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RESUMO
Recuperar o musculo esquelético desnervado ¢ um desafio para a reabilitacdo. As
modificagdes degenerativas no tecido muscular decorrentes da desnervagdo causam atrofia
das fibras musculares e perda na capacidade de geracao de forga prejudicando as atividades de
vida didria do individuo. Desenvolver estratégias de tratamento destes musculos ¢ importante
para a Fisioterapia. A estimulacdo elétrica (EE) ¢ um recurso amplamente utilizado no
tratamento de musculos desnervados em seres humanos, contudo seus efeitos e mecanismos
de atuagdo sobre a adaptacdo muscular ainda ndo sdo claros. O objetivo desta tese foi avaliar
os efeitos da EE, aplicada como recomendada na pratica clinica, isto é, em sessdes de
tratamento, usando eletrodos de superficie e considerando as alteragdes de excitabilidade
muscular, sobre a adaptacdo do musculo esquelético desnervado em ratos. A caracterizacao
do padrao de excitabilidade muscular foi utilizada para a escolha dos pardmetros elétricos.
Técnicas de histoquimica e imunohistoquimica foram usadas para averiguar a morfologia dos
musculos desnervados submetidos ao tratamento elétrico. Além disso, a analise da rea¢do em
cadeia de polimerase (PCR) em tempo real foi utilizada para avaliar a expressao de
importantes genes musculares, como myoD, atrogina-1, metaloproteinase-2 de matriz e
miostatina. A EE ¢ capaz de regular a expressao de diversos genes no musculo desnervado de
rato, contudo ela ndo detém a atrofia das fibras musculares e nem impede a proliferagdo de
tecido conjuntivo nestes musculos. Os resultados desta tese trouxeram significativa
contribuicdo para o entendimento dos mecanismos de acdo da EE, como preconizado na

reabilitacdo, sobre o musculo desnervado.

Palavras-chave: Estimulacdo elétrica, lesdo nervosa periférica, reabilitacdo, expressdo génica

e musculo esquelético.



ABSTRACT
Recovery denervated skeletal muscles is a challenge to rehabilitation. The degenerative
changes on muscle tissue due to denervation cause muscle fiber atrophy and force generating
incapacity impairing the individual daily life activities. Design strategies to treat denervated
muscles are important to Physical Therapy. Electrical stimulation (ES) is a resource largely
recommended to treat denervated muscles in humans, nevertheless, its effects and
mechanisms on muscle adaptation are unclear. The aim of this thesis was to evaluate the
effects of ES, applied as used in clinical-like situations, e.g., during single sessions, using
surface electrodes and considering the changes in muscle excitability, on the denervated
skeletal muscle adaptation in rat. The characterization of the muscle excitability pattern was
used to choose the best electrical parameters. Histochemistry and immunohistochemistry
tecnics were used to verify the morphology of denervated muscles submitted to ES.
Furthermore, the real time polymerase chain reaction (PCR) analysis was used to evaluate the
expression of important muscular genes, such as myoD, atrogin-1, metalloproteinase-2 and
myostatin. ES was able to regulate many genes on rat denervated muscles; however ES
neither avoid muscle fiber atrophy nor detain connective tissue proliferation in theses muscles.
The results of this thesis have brought significative contributions to understand the

mechanisms of ES, as recommended in rehabilitation, on denervated muscle.

Key-words: Electrical stimulation, peripheric nerve injury, rehabilitation, gene expression,

skeletal muscle.
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1. APRESENTACAO

A maneira como foi organizada esta tese reflete a producdo intelectual durante o
periodo de doutorado direto, sendo aceita e recomendada pelo Programa de P6s-Graduagao
em Fisioterapia da UFSCar. Inicialmente serdo descritas a contextualizagdo do trabalho e as
atividades em que estive envolvido durante o periodo de doutorado. A seguir os objetivos da
tese sao apresentados. A tese € dividida em duas partes. A primeira € mais volumosa parte da
tese refere-se aos trabalhos realizados no laboratério de Plasticidade Muscular pelo
Departamento de Fisioterapia da UFSCar, sob orientagdo da Profa. Dra. Tania de Fatima
Salvini. Nesta parte, sdo apresentados trés trabalhos, dois artigos ja publicados € um outro
manuscrito em fase final de preparagdo. Ao final da primeira parte estdo as consideragdes e
conclusdes destes trabablhos. J4 na segunda parte da tese, os resultados parciais do trabalho
desenvolvido no Departamento de Histologia e Embriologia Médica da Universidade de

Roma (Roma, Italia), sob a orientacdo do Prof. Antonio Musaro, sdo apresentados.
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2. CONTEXTUALIZACAO

A linha de plasticidade muscular dentro do Departamento de Fisioterapia da UFSCar,
liderada pela Profa. Tania, preza por estudos na area basica dos recursos ou procedimentos
comumente utilizados na Fisioterapia. Entender como reabilitar o musculo esquelético
envolve o estudo dos mecanismos por tras da adaptacdo muscular aos diferentes estimulos,
contribuindo desta forma para a solidificacdo dos conhecimentos que regem a nossa profissao.

Os efeitos da estimulacao elétrica (EE) sobre o musculo desnervado ja foram bastante
descritos na literatura. Contudo, seu uso ¢ ainda controverso. Diversos trabalhos mostraram
que a EE teria um papel fundamental na manuten¢ao da homeostase do musculo desnervado
até que a reinervagao ocorresse. A industria que rege a venda dos equipamentos de
eletroestimulagdo da como certa a eficacia destas correntes sobre os mais diversos tipos de
afeccoes. A acdo de tais correntes elétricas sobre certas condicdes ¢ eficiente como, por
exemplo, no controle da dor e no processo de aprendizagem neuromuscular, contudo, ainda ¢
incerto se elas sdo eficazes no tratamento de diversas condigdes comuns a pratica do
fisioterapeuta, como na reabilitagdo do musculo desnervado.

Trabalhos que obtiveram sucesso ao deter a atrofia muscular causada pela desnervacao
geralmente avaliaram protocolos de EE que pouco se assemelham ao que ¢ recomendado para
a reabilitacdo de pacientes com lesdes nervosas periféricas. Geralmente, os trabalhos na
literatura que usam modelos animais adotam longos periodos de estimulacdo, sendo a EE
realizada ao longo de dias, semanas ou meses, ou seja, feita de uma forma cronica, diferente
do que ¢ preconizado na pratica clinica em que o paciente realiza sessdes de tratamento,
muitas vezes em dias alternados (modo intermitente).

Além disso, o tipo de eletrodos utilizado nos trabalhos cientificos ¢ bastante diverso do

que ¢ feito na pratica. Eletrodos implantados que estdo diretamente em contato com os
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musculos sdo os utilizados pelos trabalhos, ao invés disso, durante uma sessao de Fisioterapia,
eletrodos de superficie, auto-adesivos ou de borracha, sdo posicionados sobre a pele e acima
do musculo alvo para a estimulagao elétrica.

Por fim, um grande problema que reflete diretamente em conseguir ou ndo que o

musculo desnervado se contraia é a escolha dos parametros elétricos. Somente com a

o~

caracterizagdo da excitabilidade muscular norteando os parametros da corrente elétrica
possivel induzir uma contra¢do do musculo desnervado.

A questdo entdo proposta para esta tese foi investigar a acdo de protocolos de EE,
semelhantes aos realizados na reabilitagdo de musculos desnervados de seres humanos, ou
seja, realizados em sessdes de estimulagdo, usando eletrodos de superficie e respeitando as
modifica¢des de excitabilidade muscular, sobre a adaptagdo do musculo desnervado de rato.
A escolha do modelo animal foi realizada devido aos 6bvios problemas éticos relacionados
com a retirada de amostras musculares (biopsias) de individuos com lesdo nervosa periférica,
cujo prognostico ¢ geralmente de recuperagao parcial e limitagdo nas atividades de vida didria.

Deste modo, nosso primeiro estudo deu origem a um artigo intitulado “A estimulacao
elétrica, baseada na cronaxia, reduz a expressao génica da atrogina-1 e myoD em musculo
desnervado de rato” (Russo TL, Peviani SM, Freria CM, Gigo-Benato D, Geuna S, Salvini TF.
Muscle Nerve. 2007;35:87-97) e mostrou que 20 contragdes induzidas eletricamente a cada 48
h durante 28 dias é capaz de regular a expressdo de dois importantes genes, myoD e atrogina-
1, relacionados respectivamente com vias de hipertrofia e atrofia no musculo desnervado.
Contudo, sua agdo ndo foi efetiva para deter ou a0 menos amenizar a perda de massa muscular
causada pela desnervacao.

Este primeiro estudo gerou algumas perguntas sobre os mecanismos de acdo da EE.
Uma delas foi saber se a EE seria capaz de modificar a resposta do tecido conjuntivo

muscular frente a desnervagdo, visto que a proliferacdo de tecido conjuntivo, culminando na
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formacdo de fibrose, ¢ um fator que atrapalha a capacidade de geracao de forca muscular e ¢
refletida na incapacidade de realizacao das atividades de vida diaria. Para tal, foi realizado o
segundo estudo publicado como “A estimulagdo elétrica aumenta a expressdo génica da
matriz metaloproteinase-2, mas ndo muda sua atividade em musculo desnervado de rato”
(Russo TL, Peviani SM, Durigan JLQ, Salvini TF. Muscle Nerve. 2008;37:593-600). Neste
trabalho, observamos que o mesmo protocolo de EE usado no primeiro estudo promoveu um
aumento na expressio da MMP-2, uma metaloproteinase importante no processo de
remodelamento da matriz extracelular e crescimento axonal. Entretanto, a EE ndo foi capaz de
induzir aumento na atividade da MMP-2 nos musculos desnervados.

Diante dos resultados encontrados nestes dois estudos, observamos que a EE apresenta
a capacidade de regular a expressdo génica de importantes genes do trofismo muscular, como
myoD, atrogina-1 e MMP-2, contudo ela ndo ¢ capaz de deter a atrofia muscular que € o sinal
mais claro do processo de desnervagdo e também o que mais traz complicagdes para os
individuos que tiveram lesdes nervosas periféricas. A nova pergunta gerada seria se um maior
numero de contragdes musculares seria capaz de deter essa atrofia.

Um trabalho bastante importante (Dow et al. Muscle Nerve. 2004;30(1):77-86)
mostrou que 200 contragdes didrias eletricamente induzidas sao suficientes para deter a atrofia
muscular decorrente da desnervacdo. Partindo deste pré-suposto, acreditamos que o nimero
de contragdes didrias seria o fator chave no controle da massa no musculo desnervado. Deste
modo, decidimos investigar o efeito de 200 contragdes induzidas eletricamente, mas aplicadas
como realizado na reabilitagdo. Todas as contragdes foram feitas ao longo de 4 séries de 50
estimulacdes cada, em uma sessdo de tratamento didria. Tal trabalho deu origem ao
manuscrito em fase final de preparagdo (“A estimulagdo elétrica, o alongamento e sua
combinac¢do regulam a expressao génica em musculo desnervado de rato” Russo TL, Peviani

SM, Durigan JLQ, Salvini TF).
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Neste terceiro estudo, resolvemos testar além da EE, os efeitos do alongamento
intermitente, outro importante recurso usado durante a reabilitagdo do musculo desnervado e
também da associacdo entre a EE e o alongamento. Todos estes recursos e procedimentos tém
sido amplamente utilizados no tratamento das lesdes nervosas periféricas, contudo seus
efeitos ndo sdo bem esclarecidos.

Assim, pudemos observar que a EE, o alongamento, bem como a associagdo destes
recursos, diminuem o acimulo de RNA mensageiro da atrogina-1 ¢ myoD em musculo
desnervado de rato. Outro gene chamado miostatina (importante agente no controle da massa
muscular) também foi regulado pelos recursos fisicos ¢ manteve-se em niveis normais nos
musculos desnervados. Sozinhos, estes resultados mostraram efeitos protetores dos recursos
fisicos sobre o musculo desnervado. Entretanto, todas as intervengdes ndo detiveram a perda
de massa muscular causada pela desnervagao.

A interpretacdo que fica do conjunto destes resultados ¢ que a eletroestimulagdo e o
alongamento sdo capazes de gerar modificagcdes na resposta génica destes musculos, mas que
estas alteragdes ndo sdo capazes de impedir o principal problema gerado pela desnervacao que
¢ a atrofia muscular.

Novos trabalhos deverdo buscar protocolos de estimulacdo que contemplem duas ou
mais sessdes ao longo do dia, a fim diminuir o tempo que o musculo passa sem estimula¢ao
contratil em uma tentativa de impedir as modifica¢cdes degenerativas destes musculos. Além
disso, o revezamento entre sessdes de eletroestimulacdo e alongamento ao longo dia poderia
ser uma alternativa, uma vez que tanto a EE como o alongamento possuem efeitos sobre a

expressao génica do misculo desnervado.
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3. ATIVIDADES NO PERIODO

Durante o periodo do doutorado, além dos trabalhos apresentados, também estive

envolvido em uma série de outros estudos dentro da linha de plasticidade muscular.

Projetos de Pesquisa

O primeiro projeto de pesquisa que tive contato foi o desenvolvido pela aluna de
doutorado do nosso laboratorio, Eliane L. Coutinho. Em seu estudo, avaliamos o efeito do
alongamento intermitente no periodo pds-imobilizagdo sobre o nimero de sarcoméros em
série, tamanho do sarcomero, comprimento € peso muscular e area da fibra muscular.
Observamos que o alongamento realizado trés vezes por semana ¢ capaz de induzir sintese de
novos sarcomeros em série apds trés semanas. Este trabalho deu origem ao artigo “One-
minute bouts of passive stretching after immobilization increases sarcomerogenesis in rat
soleus muscle” (Salvini TF, Coutinho EL, Russo TL, DeLuca C. Braz J Morphol Sci.
2006;23:271-277).

