEC do musculo esquelético
sdo os colagenos fibrilares do tipo I e III enquanto que o coldgeno nio fibrilar do tipo
IV, esta localizado na membrana basal (KOSKINEN et al., 2002).

Para a ocorréncia do remodelamento da MEC s3o necessarios varios eventos que
conduzem a degradacdo proteolitica dos componentes extracelulares, nos quais as
metaloproteases de matriz (MMPs) possuem um papel fundamental (STAMENKOVIC,
2000; PAGE-MC CAW et al., 2007). A familia das MMPs sdo compostas por mais de
20 membros subdivididos em colagenases, estromelisinas, gelatinases e MMP do tipo
membrana (STAMENKOVIC, 2000). Estas proteases extracelulares sdo Ca’" e Zn*"
dependentes, secretadas na forma de pro-enzimas, necessitando da sua ativagdo para
desempenhar sua atividade proteolitica, sendo sua inibi¢do decorrente da atividade de
inibidores teciduais de matriz extracelular, os TIMPs (NAGASE e WOESSNER, 1999).

A atividade das MMPs devem ser precisamente reguladas devido ao seu potente
efeito tecidual, uma vez que a quebra desse balango estd estritamente relacionado aos

processos patologicos. Desse modo, suas atividades sdo reguladas em diferentes niveis:
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transcricional, ativacdo proteolitica e a inibicdo da enzima ativa (STAMENKOVIC,
2000; PAGE-MC CAW et al., 2007). A degradacao proteolitica dos componentes da
MEC pode resultar em diferentes efeitos (revisado por PAGE-MC CAW et al., 2007)
tais como: aumento do espaco extracelular para permitir a migracao celular, liberacao
de moléculas sinalizadoras [como: fator transformante de crescimento (TGF-), o fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF), entre outros], degradacdo de jungdes
intercelulares ou da membrana basal como, por exemplo, no crescimento dos vasos
sanguineos (revisado por BROWN & HUDLICKA, 2003), na regeneracao (KHERIF et
al., 1999; KOSKINEN et al., 2002) e no processo de remodelamento (KOSKINEN et
al., 2001).

Nas ultimas décadas, o maior interesse sobre as funcdes das MMPs estava
relacionado as suas fungdes nos processos patolégicos como na artrite reumatoide,
metéstase e cancer (STAMENKOVIC, 2000; CHANG ¢ WERB, 2001). No entanto ¢
interessante notar o envolvimento dessas proteases nos processos fisiologicos
envolvendo mudangas na demanda, como a que ocorre no exercicio fisico (KOSKINEN
et al., 2001, 2002; CARMELI et al., 2005), imobilizagao (AHTIKOSKI et al., 2003),
regeneragdo (KHERIF et al, 1999; KOSKINEN et al., 2002) e desnervagdo
(DEMESTRE et al., 2005). Porém, existem poucas informacdes sobre a atividade das
MMPs no musculo esquelético submetido ao alongamento.

As MMP-2 e 9 (gelatinases A e B, respectivamente) sdo as principais
metaloproteases envolvidas no remodelamento do musculo esquelético tanto com as
mudangas da demanda como em resposta a lesio (CARMELI et al.,, 2004). Sob
condi¢des basais, o0 musculo produz constitutivamente a MMP-2 (KHERIF et al., 1999).
Por outro lado, a MMP-9 ¢ tipicamente ausente na MEC do musculo normal, sendo

ativada somente nos musculos lesados (KHERIF et al., 1999).
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Esta bem descrito na literatura que o alongamento muscular ¢ um potente sinal
mecanico que induz a sintese protéica e o crescimento muscular (GOLDSPINK, 1992;
GOLDSPINK et al., 2002; COUTINHO et al., 2004, 2006). Em humanos, o
alongamento ¢ amplamente usado na reabilitagdo e nas atividades esportivas para ganho
de amplitude de movimento e flexibilidade. Os modelos animais para examinar os
efeitos do alongamento na plasticidade muscular comumente usam esse estimulo de
forma passiva e cronica (dias ou semanas) por meio de imobilizacdo usando gesso
(ANSVED, 1995; HARJOLA et al., 2000) ou fita adesiva (WILLIAMS, 1988; GOMES
et al., 2006). Por outro lado, curtos periodos de alongamento passivo (30 segundos a 1
minuto) tém sido recomendados para reduzir o encurtamento muscular em humanos
devido a sua efetividade no ganho da amplitude de movimento e flexibilidade (BANDY
& IRON, 1994; BANDY et al., 1997).

Considerando estudos prévios do nosso laboratorio em que curtos periodos de
alongamento induziram adaptacdo muscular, alteragcdo da expressdo génica (GOMES et
al., 2004, 2006; PEVIANI et al., 2007) e foram também efetivos no remodelamento do
tecido conjuntivo apds imobilizagao (COUTINHO et al., 2006), a hipdtese desse estudo

foi que a atividade das MMPs também se alteraria com curtos periodos de alongamento.
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MATERIAL E METODOS

Desenho Experimental

Foram utilizados 50 ratos Wistar, com peso corporal médio de 300 gramas, obtidos
do Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos, e mantidos em biotério
proprio do Departamento de Fisioterapia. Eles foram isolados e mantidos em gaiolas
plésticas padrio, em condigdes ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo
claro/escuro) com livre acesso a agua e racdo peletizada. O projeto foi conduzido
segundo as normas para experimenta¢io animal definidas pelo Comité de Etica Animal
da UFSCar.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 10 grupos de cinco animais cada.
Eles foram anestesiados com intraperitoneal injegdes de xilazina (12 mg.kg-1) e
cetamina (95 mg.kg-1) para o procedimento de alongamento e retirada dos musculos.
Eles foram entdo eutanasiados com uma overdose anestésica.

Cada sessao consistiu de 10 de alongamentos, com 1 min de duragdo cada um, ¢ 30s
de repouso entre cada repeti¢do. Os animais tiveram a articulagao tibio-tarsica esquerda
posicionada de forma passiva e manual em flexdo dorsal maxima para o alongamento
do musculo so6leo. Cinco grupos de animais foram submetidos a uma tnica sessdo de
alongamento e avaliados imediatamente apods (I, n=5), 8h (n=5), 24h (n=5) 48h (n=5),
72h (n=5) e 168h (n=5). Para avaliar o efeito de sessdes repetitivas de alongamento no
musculo soleo ao longo de uma semana, trés grupos de animais receberam uma Unica
sessdo de alongamento e foram avaliados imediatamente apds 2, 3 e 7 sessdes (n=5), ou
seja, o grupo “2 sessdes” foi alongamento diariamente por dois dias consecutivos; o
grupo “3 sessoes” foi alongamento diariamente por trés dias consecutivos € o grupo “7

sessoes” foi alongamento diariamente por 7 dias consecutivos. Um grupo controle
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(n=5), ndo submetido a nenhum procedimento também foi analisado.

O musculo séleo foi escolhido por ser uniarticular e por apresentar suas fibras
distribuidas de tendao a tenddo. Além disso, o musculo séleo tem sido amplamente
utilizado em prévios estudos investigando o efeito do alongamento no musculo
esquelético (COUTINHO et al., 2004, 2006; GOMES et al., 2004, 2006, PEVIANI et
al., 2007).

Os animais, de todos os grupos, tiveram o musculo soleo da pata esquerda
removidos, pesados, e cortados em quatro partes iguais no sentido transversal,
congelado em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. As partes distais de cada
musculo congelado foram utilizadas avaliacdo da expressdo génica, enquanto as porgdes

mediais foram utilizadas para analise de zimografia.

Alongamento muscular

Para se efetuar o alongamento passivo no musculo soleo esquerdo, os animais
foram previamente anestesiados com cetamina (95 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg) intra
peritoneal. Em seguida, os animais foram pesados. Cada sessdo de alongamento
consistiu em 10 alongamentos de 1 minuto, seguido por 30 segundos de intervalo entre
eles, onde a articulagdo tibio-tarsica foi colocada em flexdo dorsal maxima para
alongamento do séleo e mantida manualmente nessa posi¢do como descrito previamente

por PEVIANI et al. (2007).

Dosagem de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada utilizando-se o kit BCA™ Protein
Assays (Pierce), segundo instru¢cdes do fabricante. Esse método ¢ baseado no acido

bicinchoninico (BCA) para detec¢do colorimétrica e quantificacdo de proteinas totais.
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As absorbancias da curva padrao e das amostras de interesse foram lidas a 562 nm ¢ a

concentragdo protéica estimada a partir delas.

Zimografia

A metodologia empregada foi adaptada de MARQUETT et al. (2006). O tecido
congelado foi lavado 3 a 4 vezes com solucdo salina gelada e incubado com o tampao
de extracdo (10 mM de acido cacodilico, pH 5,0; 150mM de NaCl; 1uM de ZnCly;
20mM de CaClp; 1,5mM de NaN; e 0,01% de Triton X-100) a 4°C, com agitagdo
continua, durante 24 horas. Apds este tempo, o tampao de extracdo foi coletado por
centrifugacdo. Iguais quantidades de proteina total (30 ug / pogo) compostas por um
pool de 5 musculos soleos por grupo (6 ug per animal) foram submetidas a eletroforese
em quadruplicata.

Os géis de zimografia consistiram de géis de poliacrilamida (10%) com gelatina
(100mg/ml) na presenga de SDS sob condi¢des ndo reduzidas. A eletroforese (100 V)
foi realizada até o corante atingir a base do gel. Apos a eletroforese, o gel foi lavado 2
vezes durante 30 minutos em solugdo 2,5 % de Triton X-100 para remogao do SDS. Em
seguida, o gel foi incubado em tampao de substrato (50mM de Tris-HCI, pH 8,5; SmM
de CaCl, e 0,02% NaNj3) a 37° C, durante 24 horas. Apos este tempo, o gel foi corado
com Coomassie Blue por 30 minutos e descorado com acido acético: metanol: agua
(1:4:5) para visualizagdo das bandas de atividade. As bandas de atividade foram
visualizadas como bandas claras contra o fundo azul, indicando a proteodlise do
substrato. As amostras também foram testadas na presenga de 15 mM EDTA. A massa
molecular das bandas de atividades gelatinolitica foi determinada por comparagdo com
marcador de massa molecular PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas Life

Sciences, Burlington, ON).
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Analise Densitométrica

A analise densitométrica quantitativa das bandas que compdem a MMP-2 foi

realizada utilizando o software Gene Tools versao 3,06 (Syngene, Cambridge, UK).

Extracdo de RNA total

A extragdo de RNA total de cada animal foi obtida utilizando-se o reagente
Trizol (Gibco). A absorbancia das amostras foi determinada por espectrofotometria, no
comprimento de onda de 260nm. Para avaliar a qualidade do RNA isolado foi
determinada a razdo entre as absorbancias a 260 e 280 nm (razdo > 1.8). Também foi
avaliada a qualidade do material por eletroforese das amostras (1,51g de RNA total) em
gel desnaturante de agarose-formamida (1%), em tampao MOPS (40mM de acido

morfolinopropanosulfonico).

RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction)

A reacdo da transcri¢do reversa (RT) contendo 1 png de RNA total, 1 ul de oligo
(dT) primer (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 4dgua (para volume de 10,5ul) foi incubada a
70°C por 10 min e entdo resfriada rapidamente em gelo. Adicionou-se a cada amostra
uma mistura contendo: 1ul de dNTPmix (deoxynucleotide triphosphate) contendo 0.2
mmol-L"' de cada dNTP (ATP, CTP, GTP e TTP) (Promega, Madison, WI), 2ul de
DTT 0.1 mol-L™", 4pl de tampdo 5x e 200U da enzima M-MLV RT (Promega, Madison,
WI) e entdo as amostras foram reaquecidas a 42°C por 60 min e a 95°C por 10 min.

A integridade do produto da RT (cDNAs) foi conferida através da realizacdo de

gel de agarose (1%) ndo desnaturante, corado com brometo de etideo.
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Real Time-PCR

As reacdes em cadeia polimerase (PCR) foram realizadas em um equipamento
que monitora a geracao de amplicons em tempo real (PCR real-time, Rotor Gene 3000).
As reacdes foram efetuadas utilizando-se 40ng/ul de cDNA, para todos os genes
avaliados, adicionado a uma reacdo contendo 25ul de SYBR® Green PCR master mix,
e 180nM do primer, em uma solugdo com volume final de 55ul, dividido em dois tubos
(duplicata). As condigdes de ciclagem consistiram para MMP-2 e GAPDH de 10 min a
95°C, e entdo 40 ciclos de 15s a 94°C, 30s a 48°C para MMP-2 ¢ a 56°C para GAPDH,
respectivamente, € 1 min a 72°C, e entdo 10 min a 72°C. Para cada gene, todas as
amostras foram amplificadas simultaneamente e em duplicatas. Os dados foram
analisados usando o método comparativo do ciclo limiar (Ct). A expressdo do gene alvo
foi normalizada para o gene GAPDH. Além disso, foi utilizado um controle negativo
contendo RNA, mas ndo M-MLV RT, para garantir que o produto do PCR ndo estava

amplificando DNA genomico (SCHWARTZ et al., 2005).

Primers

Os oligonucleotideos, que foram utilizados como primers foram desenhados para
GAPDH (controle enddgeno) no programa Primer Express Software 2.0 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), enquanto que a seqiiéncia do primer da MMP-2 foi
descrita por MENON et al. (2005). As seqiiéncias usadas foram MMP-2 (forward:
CTGATAACCTGGATGCAGTCGT; reverse: CCAGCCAGTCCGATTTGA) e
GAPDH (forward: CCACCAACTGCTTAGCCC; reverse: GCCAAATTCGTTG-

TCATACC), ambos de rato.
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Andalise Estatistica

Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de Homogeneidade e
Normalidade, seguido por ANOVA e teste post hoc de Tukey. Os valores foram

considerados significativos quando p < 0,05.