Outro estudo importante também desenvolvido no periodo foi uma parceria com o
laboratorio de eletrotermofototerapia do Departamento de Fisioterapia da UFSCar sob
supervisao do professor Nivaldo A. Parizotto e o laboratério do Prof. Stefano Geuna da
Universidade de Turim (Turim, Italia). Nele avaliamos os efeitos do laser de baixa intensidade
e de um protocolo de eletroestimulacao sobre a regeneragdo nervosa pos-esmagamento. Tal
estudo deu origem a dois artigos, dos quais sou co-autor, atualmente submetidos a revistas
internacionais indexadas (“‘Lack of lasertherapy effects on early rat sciatic nerve recovery
after crush injury”” Gigo-Benato D, Geuna S, Russo TL, Cillo G, Gongalves H, Raimondo S,
Salvini TF, Giacobini-Robecchi MG, Parizotto NA. Submetido a Lasers in Medicine &

Surgery. “Electrical stimulation impairs early functional rcovery and accentuates skeletal
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muscle atrophy after sciatic nerve crush injury in rat” Gigo-Benato D, Geuna S, Russo TL,
Domingues NSR, Parizotto NA. Submetido a Neurorehabilitation and Neural Repair).

Além disso, também estive envolvido em outros trabalhos de alunos do nosso
laboratorio de plasticidade muscular. O primeiro, uma pareceria com o laboratério da Profa.
Heloisa S. S. Araujo, do departamento de Fisiologia da UFSCar, em que avaliamos o efeito de
uma desintegrina (a alternagina-C) isolado do veneno de cobra sobre o processo de
regeneragdo do musculo esquelético deu origem ao trabalho aceito pela revista Toxicon
(“Effects of alternagin-C from Bothrops alternatus on gene expression and activity of
metalloproteinases in regenerating skeletal muscle” Durigan JLQ, Peviani SM, Russo TL,
Delfino GB, Ribeiro JU, Cominetti MR, Aratijo HSS, Salvini TF. Toxicon, in press).

O segundo estudo, uma parceria com o laboratdrio do Prof. Celso Ricardo Carvalho da
USP-SP, avaliamos o efeito de diferentes intensidades de treinamento aerdbico sobre a
adaptacdo dos musculos esqueléticos e respiratorios de animais com inflamagdo pulmonar
alérgica cronica, dando origem a outros dois trabalhos que estdo submetidos e passam por
revisoes (1. “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. Submetido a Brazilian Journal of
Medical and Biological Research. 2. “MMPs, aerobic physical training and asthma in
diaphragm muscle” Durigan JLQ, Peviani SM, Russo TL, Duarte AC, Vieira RP, Martins
MA, Carvalho CRF, Salvini TF. Submetido a International Journal of Sports Medicine).

Ainda trabalhando com os alunos do laboratorio, uma segunda parte do estudo da
eletroestimulacdo e o alongamento sobre o musculo desnervado foi gerenciada pela aluna
Sabrina M. Peviani, que investigou os efeitos do alongamento intermitente sobre o tecido
muscular, dando origem a um outro artigo submetido a revista Neurorehabilitation and

Neural Repair. (““Stretching and electrical stimulation regulate the metalloproteinase-2 in rat
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denervated muscle” Peviani SM, Russo TL, Durigan JL, Vieira BS, Pinheiro CM, Galassi MS,
Salvini TF).

Por fim, contamos ainda com a colabora¢do da Profa. Viviane Minamoto da UNIMEP,
dando origem a um manuscrito ja aceito (“Muscle and nerve responses after different
intervals of electrical stimulation sessions on denervated rat muscle” Lima SC, Caierdo QM,
Peviani SM, Russo TL, Somazz MC, Salvini TF, Teodori RM, Minamoto VB. American
Journal of Physical Medicine and Rehabilitation. 2008, in press). Neste estudo avaliamos
diferentes protocolos de eletroestimulacdo sobre o reparo nervoso e muscular. Observamos
que sessdes em dias alternados ou diariamente possuem efeitos diferentes, mostrando que a

quantidade de estimulag@o é importante para a resposta destes tecidos.

Atividades didaticas

Durante o doutorado também estive envolvido com o atendimento voluntario de
pacientes com lesdo nervosa periférica na Unidade de Satde Escola da UFSCar. Além disso,
fui aprovado como professor substituto (TP20) para ministrar ao lado do Prof. Carlos E. S.
Castro a disciplina de Eletroterapia e Crioterapia, além de participar do estagio
supervisionado em traumatologia e ortopedia ao lado da Prof. Stela M. G. Mattielo-Rosa ¢ o
Prof. Fabio V. Serrdo. Também auxiliei em varios mddulos da disciplina de Cinesioterapia
com a Profa. Tania de Fatima Salvini. Todas as atividades desenvolvidas dentro da
Universidade Federal de Sao Carlos. Todas as experiéncias foram muito enriquecedoras as
quais me auxiliaram muito na aplicagdo dos meus conhecimentos adquiridos com a pesquisa

junto a extensao e ao ensino.
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Estagio no exterior

No periodo de Julho & Dezembro de 2007 fui contemplado com uma bolsa doutorado
sanduiche. Tive a oportunidade de estagiar no laboratério do Prof. Antonio Musaro, um
pesquisador com produgdo bastante expressiva e relevante para a area de musculo esquelética.
O estagio foi realizado no Departamento de Histologia ¢ Embriologia Médica da
Universidade de Roma — La Sapienza (Roma, Italia), onde tive a oportunidade de trabalhar
com diversas técnicas importantes para o estudo do tecido muscular, complementando minha
formacao.

Brevemente, avaliamos o efeito do aumento do estresse oxidativo, provocado por uma
mutag¢do da enzima superdxido dismutase restrita ao tecido muscular, sobre o processo de
regeneragdo deste tecido. Observamos que o aumento do estresse oxidativo causa um atraso
na expressdo de marcadores moleculares de reparo muscular como myoD, desmina, pax-7 e
miogenina (Os resultados parciais sdo apresentados na segunda parte da tese). Tais achados
trazem importantes contribuigdes para o entendimento dos efeitos aumento do estresse
oxidativo sobre o musculo esquelético, como ¢ normalmente encontrado durante o

envelhecimento ou em doengas neuromusculares como a esclerose lateral amiotrofica (ELA).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais:

Avaliar os efeitos da estimulacao elétrica sobre o musculo esquelético desnervado de rato.

4.2 Objetivos especificos:
Investigar os efeitos da estimulacdao elétrica sobre a area de seccdo transversa das fibras

musculares em musculo desnervado de rato;

Avaliar e caracterizar o padrdo de excitabilidade do musculo esquelético durante a

desnervagao e verificar se a estimulagao elétrica pode altera-lo;

Avaliar a agdo da estimulacdo elétrica sobre a expressdo de importantes genes alterados

durante a desnervacao;
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5. MANUSCRITO |

Artigo publicado em periddico internacional indexado A (Muscle & Nerve 35: 87-97, 2007).
Aceito em 11 de Agosto de 2006.
ELETROESTIMULACAO BASEADA NA CRONAXIA REDUZ A EXPRESSAO

GENICA DA ATROGINA-1 E MYOD EM MUSCULO DESNERVADO DE RATO.

Thiago Luiz Russo', Sabrina Messa Peviani', Camila Marques Freria', Davilene Gigo-

Benato', Stefano Geunaz, Tania Fatima Salvini'.

'Departamento de Fisioterapia, Universidade Federal de S3o Carlos, Rodovia Washington
Luis, Km 235. CEP: 13565-905.
*Departamento de Ciéncias Clinicas e Biolégicas, Universidade de Torino, Ospedale di San

Luigi, Torino, Italia.

Abreviaturas: a-NF, anti-neurofilamento-200kDa; bHLH, hélice-al¢a-hélice basica; CSA,
area de secg¢ao transversa; EDL, extensor longo dos dedos; ES, eletroestimulagao, MAFbx, F-
box de atrofia do musculo; MRFs, fatores regulatorios miogénicos; mRNA, acido
ribonucléico mensageiro; myoD, diferenciacdo miogénica-1; nAChR, receptor de acetilcolina
nicotinico; PBS, tampao fosfato-salina; PCR, rea¢do em cadeia de polimerase; PKC, proteina
quinase C; RT, transcri¢ao reversa; SCFs, Skpl, culim e F-box; TA, musculo tibial anterior;

TFIID, fator de transcrigao II D.
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RESUMO
A desnervagao induz a atrofia da fibra muscular e mudancgas nas taxas de expressdo génica no
musculo desnervado. A eletroestimulagdo (EE) ¢ um procedimento geralmente utilizado para
tratar mtsculos desnervados em humanos. Estes estudo avaliou o efeito da EE baseada na
cronaxia e reobase sobre a expressao de genes como a myoD e atrogina-1 em musculo tibial
anterior (TA) desnervado de ratos Wistar. Cinco grupos foram examinados: (1) desnervado
(D); (2) D+EE; (3) sham desnervacao; (4) normal (N); e (5) N+EE. Vinte contragdes
musculares foram estimuladas a cada 48h usando eletrodos de superficie. Apos 28 dias, a EE
diminuiu significantemente a expressao da myoD e atrogina-lem D+EE comparado a D.
Entretanto, a EE ndo preveniu a atrofia da fibra muscular apds desnervacao. Deste modo, a
EE baseada nos valores de cronaxia e aplicada em musculos desnervados usando eletrodos de
superficie, como normalmente usado na reabilitacio de humanos, foi capaz de reduzir a
expressdo génica da myoD e atrogina-1, relacionados ao crescimento muscular e atrofia
respectivamente. Os resultados deste estudo trazem novas informagdes sobre o tratamento do

musculo esquelético desnervado usando EE de superficie.

Palavras-chave: atrogina-1; desnervagao; estimulagdo elétrica; myoD; musculo esquelético.
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A inervagdo ¢ um fator critico que suporta a integridade estrutural e funcional dos
’ ret 19,21,2 ~ ;o
muasculos esqueléticos.”*' A desnervagio resulta em rapida e profunda perda de

2 g ~ , y e , .
23821233 ¢ habilidade de geragdo de forca em musculos esqueléticos.® Além disso, a

massa
desnervacio induz apoptose de miofibras® e aumento da proliferacio de células satélites, que
sdo células precursoras miogénicas que residem na periferia do musculo esquelético
adulto."”® Estas observagdes estdo de acordo com a idéia que a plasticidade muscular, isto &,
a capacidade inerente do musculo esquelético a se adaptar a diferentes estimulos, ¢ afetada
por substancias neurotroficas e atividade elétrica.'

Musculos desnervados apresentam um aumento na expressdo de genes musculo-

4,10,19,20,23,37

especificos, notadamente os fatores regulatorios miogénicos (MRFs) e também de

genes relacionados as vias atrofia, em particular a via ubiquitina-proteossoma.’'>*

Os MRFs formam uma familia de fatores de transcrigdo al¢a-volta-alga basica, em que
os membros (myoD, miogenina, MRF-4 e myf-5) possuem um importante papel na
coordenacdo do programa de desenvolvimento muscular, bem como no processo de adaptagao
do musculo adulto.”’”” Os genes alvos da myoD contém um E-box em suas regides
promotoras. MyoD e os outros membros sdo tradicionalmente pensados como marcadores do
crescimento e hipertrofia muscular, porque eles podem modular a divisdo de células satélites e
a incorporacdo destas células, como novos mionucleos, em fibras musculares maduras."’
Além do mais, myoD in vivo é expressa no musculo esquelético adulto em resposta a diversos

4,21 1 .
2137 ¢ alongamento,"” sugerindo que a myoD

estimulos, como sobrecarga,29 desnervagao,
apresenta um papel na plasticidade dos musculos esqueléticos.

A rapida expressao do acido ribonucléico mensageiro (RNAm) e proteina de myoD na
fase inicial apos a desnervagio™'’ sugere que a indugdo de myoD deva prevenir a atrofia

. . ~ 21 L . ~
muscular induzida pela desnervacdo.” E bem estabelecido que a desnervacdo acelera a

’q. . . .. 12,1 .
protedlise via ubiquitina-proteossoma de atrofia muscular.>'*"> Em miisculos desnervados, a
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quebra protéica ocorre mais rapidamente que a producdo,’”'?* levando a perda de massa

muscular como um resultado do aumento da atrogina-1, uma ubiquitina-ligase musculo-

especifica, também chamada de MAFbx (F-box de atrofia muscular).®’

Atrogina-1 contém um dominio F-box, um motivo caracteristico observado na familia
de ubiquitina ligases E3 chamado SCFs (para Skpl, Culim e F-box).*'*"* As ubiquitina
ligases E3 sdo os componentes que conferem a especificidade da reagdo.'*'* A adicdo de

ubiquitina ao substrato protéico tem sido reconhecido como um processo de sinalizacio

Lo 1201
regulatorio.'*"

Adicionalmente, a excitabilidade muscular esta alterada. A excitabilidade de um tecido
pode ser definida por uma relagdo entre a amplitude do estimulo e sua duragdo, também

. . . ~ 1 , 7
conhecida como curva de intensidade-duragdo.” Quando o musculo ¢ desnervado, ¢le se torna

9,30

menos responsivel a estimulagdo direta.” e mudangas ocorrem nos indices elétricos do

8 127,28

. 12 . ~ 2728 .
tecido muscular, como a reobase, ™ cronaxia , e acomodagdo.””” Cronaxia é um

parametro de excitabilidade tecidual que permite a escolha de uma duragao de pulso elétrico

o . ~ . oy 11 . ,
Otima para a estimula¢do de qualquer tecido excitdvel. A cronaxia encontra-se também

1,25,27,28,30

aumentada depois da desnervagao, e essa modificacdo de excitabilidade representa

um problema prético que dificulta a escolha de um tratamento elétrico eficiente.”