RESULTADOS

Deteccéo da atividade das MMPs

Os géis de zimografia (Figuras 1 e 2) mostraram a atividade da MMP-2 como
trés bandas bem definidas (72 kDa / pro-MMP-2; 64 kDa / intermediaria-MMP-2; e 57
kDa /ativa-MMP-2) em todos os grupos, como descrito por CARVALHO et al. (2006).
Esta atividade foi completamente abolida quando os géis foram incubados em substrato
contendo 15mM EDTA. A densitometria das bandas mostrou que tanto uma Unica
sessdo (Figura 1) como varias sessdes de alongamento (Figura 2) ndo alteraram a
atividade da MMP-2 em relagdo ao grupo controle. A Atividade da MMP-9 nao foi

detectada.
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Figura 1- Densitometria da zimografia das bandas da MMP-2 em unidades arbitrarias:
(a) gel de zimografia dos musculos soleos ap6s uma tnica sessao de alongamento, e (b)
analise densitométrica em unidades arbitrarias das bandas (A) pro- (72 kDa), (B)
intermediara- (64 kDa) e (C) MMP2 ativa (57 kDa). C: grupo controle; I:
imediatamente apos, 8h, 24h, 48h, 72h e 168 horas apd6s uma unica sessdo de

alongamento. Resultados expressos em média + desvio padrao.
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Figura 2- Densitometria da zimografia das bandas da MMP-2 em unidades arbitrarias:
(a) gel de zimografia dos musculos soleus apds vérias sessdes de alongamento, e (b)
analise densitométrica em unidades arbitrarias das bandas (A) pro- (72 kDa), (B)

intermediara- (64 kDa) e (C) MMP?2 ativa (57 kDa). C: grupo controle; 2, 3 e 7 sessdes

de alongamento. Resultados expressos em média + desvio padrao.
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Expressdo Génica

Considerando que a atividade da MMP-9 ndo foi detectada em nenhum dos
grupos, foi avaliada a expressdo génica somente da MMP-2. Novamente, uma Unica
sessao (Figura 3a) e varias sessdes de alongamento (Figura 3b) ndo alteraram a

expressao génica da MMP-2 em relagdo ao grupo controle.

Unidade Arbitraria

(a) ST
0 - i '
c 1 8h 24h  48h 72

168h

(b)

Unidade Arbitriria

Figura 3- Niveis de RNAm da MMP-2 no musculo soleus de rato. (a): avaliados apds
uma Unica sessdo. (b): avaliado apds varias sessdes. C: grupo controle; 2, 3 e 7 sessdes

de alongamento. Resultados expressos em média + desvio padrao.
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DI A

Os resultados do presente estudo mostraram que curtos periodos de alongamento
muscular ndo alteraram a atividade e a expressdo génica da MMP-2, bem como a
atividade da MMP-9 tanto apdés uma uUnica sessdo, como apds vdrias sessdes de
alongamento, sugerindo que este estimulo ndo foi capaz de alterar essas MMPs. Por
outro lado, este mesmo modelo de alongamento alterou trés genes musculo-especificos
relacionados a hipertrofia e atrofia muscular (PEVIANI et al., 2007), e também induziu
a reorganizagdo das bandas de coldgeno medidas por birrefringéncia apds imobiliza¢do
(COUTINHO et al., 2006). Existem poucos estudos na literatura a respeito dos efeitos

do alongamento na atividade das MMPs no musculo esquelético.

Alguns estudos mostram que alteragdes na demanda muscular tanto por estimulo
hipertrofico como atréfico alteram a resposta das MMPs. AHTIKOSKI et al. (2003)
mostraram um aumento tanto na atividade como no RNAm da MMP-2 nos musculos
soleos, gastrocnémio e extensor digital longo apds imobilizacdo em posi¢do de
alongamento e encurtamento por 1, 3 e 7 dias, mas ndo na atividade da MMP-9. O
presente estudo também ndo encontrou presenca na atividade da MMP-9, corroborando
os achados de AHTIKOSKI et al. (2003). Em contraste, o presente estudo ndo observou
alteracdo na expressdo e na atividade da MMP-2 apos curtos periodos de alongamento.
AHTIKOSKI et al. (2003) usaram o modelo de imobiliza¢do para manter o musculo sob
constante tensdo mecanica por longos periodos de tempo (dias), enquanto o presente
estudo utilizou curtos periodos de tensdo (10 alongamentos de 1 min cada). A

comparagdo entre estes estudos sugere que o tempo de duracdo do alongamento ¢
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importante na regulacdo das MMPs no musculo esquelético. Possivelmente, o periodo

de tempo do alongamento foi responsavel pelos resultados distintos.

A ativacdo das MMP-2 e -9 também estd envolvida na regeneracao muscular.
KHERIF et al. (1999) associaram a expressao diferencial da MMP-2 e MMP-9 no
musculo tibial anterior (TA) com o periodo de regeneracdo muscular. A atividade da
MMP-2, que é expressa constitutivamente no TA normal, estd relacionada com a
regeneragdo das novas miofibrilas provavelmente para degradar o colageno tipo IV da
membrana basal durante a proliferagdo, migracdo e fusdo dos mioblastos. Por outro
lado, a ativagdo da MMP-9 esta relacionada a fase inflamatéria aguda e provavelmente a
ativacao das células satélites. KOSKINEN et al. (2002) também correlacionaram o
padrio diferencial da MMP-2 e -9 com os diferentes estdgios do processo de
regeneragdo no TA apds exercicio excéntrico, sugerindo que a atividade da MMP-9
depende da severidade da lesdo muscular. A nao deteccdo da atividade da MMP-9 no
presente estudo corrobora com os achados prévios de nenhum sinal de lesdo muscular,
observado nas analises histoquimicas, utilizando o mesmo modelo de alongamento no

musculo so6leo de rato (PEVIANI et al., 2007).

No exercicio fisico, KOSKINEN et al. (2001) mostraram alteragdes nos niveis
de RNAm e proteina tanto do colageno tipo IV como da MMP-2 apés lesdo induzida
por corrida em esteira nos musculos séleo e quadriceps femoral de ratos, mas ndo na
MMP-9, sugerindo que o aumento da MMP-2 também depende da severidade da lesdo
e, dessa forma, provavelmente refletindo a reorganizacdo da membrana basal. Por outro
lado, CARMELI et al. (2005), demostraram que o aumento dos niveis de RNAm da
MMP-2 e da sua proteina aumentaram apenas apds exercicio de alta intensidade e
somente nos musculos com alta percentagem de fibras rapidas, sugerindo que a MMP-2

depende da intensidade do exercicio e do tipo de fibra muscular. Desse modo, € possivel
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que no presente estudo os niveis de MMP-2 nao se alteram devido a analise do musculo
soleos que contem alta percentagem de fibras lentas (88%) (GOMES et al., 2007), e
provavelmente por causa dos curtos periodos de tensao muscular induzido pelo modelo
de alongamento utilizado no presente estudo.