O uso da estimulagdo elétrica (EE) no tratamento do musculo desnervado ¢

9,26,28,33

controverso. alguns estudos indicam que a EE pode retardar o processo de reinervacao

e ndo & efetiva para prevenir a atrofia muscular,” enquanto outros estudos encontraram

25,28

e : ~ 23
melhora na excitabilidade de tecidos desnervados, prevencdo na perda da massa®® e

3933 ¢ controle das taxas de expressdo

forca,” em alguns casos, restauracio da fungdo
N 10.2 . . A e ,
génica.*'"* Entretanto, a maioria dos estudos avaliaram a eficiéncia da EE em musculos

desnervados de animais usando EE cronica e eletrodos implantados. Este tipo de EE nao ¢ o

modo mais comum de tratamento de musculo desnervado em humanos. Durante a reabilitagado,
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os musculos desnervados de humanos sdo usualmente tratados com sessoes de ES aplicadas
diariamente ou em dias alternados, usando eletrodos de superﬁcie.30 Para nosso conhecimento,
nao ha estudos prévios que avaliaram o efeito da ES aplicada usando eletrodos de superficie e
baseada nas mudancas de excitabilidade em musculos desnervados com modelos animais.
Assim, o proposito do presente estudo foi avaliar o efeito de um tratamento de EE semelhante
ao empregado na clinica baseado nas mudangas das variaveis elétricas (reobase e cronaxia)
sobre a expressdo génica da atrogina-1 ¢ myoD e a area de seccdo transversa (AST) de
musculo desnervado de rato. Considerando as similaridades entre os musculos de mamiferos,
os resultados deste estudo podem fornecer novas informagdes para o tratamento de musculo

desnervado usando EE de superficie.
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MATERIAL E METODOS

Cuidados com 0s animais e grupos experimentais.

Trinta e quatro ratos Wistar machos, 3 meses de idade (356 + 38,7g), foram usados. Os
animais foram mantidos em gaiolas plasticas em uma sala com controle de temperatura e livre
acesso 4 agua e ragdo peletizada. O Comité de Etica da Universidade aprovou os
procedimentos experimentais ¢ o estudo foi conduzido de acordo com normas nacionais para
cuidado e experimentacdo de animais de laboratério.

Os animais foram randomizados e divididos em cinco grupos: (1) tibial anterior (TA)
direito desnervado (D, n = 8); (2) TA desnervado e submetido a avaliagdo da excitabilidade
muscular e a estimulacdo elétrica (EE) a cada 48 h (D+EE, n = 8); (3) sham (n = 5), isto &,
animais submetidos aos procedimentos cirurgicos sem lesdo nervosa; (4) TA normal
submetido a avaliacdo de excitabilidade elétrica e também a EE a cada 48 h (N+EE, n = 8);
and (5) normal (N, n = 5) animais ndo tratados.

O musculo TA foi escolhido porque quase todas suas fibras atravessam o meio do
ventre do musculo e sdo distribuidas de tenddo a tenddo.’® Além disso, ele é um musculo
superficial, tornando facil a identificacdo da minima contragdo visivel e permitindo que a EE
fosse aplicada diretamente na pele acima do musculo (tratamento seletivo do musculo) usando
eletrodos de superficie.

Os ratos foram anestesiados com uma injecao intraperitonial de xilazina (12 mg/Kg) e
quetamina (95 mg/Kg) para os procedimentos cirargicos, desnervagdo, avaliagdo dos
parametros elétricos, tratamento com EE e remog¢do dos musculos. Eles foram sacrificados
com overdose de anestésico no 28" dia dos procedimentos experimentais. Este periodo de
desnervagao foi escolhido porque a atrofia dos musculos esqueléticos de rato ¢ maior durante

as primeiras semanas depois da desnervagdo.’™
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Processo de desnervagao.

Uma pequena incisdo foi feita na pele e fascia proxima ao trocanter direito, entre os
musculos gliteo maximo e biceps femoral. Os musculos foram separados a fim de isolar o
nervo ciatico e cerca de 1 cm do nervo foi cortado e removido como previamente descrito.*® A
fascia e a pele foram entdo suturadas, de distal para proximal, com um fio de sutura. Este
procedimento promove a desnervagdo da musculatura do membro inferior, incluindo o
musculo TA.

A desnervacao do TA foi confirmada durante o periodo experimental pela mensuracao
da cronaxia. O musculo TA foi considerado desnervado quando apresentava valores de
cronaxia superiores a 1 ms como previamente descrito.”'®*”*® Musculos TA desnervados

foram descartados quando os valores de cronaxia foram inferiores ou iguais a 1 ms no 28- dia.

Avaliacao elétrica e procedimentos para a estimulacgao elétrica.

Um equipamento para a estimulagdo elétrica que permitiu mudangas nos parametros
elétricos foi usado para avaliar a excitabilidade muscular e para o tratamento com EE. Antes
de fixar os eletrodos, a pele foi depilada e limpa, e uma camada de gel condutor foi aplicada
entre os eletrodos e a pele. Dois eletrodos foram usados. Um eletrodo indiferente (eletrodo
auto-adesivo circular, 5 cm de diametro) foi posicionado nas costas do animal; ele
apresentava uma grande area, permitindo uma diminui¢do na concentracdo das cargas
elétricas sobre a pele, e nenhuma hiperemia foi observada depois dos procedimentos elétricos.
Um segundo eletrodo ativo (metalico, 3 mm de diametro) foi usado para estimular o musculo
TA; ele era pequeno o bastante para estimular apenas este masculo.” Durante o procedimento
de EE, este eletrodo foi mantido em contato com a pele diretamente acima do musculo TA,

perpendicular as fibras musculares.
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Antes de cada avaliagao dos parametros elétricos, o local sobre o musculo TA onde a
minima amplitude de estimulo para ativar o musculo foi identificada. Os pardmetros elétricos
foram avaliados antes de cada tratamento de EE para fornecer os valores de reobase, cronaxia
e acomodacdo. Apos isso, os valores de cronaxia foram usados para determinar os parametros
de EE aplicados no musculo TA. Reobase ¢ a minima intensidade de estimulo elétrico
necessaria para produzir uma contragdo muscular (corrente retangular fasica; intervalo de
pulso, 1 s; intervalo interpulso, 2 s).'* Cronaxia ¢ a minima duragdo de pulso necesséria para
induzir uma contragdo muscular (corrente retangular fasica; intervalo interpulso, 2s;
amplitude: duas vezes o valor da reobase)."””*® Acomodagio ¢ a capacidade do musculo em
ndo responder a pulsos de crescimento lento (corrente monofésica exponencial; intervalo de
pulso, 1 s; intervalo interpulsos, 2s), e.g., acomodagdo descreve a resposta da excitabilidade
das membranas para correntes de despolarizagdo lenta sem a geragdo de um potencial de
aciio 2128

Os valores identificados durante as avalia¢des elétricas foram usados para determinar
os pardmetros de EE para cada sessdo, como previamente descrito.”® Quando os valores de
cronaxia eram < 1 ms, uma corrente Faradica foi usada (freqliéncia, 50 Hz; intervalo de pulso,
1 ms; tempo on de 3 s e off de 6 s). Para cronaxia > 1 ms, uma corrente monofasica
exponencial foi usada (freqiiéncia, 20 Hz; duragdo de pulso, duas vezes o valor da cronaxia;
tempo on, 3 s; e tempo off, 6 s). No dois casos, a amplitude do pulso necessaria para induzir
uma contragdo muscular visivel foi selecionada. A escolha da freqiiéncia de estimulacao
permitiu uma contragdo muscular vigorosa usando baixas intensidades de corrente, como
previamente descrito.’

Depois da avaliacdo da excitabilidade muscular, a intensidade de estimulo (amplitude)
necessaria para induzir uma contracdo maxima do musculo TA foi identificada. Esta maxima

contracdo foi considerada quando uma total dorsiflexdo do tornozelo direito foi observada.
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Cada sessao de EE produzia 20 contragdes maximas do musculo TA, aplicadas a cada 48 h
durante 28 dias e iniciando 72 h apds a desnervacdo. O mesmo procedimento foi usado para o
musculo TA normal que foi submetido ao tratamento elétrico.

No presente estudo, um pequeno nimero de contragdes musculares foi usado para
mimetizar o que ¢ usualmente realizado durante uma unica sessdo para a reabilitagdo de
musculos desnervados em seres humanos. Normalmente, em uma unica sessao de tratamento,
a EE dos musculos desnervados é associada com outras intervengdes como 0s exercicios
fisicos, alongamentos musculares ¢ movimentos passivos. Além disso, 20 contragcdes foram
escolhidas devido ao longo tempo de estimulagdo usado (tempo on = 3 s) o que poderia

provocar fadiga muscular, uma vez que todas as contracdes foram realizadas em um curto

periodo de tempo e durante uma tnica sessao de tratamento.

Avaliacdo muscular.

Os ratos foram pesados e os musculos TA direitos foram removidos e pesados. Os
musculos foram divididos em dois pedagos a partir da regido média do ventre muscular, o
fragmento proximal foi usado para a andlise histologica e o distal para o0 RNAm. Para a
avaliagdo histoldgica, o fragmento muscular foi imediatamente congelado em isopentano, pré-
resfriado em nitrogénio liquido, e armazenado em freezer a -80°C (Forma Scientific, Marietta,
Ohio). Cortes transversais seriados (10 um) foram obtidos da por¢do média do ventre dos
musculos TA congelados usando um micrétomo criostato (Microm HE 505, Jena, Alemanha)
e corados com 1% de azul de toluidina/1% borax. Para a andlise de RNAm, o fragmento

muscular foi congelado em nitrogénio liquido e também armazenado a -80°C.
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Area da fibra muscular.

Um corte histologico transversal da regido central do ventre de cada musculo TA foi
usada para avaliar a morfologia das fibras e para medir a area de sec¢do transversa (AST) das
mesmas. Para a obtencdo das fotos dos cortes, um microscopio (Axiolab, Carl Zeiss, Jena,
Alemanha) equipado com uma camera digital (Sony DSC S75, Tokio, Japao) foi usado. As
ASTs de 200 fibras foram aleatoriamente medidas usando o software Axiovision 3.0.6 SP4

(Zeiss).

Isolamento e analise do RNA.

Um fragmento de cada musculo foi homogeneizado e o RNA total isolado usando o
reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia) de acordo com as instru¢des do fabricante.
O RNA foi dissolvido em tris-HCI e acido etilenodiaminotetracético pH 7,6, e quantificado
por espectrofotometria. A pureza foi avaliada pela determinagdo da relacdo entre as
absorbancias a 260 e 280 nm. Todas as amostras tinham relagdes acima de 2,2. A integridade
do RNA foi entdo confirmada por inspe¢ao com brometo de etidio (Invitrogen) corando o

RNA ribossomico 18S e 28S quando expostos a luz ultravioleta.

Transcricdo reversa (RT).

Nos transcrevemos reversamente 1 pg de RNA para sintetizar cDNA. A mistura da
reacdo para transcri¢do reversa continha 1 pg de RNA celular, 5x o tampao de RT, uma
mistura de dNTP (Promega, Madison, Wisconsin) contendo 0,2 mmol.L"! cada de dATP,
dCTP, dGTP ¢ 0,1 mol.L™" de dTTp, 1 pl de oligo (dT) primer (Invitrogen) e 200U da enzima
M-MLV RT (Promega). A reagdo foi encubada a 70°C por 10 min, 42°C por 60 min e

finalmente aquecida a 95°C por 10 min antes de serem colocadas rapidamente em gelo.
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Oligonucleotideos primers.

Os primers foram desenhados para atrogina-1 (GenBank, AF441120) e TFIID
(GenBank, DO1034) usando o software Primer Express 2,0 (Applied biosystems, Foster City,
California). Hill e Goldspink'’ descreveram myoD. Todos foram sintetizados pela Imprint. As
seqiiéncias usadas foram: fator de transcri¢cao II D de camundongo (TFIID) (senso: CCACC-
ACTGCTTAGCACC; antisenso: GCCAAATTCGTTGTCATACC); myoD de rato (senso:
GGAGACATCCTCAAGCGATGC; antisenso: AGCACCTGGTAAATCGGATTQG); e para
atrogina-1 de rato (senso: TACTAAGGAGCGCCATGGATACT: antisenso: GTTGAAT-

CTTCTGGAATCCAGGAT).

Analise por reacdo em cadeia de polimerase em tempo real.

Os niveis de RNA transcritos para os diferentes musculos dos grupos experimentais e
controle foram analisados simultaneamente ¢ as reagdes foram feitas em duplicata em um
Lightcycler (GeneAMP 5700 Sequence Detection System, Applied Biosystems) usando o
SYBR green, um fluorofilo para detecgdo (Applied Biosystems).

A técnica usada para estimar os valores relativos os niveis de RNAm de cada gene
testado (myoD e atrogina-1) pela comparacao de todas as amostras e controles em duplicata
foi baseada nos produtos das reagdes em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real medidos
pela fluorescéncia e quantificados pelo ABI Prism 5700 sequence detector (Applied
Biosystems), baseado em recente metodologia.” TFIID, um fator de transcrigio, foi usado no
presente estudo como um controle enddégeno porque os seus niveis de expressdo mantiveram-
se constantes em modelos de regeneragio.’* Os resultados foram expressos como uma relagéo

entre o nivel de RNAm do gene alvo (myoD e atrogina-1) por nivel de RNAm do TFIID.
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Histologia do nervo ciatico, imunohistoquimica e microscopia confocal.

Os cotos removidos do nervo ciatico foram preparados para microscopia de luz e
confocal. As amostras foram fixadas em formalina 10% por 3 h e depois lavadas em PBS. O
material foi desidratado e montado em parafina para cortes de 7 um, transversais ao nervo.
Para as analises de microscopia de luz, os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e
observados com um microscopio Leica DM400 equipado com uma camera digital Leica
DFC320 (Leica, Wetzlar, Alemanha).

Para a imunohistoquimica e microscopia a laser confocal, os cortes foram incubados
overnight em uma solucdo contendo o anti-neurofilamento-200 kDa (a-NF) (monoclonal,
camundongo, que reconhece subunidades de neurofilamento de porco 200 kDa, dilui¢ao 1:200;
Sigma, St Louis, Missouri) e anti-S100 (policlonal, coelho, que reconhece a unidade
monomérica da proteina ligante ao calcio S-100 de gado com 21 kDa, dilui¢ao 1:800; Sigma).
Depois de lavados em PBS, a dupla marcacao foi feita com a incubagdo dos cortes por 1 h em
solucdo contendo dois anticorpos secundarios diferentes: TRITC-conjugado anti-coelho IgG
(diluicdo 1:200; Dako, Mildo, Itilia) e cabra anti-camundongo IgG Alexa-Fluor-488-
conjugado (dilui¢do 1:200; Molecular Probes, Eugene, Oregon). Os cortes foram finalmente
montados em meio para fluorescéncia Dako e analisado em um sistema a laser confocal LSM
510 (Zeiss), que apresenta dois lasers (argonio e HeNe).

Para a avaliacdo da especificidade,’’ os dois anticorpos foram checados por Western
blotting, que mostrou uma unica banda de reacdo, e os secundarios ndo apresentavam reagoes
quando o anticorpo primario era retirado, ndo representando imunopositividade. Além disso,
nés também realizamos a morfologia baseada no teste de especificidade, consistindo do
mesmo protocolo de imunoreacdes usado em nervos periféricos normais, onde as duas

proteinas sdo expressas claramente, sendo facilmente detectadas suas localizagdes
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morfologicas. Este teste mostrou a especificidade de cada reagente demonstrando marcagoes

apenas onde a proteina alvo esta presente.

Estatistica.

O teste de Levene foi aplicado primeiramente para avaliar a homogeneidade dos
resultados. Para dados com distribuicdo paramétrica (peso corporal e dos musculos TA, e
expressao génica), 0 ANOVA one-way foi usado para identificar possiveis diferencas entre os
grupos. Quando estas diferencas eram observados, o teste de Tukey foi usado. Para dados com
distribuicdo ndo paramétrica (AST e variaveis elétricas), o teste Kruskall-Wallis one-way foi
usado. Para testar eventuais diferengas entre os grupos, o teste de Newman-Keulls de
multiplas comparagdes foi usado (AST). O teste de Mann-Whitney foi usado para as variaveis

elétricas. Para todos os testes, o nivel de significancia de 5% foi adotado (P<0,05).



34

RESULTADOQOS
Variaveis elétricas.

As medidas de pré-desnervagdo dos grupos D e D+EE foram obtidas e consideradas
como valores normais para reobase, cronaxia ¢ acomoda¢do. Todas as varidveis elétricas
foram comparadas aos valores normais e também entre si no 28- dia (Fig. 1).

Os valores de reobase diminuiram em todos os grupos investigados (D: 28,6 + 22%, P
=0,03; D+EE: 54 + 10,9%, P = 0,003; N+EE: 34,4 = 22,6%, P = 0,01) comparado aos valores
normais (0,85 + 0,26 mA). Entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos no 28° dia (Fig.
1A).

Os valores de cronaxia permaneceram constantes no grupo N+EE (0,38 + 0,2 ms),
indicando que a EE ndo afetou seus valores. Contudo, a desnervagdo promoveu um
importante aumento nos valores de cronaxia nos grupos desnervados (D: aumento de 12,3
vezes, P = 0,0001; D+EE: aumento de 15,1 vezes, P = 0,0001) comparado aos valores
normais (0,4 + 0,2 ms; Fig. 1B). Néo houve diferenca entre D e D+EE no 28" dia (Fig. 1B).

Todos os grupos mostraram valores normais de acomodacdao (N: 1,44 + 0,7 mA)
depois de 28 dias (N+EE: 0,86 = 0,38 mA; D: 1,32 = 0,23 mA; D+EE: 0,79 £ 0,4 mA), sem

nenhuma diferencga entre eles (P > 0,05; Fig. 1C).
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FIGURA 1. Variaveis elétricas dos musculos Tibial anterior (TA) obtidas da avaliacao
elétrica ao longo de 28 dias de desnervagdo. Os dados sdo apresentados em média + desvio
padrdo. N, Valores normais obtidos pré-desnervagdo; IPD, valores imediatamente pos-
desnervacdo; N+EE, musculo TA normal submetido a avaliacdo elétrica ¢ a estimulagao
elétrica (EE) a cada 48 h; D, musculos TA desnervados submetidos a avaliagcdo elétrica
apenas no 28" dia; D+EE, musculos TA desnervados submetidos a avaliacao elétrica ¢ a EE a
cada 48 h. (A) Valores de Reobase: *P < 0,05 quando todos os grupos foram comparados ao
valor normal. (B) Valores de Cronaxia: P < 0,05 quando os grupos desnervados (D ¢ D+EE)
foram comparados aos valores normais. (C) Valores de Acomodacédo: Nao houve diferenga
entre os grupos no 28" dia comparado aos valores normais. Observe que todos os grupos
mostraram uma redugao nos valores de reobase. A cronaxia aumentou nos grupos D e D+EE,
e foi mantida em valores acima de 1 ms, confirmando que os musculos estavam desnervados.
Todos os grupos mostraram valores normais de acomodagio no 28" dia.
Amplitude usada na estimulacéo elétrica.

Uma andlise da amplitude do pulso durantes as primeiras sessdes de EE mostrou
valores elevados de corrente no grupo D+EE comparado a N+EE (2,7 = 0,3 mA e 2,1 £ 0,3

mA, respectivamente, P = 0,001). Entretanto, ndo houve diferenca entre estes grupos na

ultima sessdo de tratamento (2 = 0,3 mA e 1,8 £ 0,2 mA, respectivamente, P = 0,25).

Peso corporal e do musculo TA.

Apenas trés grupos apresentaram um aumento do peso corporal quando comparados os
pesos inicial e final: o grupo sham aumentou 11,9 + 2,67% (de 339,6 + 16,2 g para 380,2 +
23,2 g, P =0,0008), D aumentou 12,21 + 3,19% (de 358 + 13,48 g para 401,7 £ 199 g, P =
0,01), e N+EE apresentou um aumento de 6,18 + 3,17% (de 313,1 £29,6 g para 331,8 £25 g,
P =0,004).

Como houve diferengas entre o peso corporal dos grupos, o peso dos musculos de cada
animal foi expresso como uma porcentagem to seu peso corporal final.

Trés grupos apresentaram um declineo no peso do musculo TA (sham, 0,7 = 0,09, P =
0,02; D, 0,3 + 0,07, P = 0,001; D+EE, 0,2 + 0,02, P = 0,001) comparado a valores normais

(0,73 = 0,06). Embora os musculos desnervados apresentaram uma importante diminui¢do no
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peso muscular quando comparado ao grupo N (D, perda de 62,5 + 1%; D+EE, perda de 66 +

0,5%) nenhuma diferenca foi entrada entre eles.

Area de seccdo transversa das fibras musculares.

Devido as diferencas de peso corporal entre os grupos, os dados de AST foram
normalizados pelo peso corporal de cada animal em todos os grupos e expressos em um? por
grama de peso corporal. A Figura 2 mostra um intensa atrofia das fibras musculares dos
musculos TA desnervados nos grupos D ¢ D+EE comparados a N. A atrofia das fibras
musculares foi também confirmada pela diminuicao da AST das fibras musculares nos grupos
desnervados (Fig. 3) comparado ao grupo N, mas nenhuma diferenca foi encontrada entre D e
D+EE (P = 0,63). Os grupos sham e N+EE nao apresentaram diferengas na AST comparados

ao grupo normal (Fig. 3).
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FIGURA 2. Cortes transversais das fibras musculares dos musculos tibial anterior (TA)
corados com azul de toluidina. (A) Normal, musculos TA normais; (B) Sham, grupo
submetido ao procedimento de desnervacdo sem lesdo nervosa; (C) N+EE, musculos TA
normais submetidos a avaliagdo elétrica e a estimulagao elétrica (EE) a cada 48 h; (D) D+EE,
musculo TA desnervado submetido a avaliagdo elétrica e a EE a cada 48 h; (E) D, musculos
TA desnervados. Observe a atrofia das fibras musculares dos musculos TA nos grupos
desnervados (D, E). Barra, 40 um.
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FIGURA 3. Area de seccio transversa das fibras musculares do tibial anterior (TA). Os dados
sdao apresentados em média £ desvio padrao. Normal, musculos TA normais; Sham, grupo
submetido ao procedimento de desnervacao sem lesdo nervosa; N+EE, musculos TA normais
submetidos a avaliacdo elétrica e a estimulacao elétrica (EE) a cada 48 h; D, musculos TA
desnervados; D+EE, musculo TA desnervado submetido a avaliagdo elétrica e a EE a cada 48
h. *P < 0,05 quando os grupos desnervados (D e D+EE) foram comparados com o grupo N.
Observe que a EE ndo foi capaz de prevenir a atrofia das fibras musculares apds a
desnervacgao.

Expresséo génica de myoD e atrogina-1 por RT-PCR em tempo real.

A desnervagdo aumentou sensivelmente os niveis de RNAm de myoD e atrogina-1
comparado a valores normais (Fig. 4). Semelhantemente, o grupo D+EE também aumentou a
expressdao de myoD e atrogina-1 (Fig. 4). Estes niveis foram significantemente mais baixos
quando os musculos estimulados eletricamente foram comparados aos musculos desnervados
ndo estimulados (myoD, P = 0,0001; atrogina-1, P = 0,0002), indicando que a EE ¢ capaz de
reduzir a expressdo de myoD e atrogina-1 em musculos desnervados (Fig. 4). Além disso, os

grupos sham e N+EE ndo apresentaram valores diferentes de myoD e atrogina-1 se

comparados ao N (Fig. 4).
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FIGURA 4. Niveis de RNAm de myoD e atrogina-1 em musculo tibial anterior (TA) de rato.
Os dados sdo apresentados em média + desvio padrdo. Colunas claras, myoD, colunas negras,
atrogina-1. Normal, musculos TA normais; Sham, grupo submetido ao procedimento de
desnervagao sem lesdo nervosa; N+EE, musculos TA normais submetidos a avaliagdo elétrica
e a estimulagdo elétrica (EE) a cada 48 h; D, musculos TA desnervados; D+EE, musculo TA
desnervado submetido a avaliagdo elétrica e a EE a cada 48 h. *P < 0,05, grupos D+EE e D
comparados ao grupo N; P < 0,05, quando o grupo D+EE ¢ comparado a D. Note que os
musculos desnervados submetidos a EE mostraram uma diminui¢do na expressdo génica de
myoD e atrogina-1 quando comparados aos musculos desnervados e ndo estimulados.
Histologia, imunohistoquimica e microscopia confocal do nervo ciético.

As andlises de histologia e imunohistoquimica ndo mostraram diferengas morfoldgicas
entre os grupos D+EE e D. Em todos os nervos, a analise microscopica do lado proximal ao
coto de transec¢do mostrou a presenca de um neuroma terminal (Fig. 5). A coloragdo por
Papanicolau (Fig. 5C e E) mostrou a presen¢a de uma grande quantidade de tecido conjuntivo,
caracterizando o neuroma. Imunohistoquimica e imagens confocais com os anticorpos para
neurofilamento (branco) e anti-S100 (cinza), Fig. 5D e F, confirmaram a existéncia de um

neuroma ao lado da lesdo, pela demonstracdo da presenca de pequenas e irregulares fibras

nervosas direcionadas (branco) imersos em um ambiente rico de glia (cinza). Os cortes dos
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nervos do grupo D+EE também apresentaram um neuroma terminal ao lado da lesao, como

observado pelo Papanicolau (Fig. SE), anti-neurofilamento e anti-S100 (Fig. 5F).