Em conclusao, apesar de trabalhos prévios do nosso laboratério mostrarem que
curtos periodos de alongamento induzem o remodelamento da fibra muscular e do
tecido conjuntivo, os resultados do presente estudo indicaram que a MMP-2 ¢ MMP-9
ndo estdo envolvidas neste processo. Considerando que o protocolo é efetivo para o
ganho e na manutencdo da flexibilidade em humanos, o presente estudo traz novas

informagdes sobre a adaptagdo muscular ao remodelamento induzido pelo alongamento.
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RESUMO

O musculo desnervado sofre atrofia muscular, degeneragao, perda de for¢ca e aumento
da proliferacio do tecido conjuntivo, prejudicando as atividades funcionais. A
estimulacdo elétrica (EE) e o alongamento (Al) sdo comumente utilizados na
reabilitagdo de musculos desnervados em humanos. No entanto, seus efeitos,
especialmente sobre a matriz extracelular (MEC), permanecem indeterminados. O
remodelamento da MEC no musculo esquelético envolve inumeros eventos que levam a
degradagdo proteolitica dos seus componentes, nos quais as metaloproteinases de matriz
(MMPs) tém um papel critico. A proposta deste estudo foi avaliar os efeitos da EE, do
alongamento e de sua associagdo sobre a expressdo génica e¢ a atividade da MMP-2
durante a fase inicial da desnervagdo do musculo tibial anterior (TA) de rato por
axoniotmese, bem como sobre sua area de sec¢do transversa. Trinta animais foram
divididos em cinco grupos: (1) normal (N); (2) desnervado (D); (3) desnervado
submetido a sessoes diarias de EE (D+EE); (4) desnervado submetidos a sessoes didrias
de alongamento (D+Al); (5) desnervado submetidos diariamente a EE e ao alongamento
(D+EE+Al). As técnicas de zimografia e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real foram utilizadas para avaliar a atividade e a expressdo génica da MMP-2,
respectivamente. O alongamento aumentou a atividade da MMP-2 no musculo
desnervado quando realizado isolado ou em associacdo com a EE, quando comparado
com os grupos N, D, D+EE (p <0,01). O alongamento, a EE, bem como sua associag¢ao
aumentaram a expressao génica da MMP-2 no musculo desnervado quando comparados
aos grupos N e D (p <0,05). Nenhuma das intervengdes (EE, Al ou EE+Al) reduziu a
atrofia da fibra muscular apds a desnervagdo. Dessa forma, o alongamento € o principal
estimulo que leva a ativacdo da MMP-2, enquanto a EE e o alongamento sdo capazes de
aumentar a expressdao génica da MMP-2 no musculo desnervado de rato, sugerindo o

remodelamento da MEC.

Palavras-chave: musculo esquelético, lesdo nervosa, reabilitagdio, MMP-2,

axoniotmese, fisioterapia.



ABREVIATURAS

AST: area de seccao transversa

MEC: matriz extracelular

EE: estimulagao elétrica

GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
MMP-2: metaloproteinase de matriz 2

MMP-9: metaloproteinase de matriz 9

RNAm: acido ribonucléico mensageiro

PCR: reacdo em cadeia da polimerase

Al: Alongamento

TB: Azul de Toluidina/1% borax
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INTRODUCAO

A atrofia muscular ¢ um dos problemas mais importantes na reabilitacdo de
individuos com lesdes do nervo periférico. Normalmente, esta atrofia estd associada a
perda de forca muscular e limitagdo funcional. Em geral, a reabilitagdo muscular ¢
incompleta (KOUYOUMDIIAN, 2006).

Além da atrofia muscular, a desnervag¢ao provoca uma série de alteragdes fisiologicas
e moleculares que envolvem alteragdes na excitabilidade da fibra muscular (ASHLEY
et al., 2005; RUSSO et al., 2004, 2007, SALMONS et al.,, 2005) ¢ aumento da
expressao de genes da atrofia (BODINE et al., 2001, RUSSO et al., 2007). Além disso,
a atrofia mediada pela desnervacdo é marcadamente acompanhada por fibrose e
aumento da densidade do tecido conjuntivo nos espagos extracelulares (KUMAR et al.,
2006; RUSSO et al., 2008) que aumentam a rigidez e diminuem a extensibilidade
muscular prejudicando a capacidade do musculo de transmitir forca (ARRUDA et al.,
2007).

As alteragdes na matriz extracelular (MEC) em torno da fibra muscular requerem a
acdo de enzimas proteoliticas que desempenham um papel critico na sua reorganizagao,
conhecidas por metaloproteinases de matriz (MMPs) (DEMESTRE et al.,, 2005;

KHERIF et al., 1998).

As MMPs sao uma familia de enzimas proteoliticas, presentes no musculo
esquelético na juncdo neuromuscular (JNM) e ao redor das fibras musculares, que
podem degradar os componentes da MEC incluindo laminina, fibronectina, colageno
tipo IV e tenascina (DEMESTRE et al.,, 2005). Elas sdo secretadas no musculo
esquelético pelas células de Schwann (YAMADA et al., 1995), axonios (MUIR, 1994;
NORDSTROM et al., 1995), células satélites (GUERIN e HOLLAND, 1995), e

fibroblastos (SCOTT et al., 1998).
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A funcdo das MMPs no musculo desnervado ainda ndo esta totalmente
compreendida. No musculo normal, as MMP-2 e MMP-9 estdo localizadas na JNM,
células de Schwann e no perineuro dos nervos intramusculares (KHERIF et al., 1998).
No entanto, ap6s compressao nervosa, ambas MMPs permanecem presentes na JNM,
mas sem importante alteracao na sua atividade. Por outro lado, no nervo, ocorre uma
diminuicao da atividade da MMP-2 e um aumento da atividade da MMP-9 (KHERIF et

al., 1998).

Na tentativa de recuperacdo do musculo desnervado, duas estratégias terapéuticas
ndo-invasivas tém sido comumente utilizadas na reabilitagdo em humanos: a
estimulacdo elétrica (EE) e o alongamento (Al). Recentes estudos em animais
mostraram que 200 contragdes induzidas eletricamente por eletrodos implantados
podem impedir a atrofia da fibra muscular no musculo desnervado de rato (DOW et al.,
2004; KOSTROMINOVA et al., 2005). Outro estudo, utilizando EE por eletrodos de
superficie para estimular o musculo tibial anterior (TA) desnervado de rato mostraram
que poucas contragdes musculares (20 contragdes / todos os dias) reduziram as
expressoes génicas de myoD e atrogina-1 envolvidas nas vias hipertroficas e atroficas,
respectivamente (RUSSO et al., 2007).

Com relagdo ao alongamento muscular, estd bem descrito que este estimulo ¢ um
poderoso sinal mecanico que induz a sintese protéica e o crescimento muscular
(GOLDSPINK, 1999; GOLDSPINK et al., 2002). No entanto, poucos estudos avaliaram
os efeitos do alongamento no musculo desnervado. LOUGHNA e MORGAN (1999)
mostraram que o alongamento regula o gene da cadeia pesada da miosina (MHC) por
meio da tensdo gerada pelo sinal mecanico, independentemente da inervagdo. Além

disso, SAKAKIMA e YOSHIDA (2003) observaram que o alongamento aplicado 40
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min por dia, 6 vezes por semana, minimizou a atrofia apenas nas duas primeiras
semanas de desnervacao do musculo séleo.

No entanto, ndo esta totalmente esclarecido se a EE, o alongamento, bem como sua
associacdo, poderiam afetar o remodelamento da MEC por meio das MMPs.
KOSKINEN et al. (2000) reportaram que estimulagdo elétrica funcional (FES) cronica
de musculos paralizados de sujeitos com lesdo medular aumentou o colageno tipo IV,
indicando um processo de remodelamento do coldgeno intramuscular via atividade da
MMP-2, em respota a EE do musculo. No entanto, ainda ¢ incerto como a EE afeta a o
remodelamento da MEC do musculo apds lesdo nervosa. Um recente estudo no nosso
laboratério mostrou que a EE (20 contragdes) usando eletrodos de superficie foi capaz
de modular a expressdao génica da MMP-2 do musculo desnervado do rato, mas nao
impediu a atrofia muscular (RUSSO et al., 2008).

Os efeitos do alongamento muscular no remodelamento da MEC por meio das
MMPs sdo escassos na literatura. Um interessante estudo mostrou um aumento tanto no
RNAm como na atividade da MMP-2 nos musculos so6leo, gastrocnémio e extensor
digital longo (EDL) de rato apds imobilizacdo em posi¢ao de alongamento e encurtado
por 1, 3 e 7 dias (AHTIKOSKI et al., 2003), mas ndo na atividade da MMP-9. No
entanto, protocolos clinicos de alongamento como recomendados na reabilitagdo ou na
pratica esportiva, ou seja, quando o musculo ¢ mantido em alongamento apenas por
poucos minutos (GOMES et al., 2006; PEVIANI et al., 2007), ndo foram investigados
em musculos desnervados.

Tendo em vista estes aspectos, a proposta deste estudo foi avaliar os efeitos da EE,
do alongamento, bem como de sua associagdo, utilizando protocolos de intervengao
similares aos usados na reabilitacdo em humanos, sobre a expressdo génica e atividade

das MMPs no musculo tibial anterior desnervado de rato. Para avaliar possiveis efeitos
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dessas intervengdes na atrofia muscular, a area transversal da fibra muscular (AST)

também foi avaliada.

MATERIAL E METODOS

Grupos experimentais

Trinta ratos Wistar (265,8 + 17.6g) de trés meses de idade foram utilizados. Os
animais permaneceram em gaiolas plasticas com livre acesso a dgua e ragdo peletizada,
com controle de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h) e temperatura controlada. O
Comité de Etica Animal da Universidade aprovou os procedimentos experimentais e
estudo foi conduzido de acordo com o guia nacional de cuidados ¢ utilizagdao de animais

de laboratorio.

Os animais foram aleatoriamente divididos em cinco grupos: (1) normal (N, n = 6)
nenhuma intervengao foi realizada e os animais foram mantidos livres na gaiola durante
7 dias; (2) musculo tibial anterior (TA) desnervado (D, n = 6); (3) musculo TA
desnervado submetidos a avalia¢do de excitabilidade elétrica e a EE diaria (D+EE, n =
6); (4) musculo TA desnervado submetido ao alongamento diario (D+Al, n = 6); (5)
musculo TA desnervado submetido a avaliagdo de excitabilidade elétrica ¢ a EE

associado ao alongamento diario (D+EE+Al, n = 6).

O musculo TA foi escolhido uma vez que quase todas as fibras cruzam o meio do
ventre do musculo e sdo distribuidas de tenddo a tendao (LIEBER, 2004). Além disso, é
um musculo superficial tornando facil a identificagdo da minima contragdo visivel e
permitindo o tratamento seletivo da EE a ser aplicada diretamente sobre a pele por meio

de eletrodos de superficie.
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Os ratos foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de xilazina (12 mg / kg)
e cetamina (95 mg / kg) para os processos cirargicos de desnervagdo, para a avaliagao
dos parametros elétricos e as intervencdes de EE e alongamento, assim como para a
remocao dos musculos. Os animais foram eutanasiados com overdose anestésica no 7 °
dia do procedimento experimental. Este periodo de desnervacao foi escolhido uma vez
que a atrofia muscular ¢ elevada durante as primeiras semanas (BODINE et al., 2001).
Os musculos TA contra-laterais também foram avaliados, mas nenhuma diferenga foi

observada em todas as variaveis em relagdo ao grupo N.

Desnervacao

A desnervagdo consistiu da axoniotmese do nervo cidtico como descrita
anteriormente (JUNGNICKEL et al., 2006; SEO et al., 2006). Resumidamente, uma
pequena incisdo foi feita na pele e na fascia proxima ao trocanter direito entre os
musculos gliteo maximo e biceps femoral para exposi¢do do nervo ciatico.
Posteriormente, o nervo foi pingado duas vezes por 10s com S5s de intervalo entre eles
por meio de uma pinga de relojoeiro numero cinco (DL Micof). Em seguida, a fascia e
pele foram suturadas. Este procedimento promove a desnervacdo dos musculos do
membro posterior, incluindo o TA. O mesmo pesquisador realizou o procedimento de
desnervagdo para assegurar que a lesdo ocorresse no mesmo local e com duragdo e
pressdo similares em todos os animais dos grupos desnervados. Este modelo de lesdao
nervosa ¢ caracterizada pela degeneragdo axonal e nenhum sinal de reinervagdo
muscular durante os 10 dias apds a lesdo nervosa (CARMIGNOTO et al., 1983;

CARTER et al., 1998).
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Procedimentos para a avaliacdo da excitabilidade muscular e para a estimulagéo

elétrica

A estimulagdo elétrica foi realizada como descrita anteriormente (RUSSO et al.,
2004, 2007, 2008). Brevemente, ap6s a pele ser tricotomizada e coberta por uma
camada de gel condutor, dois eletrodos foram posicionados: um eletrodo indiferente
(eletrodo circular e auto-adesivo com 5 cm de didmetro) foi posicionados no dorso do
animal, e um eletrodo ativo (um eletrodo metalico, 3 mm de didmetro) foi utilizado para
estimular o musculo TA (CUMMINGS, 1990). Durante o procedimento de EE, este

eletrodo foi mantido em contato com a pele perpendicular as fibras do musculo TA.

Os parametros elétricos (reobase, cronaxia e acomodacao) foram avaliados antes de
cada tratamento. Os valores identificados durante a avaliagdo elétrica foram utilizados
para determinar os parametros de cada sessdo de EE (RUSSO et al., 2004, 2007, 2008).
Para cronaxia > 1 ms, a corrente monopolar exponencial foi utilizada (frequéncia de 50

Hz; duracdo de pulso, duas vezes o valor cronaxia; tempo ON: 1s e OFF: 3s).