FIGURA 5. Cortes dos nervos ciaticos do controle (A,B), desnervado (C, D) e desnervado
tratado com eletroestimulacdo (E, F). (A,E) Corado por H&E; (C) Corado com Papanicolau;
(B,D,F) imagens confocais depois de dupla marcacdo com anti-neurofilamento (branco) e
anti-S100 (cinza). Observe a estrutura normal do nervo (A, B) com axonios delimitados (setas
negras em A e brancas em B). A presenca de um neuroma terminal imediatamente ao ponto
de lesdo ¢ observado em C e em E; também podemos notar proliferacao de tecido conjuntivo
e auséncia de organizagdo dos axonios (asteriscos). Imagens confocais (D, F) confirmaram os
achados. Barra de escala, 20 pum.
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DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que 20 contragdes musculares induzidas por EE a cada 48 h
e usando eletrodos de superficie, como normalmente usado na reabilitagdo, foram capazes de
reduzir o acumulo do RNAm de myoD e atrogina-1 em musculos esquelético desnervado. A

4,10,23 - .
34102 ihdicando que

expressao destes genes esta normalmente elevada depois da desnervagao,
a atividade elétrica promove um efeito regulatdrio nestes genes em musculos desnervados de
rato. Entretanto, o protocolo de EE ndo preveniu a atrofia das fibras musculares. Embora os
resultados deste estudo tenham sido obtidos em musculos de ratos, eles trouxeram novas
informagdes sobre os efeitos da EE sobre a expressdo génica em musculo desnervado. Apesar
do fato das dificuldades para executar um estudo semelhante em humanos por razdes éticas,
futuras investigacdes usando procedimentos similares de EE em musculos de seres humanos
serdo necessarios para gerar comparagoes.

Trabalhos prévios mostraram os efeitos benéficos das correntes elétricas em reduzir o
aumento da expressio de genes em musculos desnervados.*'®* Kostrominova et al.”’
mostrou que um protocolo de estimulagdo elétrica cronico (bursts de 20 pulsos bifasicos, 100
Hz, 9 V, 200 contragdes por dia, com 7,2 min de intervalo entre cada contragdo, durante 2
meses) em musculos extensor longo dos dedos (EDL) desnervados, reduzem a expressao de
varios genes aumentados depois da desnervacdo do musculo esquelético, incluindo a
miogenina ¢ calpainas (familia de proteases ativadas pelo calcio que é um fator critico da
desestruturacdo das estruturas do sarcomero no musculo desnervado).

Buonanno et al.* mostrou que depois de 6 a 10 dias de desnervagdo, os niveis de RNA
da myoD, miogenina, myf-5, MRF-4, e receptores de acetilcolina alfa aumentaram em
musculo so6leo de rato em aproximadamente 7, 17, 6, 3 e 75 vezes,

respectivamente ,comparados aos musculos inervados. Entretanto, em musculos desnervados

e eletroestimulados (pulso bifasico; tempo on: 1 s; tempo off: 100 s; freqiiéncia, 100 Hz;
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amplitude, 10-15 mA; duragao de pulso, 0,5 ms), os niveis foram aproximadamente 2, 5, 3,
1,4 e 8 vezes maior, respectivamente, comparado aos soleos inervados.

Estes dados também mostraram que a EE pode regular a expressao génica de myoD
em musculos desnervados. O aumento nos niveis de myoD depois da desnervagdao é,
possivelmente, relacionado ndo apenas a ativagdo e a proliferacdo de células satélites mas
também a regulagio do ciclo celular.”’ Na verdade, muitos estudos tém sugerido que a funcio
da indugio de myoD durante a desnervacio deve funcionar para prevenir a atrofia muscular.”’
Entretanto, ndo esta claro na literatura se este aumento nos niveis de myoD ¢ uma tentativa do
musculo para manter sua estrutura até a reinervagdo. MyoD parece ter diferentes papéis
durante a desnervagao, por exemplo, ligando-se a regides promotoras de muitos genes, como
dos receptores de acetilcolina.*'® Além disso, myoD apresenta outras importantes relagdes
com outras vias, incluindo a ubiquitina proteossoma.””> Atrogina-1 pode degradar myoD em
periodos embrionarios, controlando a ativagdo e a diferenciagdo de mioblastos e células
satélites. Os efeitos subseqiientes do controle da myoD durante a miogénese e regeneragao
depois de lesdes sugere que um aumento na expressao da atrogina-1 pode afetar a regulagdo e
regeneragdo do musculos esquelético.”

Futuros estudos sdo necessarios para esclarecer a relacdo entre myoD e atrogina-1.
Imediatamente depois da desnervagdo, os niveis de myoD comegam a aumentar, alcangando
um pico na primeira semana p6s desnervacio,*'® sugerindo uma resposta inicial a auséncia de
estimulo elétrico ou neurotrofico.*'? Entretanto, At t al."” mostrou que o aumento do RNA de
myoD persiste até 28 dias depois da desnervagdo, indicando que a myoD possivelmente age
como um regulador no processo de regeneracdo muscular. Entretanto, os niveis de atrogina-1
aumentam progressivamente durante a desnervacdo, como confirmado pelo aumento na

degradagdo de mioproteinas.’
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A influencia elétrica na regulacdo da expressdo de genes ¢ pouco estudada. Huang et
al.'® mostrou que a despolarizacio da membrana provoca mudancas na cascata da proteina
quinase C (PKC) e conseqiientemente na expressdo dos MRFs. A excitabilidade normal da
membrana mantém a atividade das PKCs, que controlam a expressio de RNAm da myoD e
miogenina, provocando um declineo em seus niveis.

A regulagdo da expressdo génica de myoD e atrogina-1 pela EE poderia ser um
primeiro passo da maquinaria génica para proteger o musculo do aumento da expressao de
genes que ocorrem depois da desnervagdo, como recentemente observado em musculos
desnervados submetidos & EE.” Entretanto, futuros estudos sio necessarios para avaliar esta
hipdtese, uma vez que a regulacdo foi insuficiente para prevenir a atrofia das fibras
musculares em nosso estudo, talvez por causa do baixo niimero de contragdes aplicado. Um
trabalho recente,® usando eletrodos implantados, avaliou protocolos de EE usando de 25 a
5000 contragdes musculares didrias durante 5 semanas em musculo EDL desnervado de rato.
Os autores concluiram que 200 contragdes por dia sdo suficientes para prevenir a atrofia
muscular e manter a for¢a contratil.

O melhor modo para estimular eletricamente musculos desnervados requer que as
caracteristicas de excitabilidade sejam avaliadas. Durante a reabilitacdo, a excitabilidade
muscular ¢ determinada por curvas de amplitude e dura¢io' e também pela identificagdo da
cronaxia.”® Estes valores devem ser avaliados periodicamente, permitindo que o terapeuta
ajuste os parametros elétricos para garantir que o tratamento seja capaz de induzir contragao
muscular. Este aspecto foi controlado no presente estudo e importantes mudangas na
excitabilidade muscular foram detectadas nas medidas de reobase, cronaxia e acomodagao. Os
musculos desnervados permaneceram hiperexcitados por 28 dias, confirmados pela
diminui¢io nos valores de reobase.'”*® O grupo N, entretanto, também apresentou uma

diminui¢do na reobase quando submetido ao tratamento elétrico, indicando que ndo apenas a
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desnervagdo induz alteragdes na reobase, mas também o tratamento elétrico per se. Esta
observacdo deve ser atribuida a mudancas na condutancia de sédio no nervo (N+EE) e no
musculo (D+EE), como previamente descrito.””>®

Os valores de cronaxia apresentaram um aumento ¢ depois permaneceram elevados
por 28 dias em acordo com estudos prévios."”?’** E bem conhecido que musculos
desnervados tornam-se menos responsiveis a pulsos elétricos de curta duragdo, e que uma
longa duragio de pulso é necessaria para induzir contragio.””° Recentemente, foi mostrado
que a cronaxia alcanca valores 80 vezes maiores em 28 dias pds desnervacdo quando
comparado aos valores pré desnervagio em miisculo TA de rato.”® Uma analise de miisculos
TA desnervados em coelhos mostrou um aumento de 3 vezes nos valores de cronaxia depois
de 14 dias de desnervagdo, mantendo-se estaveis por 24 semanas.' Esta altera¢io no tempo de
resposta muscular a pulsos elétricos representa um problema clinico para a estimulagdo de
musculos desnervados.

Nossa analise morfoldgica dos nervos mostrou que o procedimento cirurgico usado
para induzir a desnervagdo do musculo (completa interrup¢ao do nervo), levou a formagao de
um neuroma terminal que inibiu a regeneragdo das fibras nervosas proximo ao local de lesdo.
Nenhuma diferenca morfolégica entre D e D+EE foi detectada, demonstrando que a EE nos
musculos nido exerce agdo sobre a formag¢do do neuroma em nervos seccionados. Este
resultado, associado com os valores de cronaxia superiores a 1 ms, confirmaram que os
musculos TA foram mantidos desnervados ao longo dos 28 dias de experimento.

Em conclusdo, os resultados deste estudo mostraram que 20 contragdes musculares,
induzidas eletricamente usando eletrodos de superficie e aplicadas em dias alternados baseado
na excitabilidade muscular, similar aos protocolos usados na reabilitagdo clinica de humanos
foram capazes de reduzir o acimulo de RNAm de myoD e atrogina-1 em musculos

desnervados, relacionados aos crescimento muscular e atrofia, respectivamente. Embora os
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resultados foram obtidos em musculos de rato, eles trazem interessantes informacdes para a
reabilitacdo em humanos, porque mostram efeitos significativos da EE na expressdo de dois

genes do trofismo muscular.

Este projeto recebeu apoio financeiro da Funda¢ao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (FAPESP; Numero do processo: 05/5474-3). T. L. Russo e S. M. Peviani foram
bolsistas de doutorado da FAPESP. C. M. Freria foi bolsista de inicia¢do cientifica do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), e D. Gigo-Benato
foi bolsista de mestrado da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
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RESUMO
A atrofia da fibra muscular apds a desnervagdo ocorre concomitantemente com a proliferacao
de tecido conjuntivo intramuscular. Estes eventos interferem negativamente sobre as
propriedades mecanicas e funcionais dos musculos desnervados comprometendo sua
recuperagdo. A estimulagdo elétrica (EE) ¢ usada na reabilitagdo dos seres humanos para
tratar musculos desnervados. Entretanto, os efeitos desta terapia sobre a matriz extracelular
(MEC) intramuscular permanecem incertos. Metaloproteinases (MMPs) sdo responsaveis pelo
remodelamento da MEC em muitas doengas neuromusculares. Este estudo avalia o efeito da
EE na atividade de duas importantes MMPs, a MMP-2 ¢ a MMP-9, ambas envolvidas no
remodelamento da MEC em musculos desnervados de rato. Trinta e quatro ratos Wistar (3
meses de idade, 356 + 38,7 g) foram divididos em cinco grupos: desnervado (D); D+EE; sham
desnervagao; normal (N); e N+EE. Vinte contracdes musculares maximas foram induzidas a
cada 48 h usando eletrodos de superficie, como geralmente usados na reabilitacdo de
musculos desnervados em humanos. As analises de zimografia e reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) em tempo real das MMPs foram usadas para avaliar os musculos depois de
28 dias de desnervagdo. Tanto o grupo D como o D+EE apresentaram um aumento na
atividade da MMP-2 comparado com o grupo N (P < 0,05). Além disso, apenas D+EE
apresentou aumento da expressdo génica da MMP-2 comparado com o grupo N (P<0,05). A
atividade da MMP-9 ndo foi detectada em nenhum dos grupos. Os resultados deste estudo
indicam que a desnervagdo aumenta a atividade da MMP-2 ¢ a EE regula a expressdo génica
da MMP-2 em musculo esquelético desnervado de rato. Estes achados ajudam a esclarecer os
efeitos da EE sobre a MEC de musculos desnervados e pode ser 1til para o desenho de novas

estratégias terap€uticas para a reabilitacao de pacientes com musculos desnervados.

Palavras-chave: tecido conjuntivo; atrofia muscular; lesdo nervosa; mtsculo esquelético.
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A reabilitagdo fisica de musculos desnervados em seres humanos ¢ longa e
normalmente incompleta.'” Uma profunda perda de massa e da habilidade de geragdo de forca
ocorre depois da desnervagido.**'*!® Mudancas na demanda em doengas musculares, como
depois da desnervacdo, causa o remodelamento da matriz extracelular (MEC),8 e as
metaloproteinases de matriz (MMPs) tem um papel critico nas modifica¢des da MEC."**®
MMPs s3o uma familia de enzimas proteoliticas zinco-dependentes composta por mais de 22
membros incluindo subfamilias como colagenases, gelatinases, estromelisinas e MMP do tipo
membrana.’*®* As MMPs sdo sintetizadas como uma forma pré ou inativa que precisa ser
processada para se tornar ativa. Elas s3o secretadas por células presentes no musculo
esquelético como as células de Schwann, axonios, células satélites e fibroblastos.’

Considerando a grande familia de MMPs, a MMP-2 (gelatinase A) e a MMP-9
(gelatinase B) sdo enzimas chaves no processo de remodelamento da MEC no musculo
esquelético durante mudangas de demanda de atividade e respostas frente a lesdes.” Ambas
sdo conhecidas por degradar a forma nao fibrilar de colageno tipo IV e desnaturar coldgenos
intersticiais.'