Apds a avaliagdo da excitabilidade muscular, a amplitude necessaria para induzir a
contracdo maxima do musculo TA (méxima dorsiflexdo da articulagdo tibio-tarsica
direita) foi identificada. Cada sessdo diaria de EE consistiu de 200 contragdes maximas
do musculo TA, realizada durante 6 dias, iniciando 24 horas apds o procedimento de
desnervagdo. Estas contragdes maximas didrias foram realizadas em quatro séries de 50
contra¢des com 3,2 min duragdo cada uma, ¢ 10 minutos de intervalo (sem EE) entre as
séries, a fim de minimizar fadiga muscular (CUMMINGS, 1990). O protocolo de EE
pode ser visualizado no diagrama abaixo (Figura 1). Trabalhos recentes mostraram que

200 contragodes diarias sdo efetivas para manter a massa e a forca muscular (DOW et al.,
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2004) bem como amenizar a expressao de genes relacionados ao trofismo muscular

aumentados com o processo de desnervacao (KOSTROMINOVA et al., 2005).

rd
¥ 3.2 min 3,2 mim 3,2 min 3.2 min

10min 10min 10min 10min
S50 contragoes 50 contragoes 50 contracies 50 contracoes

Figura 1: representacdo esquematica da sessdo de estimulagdo elétrica incluindo o

eletro diagnostico (ED). As setas representam as séries de EE de uma unica sessao.

Alongamento muscular

ApoOs o rato ser anestesiado, o tornozelo esquerdo foi mantido fixado por meio de
um pedaco de fita em flexdo plantar méxima para alongar o musculo TA direito
(modificado de GOMES et al., 2006). Cada sessao de alongamento foi realizada uma
vez por dia e consistiu de quatro séries de 3,2 minutos cada, com 10 minutos de
intervalo entre elas, a fim de mimetizar o periodo de tempo utilizado no protocolo de EE
e para permitir posteriores comparagdes entre EE, alongamento e a sua associagao

(EE+Al). O pedaco de fita foi removido durante o intervalo de descanso.

Associagao entre EE e Alongamento

Para verificar a associagdo entre a EE e o alongamento o musculo TA direito foi
submetido a ambos os estimulos concomitantemente (D+EE+Al). Os musculos TA
foram mantidos em posicao alongada maxima por um pedago de fita como descrito

acima e, em seguida, submetidos a EE como descrito anteriormente (4 séries de 3,2 min
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com intervalo de 10 min). O pedaco de fita foi removido durante o intervalo de

descanso.

Avaliagédo Muscular

Os animais foram pesados e os musculos TA direitos foram cuidadosamente
dissecados e removidos. Os musculos foram entdo divididos em duas partes iguais no
ventre muscular. O fragmento distal foi utilizado para as medidas da AST e congelado
em isopentano. A porc¢do proximal foi dividida em dois novos fragmentos, um para
analise de RNAm e a outra para a analise de zimografia. Estes fragmentos foram
rapidamente congelados em nitrogénio liquido e armazenado a -80 ° C (Forma

Scientific, Marietta, OH).

Area de Seccdo Transversa (AST)

Da regido medial de todos os musculos TA foram obtidos cortes histologicos
transversais e seriados (10 pm) em microtomo criostato (—25°C). As laminas com os
cortes histologicos foram coradas com azul de toluidina para avaliagdo morfométrica.
Foram obtidas imagens de 5 regides diferentes por meio de um microscopio de luz
(Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) (aumento de 10X) acoplado a uma camera digital
(Sony DSC S75, Toéquio, Japao). A AST de 70 de fibra aleatorias de cada foto foi
medida utilizando o software Axiovision 3.0.6 SP4 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha),

totalizando 350 fibras musculares por animal.

Percentagem da area densidade do tecido conjuntivo
Para essa andlise foi utilizado o sistema de planimetria por contagem de

pontos (MATHIEU et al., 1981), sendo a quantificagdo realizada por meio de um
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reticulo com quadrados de 2500 um?” contendo 56 interseccdes de reta. Foram contados
os pontos coincidentes no endomisio e perimisio, em 5 areas por corte, sendo 5 cortes

por animal (aumento de 10X), perfazendo um total de 1400 pontos por animal.

Preparacéo dos estratos teciduais para zimografia

A metodologia empregada foi adaptada de MARQUETI et al. (2006). Vinte e cinco
miligramas de musculo foram lavados com salina gelada e incubadas em 2 mL de
tampao de extragdo (10 mM de acido cacodilico, pH 5,0; 150mM de NaCl; 1uM de
ZnCl12; 20mM de CaCl2; 1,5mM de NaN3 ¢ 0,01% de Triton X-100) a 4°C sob continua
agitacao durante 24h. A concentragdo de proteinas foi determinada utilizando-se o kit

BCA™ Protein Assays (Pierce), segundo instru¢des do fabricante.

Zimografia

Resumidamente, iguais quantidades de proteina total (30 pg / pogo) compostas por
um pool de 5 musculos por grupo (6 pg por animal) foram submetidas a eletroforese em
triplicata. Os géis de zimografia consistiram de géis de poliacrilamida (10%) com
gelatina (100mg/ml) na presenca de SDS sob condi¢cdes nao-reduzidas. A eletroforese
(100 V) foi realizada até o corante atingir a base do gel. Apos a eletroforese, os géis
foram lavados duas vezes durante 20 minutos em solucdo de 2,5% de Triton X-100 para
remocao do SDS. Em seguida, os géis foram incubados em tampao de substrato (50mM
de Tris-HCI, pH 8,5; 5SmM de CacCl, e 0,02% NaN3) a 37°C por 20 horas. Os géis foram
entdo corados em azul de Coomassie R-250 por 30 min e descorados em metanol e
acido acético por 20 min. As enzimas degradantes de gelatina foram visualizadas como
bandas claras contra um fundo azul, indicando a protedlise do substrato. As amostras

também foram realizadas na presenga de 15mM EDTA que inibiu a atividade das
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MMPs confirmando a sua existéncia. A massa molecular das MMPs foi determinada
por comparagdo com o marcador de massa molecular de proteina PageRulerTM
Prestained Protein Ladder (Fermentas Life Sciences, Burlington, ON). As bandas de
atividade foram identificadas de acordo a descrigdo de CARVALHO et al (2006), com
os seus pesos moleculares de 72 kDa: pr6o-MMP-2; 64 kDa: intermediaria-MMP-2; 57

kDa: ativa-MMP-2).

Analise Densitométrica
A andlise densitométrica das bandas da MMP-2 identificadas na zimografia foi
realizada utilizando o software Gene Tools versdo 3,06 (Syngene, Cambridge, Reino

Unido).

Extracdo e analise do RNAmM
Um fragmento congelado de cada musculo foi homogeneizado e o RNA total foi
extraido utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, California), de acordo
com as instrugdes do fabricante. A qualidade do RNA isolado foi determinada pela
razdo entre as absorbancias a 260 e 280 nm (razdo > 2,2). Também foi avaliada a
qualidade do material por eletroforese das amostras em gel desnaturante de agarose-

formamida (1%), em tampao MOPS (40mM de 4cido morfolinopropanosulfonico).

Transcri¢cdo Reversa
A reacdo da transcri¢ao reversa (RT) contendo 1 pug de RNA total, 1ul de oligo (dT)
primer (Invitrogen, Carlsbad, CA) e agua (para volume de 10,5ul) foram incubados a
70°C por 10 min e entdo resfriados rapidamente em gelo. Adicionou-se a cada amostra

uma mistura contendo: 1ul de dNTPmix (deoxynucleotide triphosphate) contendo 0.2
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mmol-L" de cada NTP (ATP, CTP, GTP e TTP) (Promega, Madison, WI), 2ul de DTT
0.1 mol'L™", 4pl de tamp3o 5x e 200U da enzima M-MLV RT (Promega, Madison, WI)

e entdo as amostras foram reaquecidas a 42°C por 60 min e a 95°C por 10 min.

Primers

Os oligonucleotideos que foram utilizados como primers foram desenhados para o
gene GAPDH (GenBank, AF106860) utilizando o software Primer Express 2.0
(Applied Biosystems, Foster City, California). A seqiiéncia do primer da MMP-2 foi
descrita por MENON et al (2005) e todas as seqiliéncias foram sintetizadas utilizando a
Imprint. As  seqiiéncias usadas foram: GAPDH (forward: GATGC-
TGGTGCTGAGTATGTCG; reverse: GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA); e MMP-2
(forward: CTGATAACCTGGATGCAGTCGT; reverse: CCAGCCAGTCC-

GATTTGA), ambas de rato.

Andlises das reacGes em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real

Os niveis de RNA transcrito para os diferentes grupos experimentais e controle
foram analisados simultaneamente e as reagdes foram realizadas em duplicata em um
equipamento que monitora a geracdo de amplicons em tempo real (PCR real-time,
Rotor Gene 3000, Cobert Research, San Francisco, E.U.A.) utilizando SYBR Green
PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA) e 180 nM de cada primer em um volume
final de 50 pl. As condi¢des de ciclagem consistiram para MMP-2 ¢ GAPDH de 10 min
a 95°C seguida por 40 ciclos cada de 15s a 94°C, 30s a 48°C para MMP-2 e a 56°C para
GAPDH, respectivamente, ¢ 1 min a 72°C, seguido por 10 min a 72°C. Os dados foram
analisados usando o método comparativo do ciclo limiar (Ct). A expressdo do gene alvo

foi normalizada com o gene GAPDH, uma vez que este gene ndo ¢é alterado pela
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desnervagdo (DEMESTRE et al., 2005; HUGHES et al., 2002). Além disso, foi
utilizado um controle negativo contendo RNA, mas ndo M-MLV RT, para garantir que

o produto do PCR nao estava amplificando DNA gendémico (SCHWARTZ et al., 2005).

Anélise Estatistica
Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de Normalidade e
Homogeneidade (Shapiro-Wilk's W e Levene, respectivamente) seguido por ANOVA e

teste post hoc de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando p > 0.05.
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RESULTADOS

Distribuicdo da AST das fibras musculares. Houve uma diminui¢do da AST das fibras
musculares em todos os grupos desnervados comparado ao grupo N (Figura 2). Os
grupos desnervados concentraram a maioria da AST das fibras entre 1000 a 4000 um?,
estando mais de 50% da AST de suas fibras entre 1000 e 2000 um?, enquanto no grupo

N a distribuicdo foi mais heterogénea (Figura 2).

80 -
——N
60 A o] °
= cooAhuss: D+EE
--=--D+Al

— G- D+EE+AI

Nuimero de observaces (%o)

AST (um?)

Figura 2: Distribui¢ao da AST das fibras. N: musculo TA normal, D: mtsculo TA
desnervado; D+EE: musculo TA desnervado submetidos a estimulagdo elétrica (ES)
diaria; D+Al: musculo TA desnervado submetidos ao alongamento (Al) diario;
D+EE+AL: musculo TA desnervado submetido a EE e ao Al concomitantemente. Note

que os grupos desnervados apresentaram atrofia das fibras musculares com AST

predominantemente inferior a 4000 pum?.
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Densidade do tecido conjuntivo. Ndo foi observada diferen¢a na densidade do tecido
conjuntivo (N: 9,77 £ 0,7; D: 11,13 = 0,7; D+EE: 9,3 + 1,4; D+AlL 10,1 £ 1,2;

D+EE+AL 9,6 + 0,9, p> 0,05).

Zimografia. A atividade da MMP-2 mostrou trés bandas bem definidas (72 kDa / pro-
MMP-2; 64 kDa / intermediaria-MMP-2; e 57 kDa / ativa-MMP- 2) em todos os grupos
(Figura 3) . Nos grupos D+Al e D+EE+Al a atividade da MMP-2 aumentou nas bandas
pré (Figura 3A), intermediaria (Figura 3B) e ativa (Figura 3C) em comparagdo aos

grupos N, D, D+ES (P <0,01). Nenhum dos grupos apresentou atividade da MMP-9.
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Figura 3: Densitometria quantitativa da zimografia das bandas da MMP-2 em unidades
arbitrarias. Para descri¢gdes dos grupos ver legenda da figura 2. (A) MMP-2-pr6 (72
kDa); (B) MMP-2-Intermediaria (64 kDa); (C) MMP-2-ativa (57 kDa). * P <0,05: N.
comparado a T P <0,05: comparado a D+EE+Al. Notar que a atividade da MMP-2 foi
aumentada nos grupos D+Al. ¢ D+EE+Al. Os dados sdo expressos como média +

desvio padrao.
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Expressao génica da MMP-2. A estimulagdo elétrica, o alongamento, bem como de sua
associacdo, aumentaram a expressao génica da MMP-2 no musculo desnervado
comparado ao grupo N (D + ES, P =0,004; D + AL, P=0,004; D + ES + AL, P =0,04)

e o grupo D (P <0,05; Figura 4).

2,5 -

y 3 3
= %
- 1,5 -
£
5
-l
€L
&
E 0,5 b
=
=

0 - T T T 1

N D DHEE DHAl DHEE+AIL

Figura 4: Niveis de RNAm da MMP-2 no musculo tibial anterior (TA) de rato. Os
dados estdo em média + desvio padrdo. Para descri¢des dos grupos ver lenda figura 2. *
P <0,05 comparado a N. Observar: EE, Al e sua associacdo aumentou a expressao

génica da MMP-2 do musculo TA desnervado.
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DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a expressao génica da MMP-2 foi aumentada pela
EE, o alongamento e sua associagdo quando aplicada na fase inicial da desnervacao
muscular. Além disso, o alongamento isoladamente ou em associag¢ao a EE foi capaz de
aumentar a atividade da MMP-2 no musculo desnervado de rato. No entanto, €
importante notar que a EE sozinha ndo foi capaz de alterar a atividade da MMP-2,
sugerindo que o alongamento ¢ um estimulo mais efetivo no aumento da atividade da
MMP-2 do que a contragdo muscular induzida pela EE.