MMPs tém sido relacionadas com uma variedade de processos de desenvolvimento,
funcionais e patolégicos do musculo esquelético.”” Entretanto, seus papéis nos musculos
desnervados permanecem incertos. Apenas alguns poucos estudos investigaram o papel das
MMPs em doencas neuromusculares.™'*"**** Em musculos normais de camundongo,
MMP-2 e -9 sdo localizadas na jun¢do neuromuscular (JNM), células de Schwann e no
perineuro de nervos intramusculares.'® Entretanto, depois da lesio por esmagamento, as
MMPs permanecem presentes na JNM,*'* mas também podem ser encontradas ao redor de
fibras musculares, capilares, MEC ou células mononucleadas.®

Entender como estas MMPs reagem a recursos terapéuticos normalmente usados na

reabilitacdo de musculos desnervados pode ser importante para desenvolver novas estratégias
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terapéuticas. A estimulagdo elétrica (EE) aplicada por eletrodos de superficie ¢ usada para a

10, 2 . - 252
0-27 ¢ em modelos animais.?”>?’ Estudos

recuperagao de musculos desnervados em humanos
animais tém mostrado, recentemente, que a EE ¢ um potente estimulo capaz de regular a
expressio génica no musculo pods desnervagdo.'®*® Koskinen et al.'”” mostrou que a
estimulagado elétrica funcional (FES) prolongada de musculos paralisados, em individuos com
lesdo medular, aumentando a quebra de colageno tipo IV em musculos esqueléticos como
resposta ao treino de carga. Entretanto, ainda ¢ incerto como a EE afeta o remodelamento da
MEC do tecido muscular depois da lesdo nervosa periférica.

Recentemente, ndés mostramos que a EE regula fatores musculares como myoD e
atrogina-1 relacionados, respectivamente, com vias de hipertrofia e atrofia em musculos de
ratos depois da sec¢io total do nervo.”® Baseado nestes resultados nos hipotetizamos que a EE
poderia também afetar a atividade das MMPs em musculos desnervados. Ao Proposta deste

estudo foi avaliar os efeitos da EE tanto no RNA mensageiro (RNAm) como na atividade

gelatinolitica das MMPs em musculos desnervados de rato.
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MATERIAIS E METODOS

Trinta e quatro ratos Wistar machos com 3 meses de idade (356 + 38,7g) foram usados.
Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas em uma sala com as variaveis ambientais
controladas e livre acesso a dgua e alimentagdo. Os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo comité de ética da universidade e o estudo foi conduzido de acordo com as
normas nacionais.

Os animais foram randomicamente divididos em 5 grupos: D, musculo tibial anterior
(TA) desnervado (n = 8); D+EE, TA desnervado submetido a avaliacdo da excitabilidade
elétrica e a EE a cada 48 h (n = 8); sham, submetido aos procedimentos experimentais sem
lesdo nervosa (n = 5); N+EE, TA normal submetido a avaliacdo da excitabilidade elétrica e a
EE a cada 48h (n = 8); e N, animais normais (n = 5). Todos os grupos foram avaliados no 28-
dia dos procedimentos experimentais. Esse periodo de desnervacdo foi escolhido porque a

4,2531
atrofia muscular**>>

e as mudancas na composi¢do da MEC e na atividade das MMPs® sdo
maiores nos musculos esqueléticos de rato durante as primeiras semanas pos-desnervagao.

O musculo TA foi escolhido porque quase todas as suas fibras atravessam a porg¢ao
central do ventre do musculo e sio distribuidas de tenddo a tenddo.'® além disso, ele é um
musculo superficial, tornando facil a identificagdo da minima contrag¢do visivel e permitindo
que a EE seja aplicada diretamente sobre a pele usando eletrodos de superficie.

Os ratos foram anestesiados com uma injecao intraperitonial de xilazina (12 mg/Kg) e
quetamina (95 mg/Kg) para os procedimentos cirurgicos e desnervagdo, avaliacdo elétrica,

tratamento elétrico ¢ remocdo dos musculos. Eles foram mortos com uma overdose de

anestésico.
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Procedimento de Desnervagao.

O procedimento de desnervagio foi realizado como previamente descrito.”
Brevemente, 1 cm do nervo cidtico direito foi cortado e removido promovendo uma
desnervagao distal dos musculos da pata traseira, incluindo o musculo TA.

A desnervagao do TA foi confirmada durante o periodo experimental pelas medidas de
cronaxia.’® O musculo TA foi considerado desnervado quando apresentava valores de

. . 10,11,23,25,26 4 1
cronaxia maiores que 1 ms. Musculos TA foram desconsiderados quando os valores

de cronaxia foram menores ou iguais a 1 ms no 28° dia.

Avaliacao elétrica e procedimentos para estimulacgao.

Um equipamento para a estimulacdo elétrica que permitia mudangas nos parametros
elétricos foi usado para avaliar a excitabilidade dos méisculos e para o tratamento elétrico.*®
Resumidamente, dois eletrodos de superficie foram usados: um eletrodo indiferente (circular,
auto-adesivo, com 5 cm de didmetro) posicionado nas costas do animal; e um eletrodo ativo
(metalico com 3 mm de didmetro) para estimular o musculo TA. Durante os procedimentos da
EE, o eletrodo ativo foi mantido em contado com a pele imediatamente acima do TA
perpendicular as fibras musculares.

Antes de cada avaliacdo dos pardmetros elétricos, a regido sobre o TA em que a
minima amplitude necessaria para induzir uma contragdo muscular foi identificada. Os
parametros elétricos (reobase, cronaxia e acomodagdo) foram avaliados antes de cada
tratamento elétrico como descrito previamente.*>°

Os valores identificados durante a avaliagdo elétrica foram usados para determinar os
parametros da EE para cada sessdo. Para cronaxia maior que 1 ms, uma corrente monofasica

exponencial foi usada (freqiiéncia: 20 Hz; durag@o de pulso: duas vezes o valor da cronaxia;

tempo on: 3 s; tempo off: 6s). A amplitude de pulso necessaria para induzir uma contracao
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visivel foi selecionada. A freqiiéncia de estimulagdo selecionada permitiu uma contragao
muscular vigorosa usando baixas amplitudes de corrente.’

Neste estudo um nimero pequeno de contragdes musculares foi usado para mimetizar
0o que ¢ normalmente recomendado durante uma unica sessdo de reabilitacdo para a
recuperacdo de musculos desnervados em humanos. Além disso, 20 contracdes musculares
foram escolhidas porque uma longa duracdo de estimulagdo foi usada (tempo on: 3 s)
podendo induzir fatiga muscular, desde que todas as contragdes foram feitas em uma unica

sessdo de tratamento.

Avaliacdo muscular.

Os animais foram pesados e os musculos TA direitos foram cuidadosamente
dissecados e removidos. Os musculos foram entdo divididos em duas partes a partir da regido
central do ventre muscular, com o fragmento distal sendo usado para analise morfométrica
(medidas de area de secgdo transversa) e o proximal sendo dividido novamente em outros dois
novos pedacos, um para RNAm e outro para a zimografia. Estes dois fragmentos foram
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C (Foram Scientific, Marietta,
Ohio).

Para a avaliagdo morfométrica, o fragmento distal foi imediatamente congelado em
isopentano, pré-congelado em nitrogénio liquido, e armazenados em freezer a -80°C. Cortes
seriados transversais (10 um) foram entdo obtidos da regido média do ventre dos musculos
TA congelados usando um micrétomo criostato (HE 505, Microm, Jean, Alemanha). Os
cortes foram corados com 1% azul de toluidina/1% boérax (TB) para avaliar a area de sec¢ao
transversa (AST) das fibras musculares.***°

Um corte histologico do ventre muscular de cada musculo TA (n = 5 por grupo) foi

usado para as medidas de AST. Estas medidas foram realizadas na regido central dos cortes
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histoldgicos. Para obter as imagens, um microscopio de luz (Axiolab; Carl Zeiss, Jena,
Alemanha) equipado com uma camera digital (DSC S75; Sony, Toquio, Japao) foi usada. A
AST de 200 fibras escolhidas aleatoriamente foram medidas usando o software AxioVision
3.0.6 SP4 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Para analise do tecido conjuntivo intramuscular, um sistema planimétrico foi usado
com pontos de interseccdo. A quantificacdo foi realizada por um reticulo com area total de
2500 pm?, contendo 56 linhas de intersec¢io.”® A porcentagem da densidade de tecido
conjuntivo foi calculada ao dividir o nimero total de pontos de coincidéncia com o tecido
conjuntivo (endomisio e perimisio) pelo total de intersec¢des no plano. Esta analise foi
realizada em 5 areas por corte, incluindo 5 fotos por animal, totalizando 1400 pontos por
animal.

Extragdo dos tecidos e a analise zimografica foram realizadas de acordo com
metodologia atual.'” A massa molecular da atividade gelatinolitica de cada banda foi
determinada por comparacdo a um marcador de massa molecular de proteina (PageRuler
Prestained Protein Ladder; Fermentas Life Sciences, Burlington, Ontério). A atividade das
bandas foi identificada como descrita e de acordo seus pesos moleculares (72 kDa: pro-MMP-
2; 64 kDa: intermediaria MMP-2; 57 kDa: MMP-2 ativa; 92 kDa: pr6o-MMP-9; 81 kDa:
MMP-9 ativa).® A analise quantitativa densitométrica das bandas das proteinas na zimografia

foi realizada usando o software GeneTools v3.06 (Syngene, Cambridge, UK).

Isolamento e analise do RNA.

Um fragmento congelado de cada musculo foi homogeneizado ¢ o RNA total foi
extraido usando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Tanto a extragdo do RNA quando a sintese de cDNA foram feitas de

roos 24,2
acordo com estudos prévios.***
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Oligonucleotideos Primers.

Os primers foram desenhados para gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (GAPDH;
GenBank, AF106860) usando o software PrimerExpress v2.0 (Applied Biosystems, Foster
City, Califérnia). Menon et al.?' descreveu a seqiiéncia do primer para MMP-2. Os primers
foram sintetizados pela Imprint (Campinas, Sdo Paulo, Brasil). As seqiiéncias génicas usadas
foram para GAPDH de rato (senso: GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG,; antisenso: GTG-
GTGCAGGATGCATTGCTGA); e a MMP-2 do rato (senso: CTGATAACCTGGATGCAG-

TCGT; antisenso: CCAGCCAGTCCGATTTGA).

Analise por reacdo em cadeia de polimerase em tempo real.

Os niveis transcricionais de RNA para os musculos dos grupos experimentais e
controle foram analisados simultaneamente e¢ as reagdes realizadas em duplicata em um
LightCycler (Rotor Gene 3000, Cobertt Research, Sdo Francisco, Califérnia) usando um
marcador para detec¢do de fluorescéncia, o SYBR-green (Applied biosystems, Foster City,
California) e 180 nM de cada primer em um volume final de 50 pl. As condi¢des térmicas de
ciclagem para MMP-2 e GAPDH foram: 10 min a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 s a
94°C., 30 s a 48°C para a MMP-2 ¢ a 56°C para o GAPDH, respectivamente, ¢ 1 min a 72°C.
Para cada gene, todas amostras foram amplificadas simultanecamente em duplicata em uma
mesma corrida. Dados foram analisados usando limiares de ciclo (Ct) de uma forma

comparativa. A expressio do gene alvo foi normalizada pelo GAPDH.*'"

Estatistica.
Testes de normalidade e Levene foram feitos primeiramente para confirmar se os
dados eram paramétricos. Apds isso, a analise de variancia one-way ANOVA foi usada para

identificar possiveis diferengas entre os grupos. Quando estas diferencas foram observadas, o
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teste de Tukey foi utilizado. Para todos os testes, um nivel de significancia de 5% foi adotado

(P < 0,05).
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RESULTADOS
Densidade do tecido conjuntivo.

A desnervacao aumentou a densidade de tecido conjuntivo (D: 20,7 + 6,4%, P = 0,02;
D+EE: 21,42 + 7,6%, P = 0,002) comparado com valores normais (7,7 + 2,9%). Nao houve
diferenca entre os grupos D e D+EE. Além disso, nenhuma diferenca foi encontrada na

densidade de tecido conjuntivo dos musculos TAs entre os grupos N, Sham (9,3 + 3,6%), e

N+EE (9,1 + 3,4%).

Distribuicdo da area de seccdo transversa das fibras musculares.
Os grupos N, Sham e¢ N+EE mostraram uma distribuicdo na AST heterogénea,
variando de 0,1 a valores maior que 7,01 um?/ g de peso corporal (Fig 1), enquanto os grupos

D e D+EE variaram entre 1,01 a 4,0 um?/ g de peso corporal (Fig 1).
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FIGURA 1. Distribuigdo da area de sec¢do transversa da fibra muscular. Os grupos foram: N,
normal; sham, submetido ao procedimento de desnervacdo sem lesdo nervosa; D+EE,
musculo TA desnervado submetido a avaliagao elétrica ¢ a EE a cada 48 h; D, musculo TA
desnervado; N+EE, muasculo TA normal submetido a avaliacdo elétrica ¢ a EE a cada 48 h. Os
grupos D e D+EE apresentaram uma diminui¢ao na AST.
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Andlise zimograéfica.

A anélise zimografica mostrou 3 bandas bem definidas (72 kDa / pr6-MMP-2, 64 kDa
/ MMP-2 intermediaria ¢ 57 kDa / MMP-2 ativa). Um visivel aumento nas trés bandas da
MMP-2 foi particularmente observado nos grupos D e D+EE (Fig 2).