Estudos prévios (DEMESTRE et al., 2005; KHERIF et al., 1998) descreveram o
comportamento das MMPs no musculo esquelético apés compressao do nervo ciatico.
KHERIF et al. (1998) mostraram que a atividade da MMP-2 permanece inalterada,
enquanto que a atividade da MMP-9 foi discretamente detectada no musculo
gastrocnémio 7 dias apds de lesdo nervosa. Os resultados do presente estudo estdo de
acordo com os achados de KHERIF et al. (1998) uma vez que ndo foram observadas
mudangas na atividade da MMP-2 nem detectada a presenca da MMP-9 no musculo
desnervado 7 dias ap6s compressao nervosa.

A EE tem uma importante aplicacdo terapéutica na reabilitagdo muscular incluindo
aprendizagem motora, fortalecimento muscular, prevencdo de atrofia muscular entre
outras (SHEFFLER e CHAE, 2007). Recentemente, DOW et al. (2004) e
KOSTROMINOVA et al. (2005) mostraram que 200 contragdes musculares cronicas
eletricamente induzidas por eletrodos implantados sdo capazes de evitar a atrofia e
degeneragdo muscular. No presente estudo, 200 contragdes didrias também foram
utilizadas para tratar musculos desnervados, porém foram utilizados eletrodos de
superficie bem como realizada a avaliagdo da excitabilidade muscular apds

desnervagdo. Além disso, a intervengdo foi realizada em uma tnica sessdo por dia
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caracterizando um tratamento intermitente, de modo a mimetizar o que ¢ normalmente
realizado na reabilitagdo em humanos.

De acordo com o resultados, a EE foi capaz de aumentar os niveis de RNAm da
MMP-2, sugerindo que esse recurso pode atuar na regulagdo desta via. Poucos estudos
avaliaram o papel das MMPs no musculo desnervado submetidos a EE. KOSKINEN et
al. (2000) observaram um aumento da atividade da MMP-2 associado a uma diminuig@o
do colageno tipo IV apos 18 meses de EE por eletrodos de superficie em individuos
com lesdo medular, indicando um processo de remodelamento do colageno
intramuscular, por meio da atividade da MMP-2 no musculo esquelético. Por outro lado,
os resultados apresentados aqui sugerem que a EE nao é capaz de ativar a MMP-2 na
fase inicial da desnervagdo muscular. As diferengas entre estes dois estudos podem estar
relacionadas com os diferentes protocolos de EE (tempo e freqiiéncia de estimulagdo),
bem como os modelos experimentais.

Um estudo recente do nosso laboratério (RUSSO et al., 2008) mostrou que a EE
(20 contragdes, frequéncia de 20Hz, TON = 3s e TOff = 6s) realizada por eletrodos de
superficie também foi capaz de aumentar a expressdo génica da MMP-2, sugerindo EE
poderia ser uma estratégia terapéutica para facilitar o crescimento do nervo e agir no
remodelamento da MEC, corroborando com os resultados do presente estudo. Assim,
apesar de algumas importantes diferencas observadas entre RUSSO et al. (2008) ¢ o
presente estudo, tais como o numero de contragdo, freqiiéncia, tempo e tipo de
desnervagao, ambos viram apenas alteragdes na expressao da MMP-2.

Além disso, apesar de ambos os estudos indicarem que a EE aplicada por eletrodos
superficiais é capaz de regular a via da MMP-2, nenhum dos protocolos, ou seja, 20 ou
200 contragdes, foi capaz de minimizar a atrofia muscular. Apesar de DOW et al (2004)

mostrarem que 200 contragdes minimizaram a atrofia, ¢ importante salientar as
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diferencas entre os protocolos como a utilizagdo de eletrodos implantados e as
contragdes musculares distribuidas ao longo do dia. Provavelmente, o intervalo de
descanso entre cada sessao de EE ¢ determinante para evitar a atrofia. Longos periodos
de descanso entre as contragdes podem ser suficientes para iniciar as mudancas na
regulacao da expressdo gé€nica e protéica que inicia o processo de atrofia induzida pela
desnervagao (DOW et al., 2005).

O alongamento ou o aumento de tensdo muscular tem sido descrito como o
principal fator para ganhos de massa muscular (SAKAKIMA e YOSHIDA, 2003).
GOLSDPINK et al. (1992) mostraram que o alongamento ¢ um estimulo eficaz no
aumento da sintese de mioproteinas. Apesar de poucos estudos avaliarem os efeitos do
alongamento no musculo desnervado, ha evidéncias que o aumento da carga mecanica
através do alongamento atenue as alteragdes induzidas pela desnervagdo na morfologia
muscular (SAKAKIMA e YOSHIDA, 2003) e na expressao génica da cadeia pesada da
miosina (MHC) (LOUGHNA e MORGAN, 1999).

Segundo nosso conhecimento, existe pouca informagdo a respeito dos efeitos do
alongamento sobre as MMPs. AHTIKOSKI et al. (2003) mostraram um aumento tanto
no RNAm como na atividade da MMP-2 nos musculos soleo, gastrocnémio ¢ EDL ap6s
imobilizacdo em posi¢ao alongada e encurtada por 1, 3 e 7 dias, mas nenhuma atividade
da MMP-9 foi observada. Interessantemente, os presentes resultados mostraram que
poucos minutos de alongamento diario foram capazes de aumentar tanto expressiao
como a atividade da MMP-2 no musculo desnervado. Estes resultados ndo so trazem
novas contribuigdes para melhor compreensdo das vias envolvidas na adaptacdo a
tensdo muscular, mas também s3o tUteis para delinear estratégias de tratamento para
reabilitar musculos desnervados. Além disso, a associacdo da EE ao alongamento ndo

potencializou os efeitos do alongamento. Desse modo, ¢ possivel hipotetizar que a
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tensdao gerada pelo alongamento € o estimulo preponderante para ativar a MMP-2, em
comparacdo a EE. No entanto, estudos em fibras musculares isoladas poderiam
esclarecer esta hipotese.

Este estudo indica que a EE, o alongamento ¢ a sua associacdo sdo capazes de
aumentar a expressao génica da MMP-2 na fase inicial da desnervacao. Além disso, a
tensdo gerada pelo alongamento, associada ou ndo a EE, aumentou a atividade da
MMP-2 no musculo desnervado de rato. Estes achados s3o relevantes uma vez que
protocolos clinicos, semelhantes aos utilizados na reabilitagdo do musculo desnervado
em humanos, foram utilizados neste estudo para investigar os efeitos desses recursos

terapéuticos na adaptacdo do musculo esquelético.
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