A andlise quantitativa das densidades das bandas mostrou que todas os componentes
da MMP-2 aumentaram sua atividade em D comparado ao grupo N (pro: 2,9 vezes, P =
0,0002; intermediaria: 2,1 vezes, P = 0,001; ativa: 5,8 vezes, P = 0,0002; Fig 2). O grupo
D+EE também apresentou um aumento na atividade da MMP-2 (pro: 3,2 vezes, P = 0,0001;
intermediaria: 2,2 vezes, P = 0,001; ativa: 5,9 vezes, P = 0,0001) comparado com o grupo N,
embora estes valores ndo foram diferentes daqueles encontrados no grupo D (P = 0,9; Fig 2).
Nenhuma diferenca entre os grupos N, sham e N+EE foi encontrada (P > 0,05). A atividade

da MMP-9 nio foi identificada em nenhum dos grupos avaliados.
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FIGURA 2. Densitometria das bandas de zimografia da MMP-2 em unidades arbitrarias. Ver
Figura 1 para identificagdo dos grupos. (A) Atividade da forma latente da MMP-2 (72 kDa);
(B) atividade da forma intermediaria da MMP-2 (64 kDa); (C) atividade da forma ativa da
MMP-2 (57 kDa). *P < 0,05 comparado aos valores de N (A-C). Os grupos D e D+EE
apresentaram um aumento significativo na atividade das diferentes formas da MMP-2. A
estimulacdo elétrica em musculos inervados (N+EE) ndo alterou a atividade da MMP-2. Os
dados sdo apresentados como média + desvio padrao.
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Expressdo génica da MMP.

Como a MMP-9 ndo foi detectada pela zimografia, apenas a expressdo génica da
MMP-2 foi realizada. A EE aumentou a expressdo génica da MMP-2 em musculos
desnervados (D+EE) em cerca de 2,6 ¢ 1,9 vezes comparada com os grupos N (P = 0,0007) e
D (P = 0,0006), respectivamente (Fig 3). Nenhuma diferenga entre os grupos N, Sham, D e

N+EE foi encontrada.

w
o
%

w

N
N (3]
'l 'l

”
—
—
—l
—

Atividades Arbitrarias

e
o
'l

o

N Sham D D+EE N+EE

FIGURA 3. Niveis de RNAm da MMP-2 em musculo tibial anterior (TA) de rato. Ver a
Figura 1 para a abreviatura. *P<0,05 comparado com N. A EE mostrou que o aumento da
expressdo génica da MMP-2 em musculos desnervados. Os dados sdo apresentados como
média £ desvio padrao.
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DISCUSSAO

O presente estudo trouxe novas informacgdes sobre o particular envolvimento da
MMP-2 na adaptagdo muscular pos-desnervagdo. Além disso, nossos resultados suportam a
premissa que a EE ¢ efetiva na regulagdo da expressao génica da MMP-2.

Estudos prévios mostraram que a EE ¢ um potente estimulo capaz de evitar ou reduzir
a degeneracdo em musculos desnervados.”'® Entretanto, estes modelos experimentais usam
modelos de estimulagdo elétrica por longos periodos e com eletrodos implantadas para tratar
musculos desnervados, diferente da pratica na reabilitacdo em seres humanos, na qual
eletrodos de superficie sdo usados diretamente sobre a pele.’® Neste estudo, a EE foi aplicada
por eletrodos de superficie e as alteragdes na excitabilidade musculares foram também
consideradas para identificar os melhores parametros elétricos para a estimulagdo. Estes
procedimentos tentam mimetizar a pratica dentro da reabilitagdo em seres humanos.

Recentemente, n6s encontramos que um protocolo clinico de EE reduz o acumulo do
RNAm de myoD e atrogina-1 em musculos desnervados de rato.”® MyoD e atrogina-1 sdo
relacionados respectivamente a vias hipertréficas” e atroficas’. Os presentes resultados
mostraram que a EE pode também elevar a expressao génica da MMP-2 em musculo
desnervado de rato, esclarecendo os efeitos de protocolos clinicos de EE e sugerindo que a EE
pode agir no remodelamento da MEC em musculos desnervados.

Koskinen et al."” estudou os mecanismos de acdo da EE em individuos com lesdo
medular. O programa de treinamento para os lesados medulares consistiu de estimulagdo
elétrica funcional das pernas por 30 min, 3 vezes por semana durante 1 ano, seguido por um
treinamento de uma vez por semana durante 6 meses. Eles observaram que a EE pode elevar a
atividade gelatinolitica da pr6o-MMP-2 sugerindo um aumento na capacidade de degradagao

do colageno tipo IV muscular nestes individuos, que indica um processo adaptativo de
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remodelamento do colageno intramuscular em resposta ao treinamento elétrico do musculo
esquelético.

A auséncia dos efeitos da EE sobre a atividade gelatinolitica da MMP-2 nos grupos
D+EE e N+EE pode ser atribuida a diferencas experimentais entre o nosso estudo e o de
Koskinen et al.,'”” como a composi¢io dos musculos, modelos de desnervagio e protocolos de
estimulacdo. Além do mais, a EE deve regular musculos paréticos e desnervados
diferentemente. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para testar esta hipdtese. Apesar das
diversas discrepancias entre o modelo de Koskinen e o nosso, ambos encontraram que a EE
aplicada com eletrodos de superficie regula as vias da MMP-2.

Muitos investigadores ja detalharam a presenga e a localizacdo das MMPs no musculo

8,14,28
desnervado,

contudo suas fungdes nestes musculos ainda ndo sdo bem compreendidas.
Demestre et al.®, em um experimento bem conduzido, mostrou um aumento no RNAm da
MMP-2 apés 20 dias apds lesdo do nervo ciatico por esmagamento. Eles atribuiram o
aumento na expressdo da MMP ao brotamento axonal. Eles também mostraram evidéncias
para sugerir que logo apds a desnervacdo, formas latentes de MMPs sdo ativadas e entdo
devem contribuir para as subseqiientes mudancas degenerativas.® Na fase inicial da
desnervagdo ndao houve aumento de RNAm da MMP-2. Contudo, formas latentes de
gelatinase (MMP-2, -8, -9 e -14) em tecido muscular foram ativados pela diminuicido de
inibidores teciduais de MMPs (TIMPs).

Um fato interessante do nosso estudo foi o aumento da atividade gelatinolitica da
MMP-2 nos dois grupos desnervados (D e D+EE), sem nenhuma diferenga entre eles. Nos
acreditamos que este aumento na atividade gelatinolitica foi relacionada ndo apenas ao
aumento na proliferagdo de tecido conjuntivo, mas também a ativacdo de formas latentes de

MMP-2 ja presentes na MEC corroborando aos achados de Demestre et al.® O presente estudo

sugere que o aumento na atividade gelatinolitica da MMP-2 nao ¢ exclusivamente envolvida
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nos brotamentos axonais mas também estdo envolvidos no remodelamento da MEC
relacionados com a atrofia muscular e a proliferagdo de tecido conjuntivo. Se a MMP-2 ¢
considerada uma importante enzima envolvida no processo de brotamento axonal,® a EE
poderia também facilitar a reinervagdo muscular, porque altas taxas de RNAm de MMP-2
foram observadas no grupo D+EE. Contudo, estudos envolvendo diferentes modelos de
desnervacdo que permitam a reinervagdo muscular, como os modelos de esmagamento
nervoso deveriam ser investigados para validar esta hipotese. Além disso, nds consideramos
que a EE pode ser um potente estimulo capaz de regular a expressao génica da MMP-2 em
musculos desnervados, mas ndo em inervados. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
identificar a quantidade de estimulacgdo elétrica necessaria para modificar a sintese protéica ou
atividade de MMP-2.

Um achado interessante deste estudo é que nds ndo detectamos a atividade da MMP-9

28 - . ..
828 identificaram a atividade da

em nenhum dos grupos avaliados. Entretanto, outros estudos
MMP-9 em doencas neuromusculares em humanos™ ¢ em desnerva¢io por axoniotmesis.”
Parece que diferencas marcantes entre este estudo e os outros sdo relacionadas a diferentes
modelos de desnervagao utilizados.

Embora EE tenha um importante efeito aumentando a expressdo génica da MMP-2, a
distribuicdo da AST das fibras musculares mostrou que 20 contragdes induzidas por EE foram
insuficientes para evitar a atrofia das fibras musculares com a desnervagao. O protocolo de EE
provavelmente falhou para manter a area da fibra muscular porque o numero de contragdes €
importante para prevenir a atrofia muscular durante a desnervagio. Estudos prévios’

mostraram que 200 contragdes por dia sdo necessdrias para prevenir a atrofia da fibra

muscular.
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RESUMO

A desnervagdo causa inumeras mudancas na expressdo génica do musculo esquelético
refletindo na perda de massa muscular e incapacidade para realizar atividades de vida diaria
nos seres humanos. E necessario desenvolver e caracterizar novas estratégias de tratamento na
reabilitacdo de musculos desnervados em seres humanos. A estimulacdo elétrica (EE) e o
alongamento (Al) s3o comumente utilizados na reabilitacio de musculos desnervados,
contudo, a compreensao de seus efeitos sobre a expressdo génica do musculo ainda necessita
de mais estudos. O proposito deste estudo foi avaliar os efeitos da EE, do Al bem como sua
associacdo (EE+Al) sobre a expressdo génica da myoD, atrogina-1 e miostatina, e também
sobre a massa muscular durante as fases iniciais da desnervagdo em musculo tibial anterior
(TA) de rato. Trinta animais foram divididos em cinco grupos: (1) normal (N); (2) TA
desnervado (D); (3) TA desnervado e submetido a EE diaria (D+EE); (4) TA desnervado
submetido ao Al diario (D+Al); (5) TA desnervado submetido concomitantemente a EE e Al
diariamente (D+EE+Al). Reagdo em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real, avaliagdo da
area de seccdo transversa (AST) das fibras musculares, imunohistoquimica para as moléculas
de adesdo celular neural (NCAM) e avaliagdo da excitabilidade muscular foram usadas para
investigar os efeitos destes recursos fisicos sobre a adaptacdo do musculo desnervados. A EE,
0 Al e EE+Al reduziram o acumulo de RNA mensageiro (RNAm) de myoD e atrogina-1, bem
como mantiveram os niveis normais de miostatina nos musculos desnervados. Além disso,
nenhum dos recursos preveniu a perda de a atrofia das fibras musculares com a desnervagao.
Entretanto, estes recursos ndo atrapalharam a expressao de NCAM em musculos desnervados.
Em conjunto, estes resultados trazem novas informacdes sobre os efeitos da EE e do
alongamento, realizados como recomendados na reabilitagdo de musculos desnervados de
seres humanos, sobre a adaptagdo do musculo desnervado.

Palavras-chave: Musculo esquelético, expressdo génica, reabilitacdo, atrofia, axoniotmesis.
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Abreviaturas: Al, alongamento; AST, area de secgdo transversa; EE, estimulagdo elétrica;
GAPDH, gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase; MRFs, fatores regulatorios miogé€nicos; myoD,
fator de diferenciacdo miogénico; NCAM, molécula de adesdo celular neural; PCR, reagdo em
cadeia de polimerase; RNAm, acido ribonucléico mensageiro; TA, tibial anterior; TB, azul de

toluidina/1% borax.
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INTRODUCAO

A reabilitacdo dos musculos desnervados ¢ um desafio para a reabilitacdo (Sheffler &
Chae, 2007; Ashley et al., 2008). A recuperacdo de musculo desnervado leva muito tempo e
geralmente ¢ incompleta, dificultando a realizacdo das atividades de vida diaria. Estas
limitacdes funcionais s3o principalmente provocadas pelas inumeras modificagdes
degenerativas no musculo esquelética decorrentes da desnerva¢ao. Uma das conseqiiéncias
mais importantes ¢ a atrofia das fibras musculares (Bodine et al., 2003; Dow et al., 2004;
Russo et al., 2007) associada a perda na capacidade de geragdo de forca muscular (Dow et al.,
2004).

A manuten¢do do tecido muscular adulto ¢ fortemente ligada a uma série de processos
moleculares bastante organizados entre a sintese e a degradagdo de proteinas, sendo este
processo dependentes da demanda (Glass, 2004; Lagirand-Cantaloube et al., 2008). Na
auséncia do nervo, os musculos tém sua atividade diminuida ou abolida, trazendo
conseqiiéncias como altas taxas de quebra de proteina superiores as de sintese o que causa
atrofia (Glass, 2005; Jones et al., 2004; Liu et al., 2007).

Muitos genes sdo diretamente envolvidos nestes processos como os fatores
regulatorios miogénicos (MRFs) em que o fator de diferenciagdo miogénico (myoD) possui
um papel importante. Tem sido demonstrado que myoD ¢ bastante sensivel tanto ao aumento
quanto a reducdo do estresse mecanico, bem como a auséncia ou presenca de atividade
elétrica (Legerlotz & Smith, 2008). Sua expressdo aumenta depois da desnervagdo (Buonanno
et al., 1992; Ishido et al., 2004; Russo et al., 2007), o que tem sido interpretado como uma
tentativa de prevenir a atrofia muscular (Ishido et al., 2004; Russo et al., 2007) uma vez que
myoD ¢ capaz de induzir a proliferacdo e a diferencia¢do de células satélites (Sabourin &
Rudnicki, 2000). Além disso, aumentos na expressio de myoD também deveriam ser

considerados como uma tentativa do musculo para recuperar sua sensibilidade para a
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atividade neural, uma vez que ha também um aumento na expressao de receptores de
acetilcolina depois da desnervagdao (Buonanno et al., 1992) e myoD regula a expressdao das
subunidades alfa (Bessereau et al., 1994).

A atrofia observada nos musculos desnervados envolve um programa comum de
protedlise pela ativagdo da via ubiquitina-proteossoma (Bodine et al., 2001; Jackman &
kandarian, 2004). Neste programa, uma das enzimas mais importantes responsavel pela
identificacdo das proteinas que serdo degradadas pelo proteossoma ¢ a atrogina-1 (Gomes et
al., 2001) também conhecida como Muscle Atrophy F-Box (MAFbx) (Bodine et al., 2001). A
atrogina-1 contem um dominio F-box, um motivo caracteristico da familia das ubiquitina
ligases E3 chamado de SCF (para Skpl, Cull, F-box) (Glass et al, 2003). Entao, atrogina-1 ¢
responsavel pela especificidade no recrutamento do substrato (Gomes et al., 2001; Lagirand-
Cantaloube et al., 2008).

Em varios modelos de atrofia do musculo esquelético, incluindo a desnervacao
(Bodine et al., 2001), atrogina-1 ¢ regulada positivamente e parece ser essencial para a
acelerada perda de proteina muscular, regulando o tamanho do musculo pela quebra de
proteinas (Bodine et al., 2001; Gomes et al., 2001) ou ao inibir vias de hipertrofia (Tintignac
et al., 2005; Lagirand-Cantaloube et al., 2008).

Outro importante gene envolvido no controle de massa muscular é a miostatina. Ela ¢
um membro da familia dos fatores de crescimento e transformagdo beta (TGF-), sendo um
regulador negativo do crescimento muscular (Sharma et al., 2001). Seu papel no musculo
desnervado parece ser de inibir a hipertrofia muscular e ndo induzir a atrofia (Wehling et al.,
2000; Zhang et al., 2006). Estudos prévios mostraram que existe uma significativa relagao
linear negativa entre o aumento da miostatina (proteinas ¢ RNAm) e os graus de atrofia no

musculo gastrocnémio de rato durante 56 dias de desnervacdo pds neurotomia do nervo
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ciatico (Zhang et al., 2006). Portanto, a miostatina ¢ um bom gene alvo para entender a
adaptacdo muscular em modelos de atrofia.

Na tentativa de recuperar musculos desnervados, dois importantes recursos de
tratamento sdo usados para a reabilitagdo em seres humanos: a estimulagdo elétrica (EE) e o
alongamento (Al). Estudos anteriores mostraram que a EE ¢ capaz de deter a atrofia muscular
(Dow et al., 2004; 2005) bem como controlar as alteragdes moleculares decorrentes da
desnervagdo (Kostrominova et al., 2005; Russo et al., 2007). Parece que o nimero total de
contragdes por dia é o fator mais importante para evitar as modificagdes degenerativas dos
musculos desnervados (Dow et al., 2004; Kostrominova et al., 2005). Resultados prévios
mostravam que mesmo poucas contragdes (20 contragdes a cada 48 h) sdo capaz de diminuir a
acumulacdo de RNAm de myoD e atrogina-1 em musculo desnervado de ratos, mas ndo sao
capazes de impedir a atrofia da fibra muscular (Russo et al., 2007). Por outro lado, Dow et al.
(2004) mostrou que 200 contragdes diarias sdo suficientes para prevenir a atrofia e
degeneracgdo advinda da desnervagdo em musculo extensor longo dos dedos de rato, indicando
um efeito protetor da EE.

Contudo, a EE permanece como uma ferramenta de grande controvérsia para o
tratamento musculos desnervados (Eberstein & Eberstein, 1999). Alguns estudos tém
mostrado que a EE pode apresentar um efeito diverso sobre o nervo, estimulando ou
prejudicando sua recuperacdo de acordo com os parametros elétricos usados (Lu et al., 2008).
Entretanto, para investigar os efeitos da EE sobre fatores que participam das interagdes entre
nervos € musculos seria importante tragar estratégias de tratamento que estimulem os
musculos desnervados de uma maneira segura sem atrapalhar o processo normal de
reinervacdo destas fibras. A molécula de adesdo celular neural ¢ um importante candidato
para a investigacao desta interagdo. Em musculos inervados sua expressdo ¢ geralmente baixa

e restrita basicamente a jun¢do neuromuscular (Covault & Sanes, 1986) ou marcando células
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satélites NCAM " (Ishido et al., 2006), enquanto que em musculos desnervados a expressio de
NCAM esta aumentada ao redor e dentro de fibras atréficas (Gosztonyi et al., 2001).

O alongamento ¢ bem descrito como um potente estimulo capaz de induzir sintese
protéica (Goldspink, 1999; Goldspink et al., 2002; Salvini et al., 2006), manter a amplitude de
movimento ¢ flexibilidade no musculo esquelético (Feland et al., 2001). Além disso, o
alongamento ¢ um procedimento largamente recomendado e utilizado nas atividades fisicas e
reabilitacdo. Entretanto, seus efeitos sobre a resposta dos musculos desnervados ndo estiao
totalmente descritos. Apenas alguns poucos trabalhos investigaram os efeitos do alongamento
sobre os musculos desnervados. Loughna e Morgan (1999) mostraram que o alongamento
poderia regular a expressdo génica da cadeia pesada da miosina pela tensdo gerada,
independente da inervagdo. Além disso, Sakakima e Yoshida (2003) observaram que o
alongamento aplicado 40 min por dia, 6 vezes por semana, minimiza a atrofia em fibras de
contracdo lenta nas primeiras duas semanas p6és desnervagao em musculo soleo de rato.

Entretanto, estes protocolos nao refletem o que ¢ normalmente proposto na
reabilitacdo de musculos desnervados em seres humanos, isto é, ao invés de longos periodos
de imobilizagdo em uma posicao alongada, sdo recomendados apenas algumas repeticdes de
alongamento mantidos por nao mais que alguns poucos minutos (Peviani et al., 2007).

Outra estratégia de tratamento é a combinacdo entre a EE ¢ o alongamento. Juntos
estes dois estimulos s3o capazes de produzir um potente efeito hipertréfico, induzindo a um
dramatico aumento de sintese protéica em musculos inervados, decorrente do aumento da
carga nestes musculos causada pela contracao induzida pelo estimulo elétrico em uma posig¢ao
alongada (Williams et al, 1986).

Portanto, a proposta deste estudo foi investigar os efeitos da EE, do alongamento e sua
associagcdo sobre a regulacdo da expressdo génica, area de seccdo transversa das fibras

musculares e a expressdo de NCAM em musculos desnervados de rato. Este estudo traz novas
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informacdes sobre como os recursos fisicos, amplamente recomendados e usados na
reabilitacdo de lesdes nervosas periféricas em seres humanos, agem na adaptacdo do musculo
esquelético desnervado, e ajuda a tragar estratégias para recuperar musculos com este tipo de

condigao.
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MATERIAIS E METODOS

Cuidados com 0s animais e grupos experimentais.

Trinta ratos Wistar machos, 3 meses de idade (265,8 + 17,6 g) foram usados. Os
animais foram mantidos em gaiolas plasticas em uma sala com controle de temperatura e livre
acesso 4 agua e ragdo peletizada. O Comité de Etica da Universidade aprovou os
procedimentos experimentais ¢ o estudo foi conduzido de acordo com normas nacionais para
cuidado e experimentacdo de animais de laboratdrio.

Os animais foram randomizados e divididos em cinco grupos: (1) normal (N, n = 6),
animais sem interven¢ao mantidos livres na gaiola por 7 dias; (2) musculo tibial anterior (TA)
desnervado (D, n = 6) submetido a duas avaliagdes de excitabilidade elétrica (pré-desnervacao
e no sexto dia de experimento); (3) musculo TA desnervado submetido a avaliagdo da
excitabilidade elétrica ¢ a EE diariamente (D-+EE, n = 6); (4) masculo TA desnervado
submetido ao alongamento diariamente (D+Al, n = 6) ¢ a duas avaliagdes da excitabilidade
muscular (pré-desnervacdo e no sexto dia de experimento); e (5) musculo TA desnervado
submetido a avaliagdes de excitabilidade e a EE associada ao alongamento diariamente
(D+EE+Al, n = 6). Os musculos contralaterais também foram investigados e considerados
como um controle interno de cada grupo.

O musculo TA foi escolhido porque quase todas suas fibras atravessam o meio do
ventre do musculo e sdo distribuidas de tenddo a tendao (Lieber, 2004). Além disso, ele € um
musculo superficial, tornando facil a identificagdo da minima contragdo visivel e permitindo
que a EE seja aplicada diretamente na pele acima do musculo (tratamento seletivo do musculo)

usando eletrodos de superficie.
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Os ratos foram anestesiados com uma injecao intraperitonial de xilazina (12 mg/Kg) e
quetamina (95 mg/Kg) para os procedimentos cirargicos, desnervagdo, avaliagdo dos
parametros elétricos, tratamentos com EE, alongamento e EE+AI e remog¢ao dos musculos.

Os animais foram sacrificados com overdose de anestésico no 7° dia dos
procedimentos experimentais. Este periodo de desnervagdo foi escolhido porque a atrofia dos
musculos esqueléticos de rato é maior durante as primeiras semanas depois da desnervacao

(Bodine et al., 2001).

Processo de desnervacao.

Uma axoniotmese do nervo ciatico foi o processo de desnervacdo realizado, seguindo
descri¢ao prévia (Jungnickel et al., 2006; Seo et al., 2006). Resumidamente, depois do rato ser
anestesiado, uma pequena incisdo foi feita na pela e fascia proxima ao trocanter direito entre
os musculos gliteo maximo e biceps femoral para a exposicdo do nervo cidtico. Ele foi
esmagado duas vezes durante 10 s com intervalo de 5 s entre cada esmagamento com uma
pinga plana de relojoeiro niumero cinco (D. L. Micof). Apos isso, a fascia e pele foram
suturadas de distal para proximal, com fios de sutura. Este procedimento promove a
desnervagdo dos musculos da pata posterior do animal, incluindo o TA. A mesma pessoa
realizou o esmagamento para ter certeza que o local de lesdo, duragdo e pressao da manobra
fossem semelhantes em todos os grupos desnervados. Este modelo de lesdo nervosa ¢
caracterizada pela degeneracdo axonal e nenhum sinal de reinervagdo muscular durante os

primeiros 10 dias p6s-lesdo nervosa (Carmignoto et al., 1983; Carter et al., 1998).

Avaliacao elétrica e procedimentos para a estimulacao elétrica.
A estimulacdo elétrica foi realizada como previamente descrito (Russo et al., 2004;

2007; 2008). Sucintamente, com a pele depilada, limpa e coberta por uma camada de gel
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condutor, dois eletrodos foram posicionados: um eletrodo indiferente (eletrodo auto-adesivo
circular, 5 cm de didmetro) foi posicionado nas costas do animal; e o eletrodo ativo (eletrodo
metalico, 3 mm de diametro) foi usado para estimular o musculo TA; ele era pequeno o
bastante para estimular apenas este musculo. Durante o procedimento de EE, este eletrodo foi
mantido em contato com a pele diretamente acima do musculo TA, perpendicular as fibras
musculares. Os pardmetros elétricos (reobase, cronaxia e acomodacdo) foram avaliados antes
de cada sessio de tratamento de EE e como apresentado na descricdo dos grupos
experimentais (Russo et al., 2007). Os valores identificados durante a avaliagdo elétrica foram
usados para determinar os parametros para a EE em cada sessdo, como previamente descrito
(Russo et al., 2004; 2007). Para cronaxia > 1 ms, uma corrente monofasica exponencial foi
usada (freqiiéncia, 50 Hz; duragdo de pulso, duas vezes o valor da cronaxia; tempo on, 1 s; e
tempo off, 3 s). Os grupos D e D+Al foram submetidos a avaliacdes de excitabilidade
muscular no momento pré-desnervagdo e no dia anterior a eutandsia (6- dia). Por outro lado,
tanto o grupo D+EE como o D+EE+Al foram submetidos a avaliagdes diarias da
excitabilidade totalizando sete. Eles comegaram no momento pré-desnervacio e foram até o 6-
dia.

Depois da avaliagdo da excitabilidade muscular, a intensidade de estimulo (amplitude)
necessaria para induzir uma contragdo maxima do musculo TA foi identificada (dorsiflexao
do tornozelo direito). Cada sessdo de EE produzia 200 contragdes maximas do musculo TA,
aplicadas diariamente por 6 dias e iniciando 24 h pds-desnervagdo. Estas contragdes maximas
foram separadas em quatro séries de 50 contragdes com cada série durando 3,2 min ¢ 10 min
de descanso entre cada série a fim de minimizar a fadiga muscular (Cummings, 1990). O
protocolo de EE pode ser visualizado no diagrama (Fig 1). Duzentas contragdes diarias foram

utilizadas, pois foi demonstrado a sua efetividade ao manter a massa e a for¢ga muscular (Dow
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et al., 2004) assim como regular a expressao de genes aumentados durante a desnervagao

(Kostrominova et al., 2005).

Avaliacao
Elétrica 3,2 min 3,2 min 3,2 min 3,2 min
10 min 10 min 10 min 10 min H \

50 contragoes 50 contragoes 50 contracoes 50 contracoes

FIGURA 1: Representacdo esquematica da sessdo de estimulacdo elétrica e a avaliacdo elétrica. As
setas representam as séries de EE de uma unica sesséo.

Alongamento muscular

Apos o rato ser anestesiado, o tornozelo esquerdo foi mantido fixado por meio de um
pedaco de fita em flexdo plantar maxima 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 associagdo (EE+Al). O pedago de fita foi removido durante o

intervalo de descanso.

Associacdo entre EE e alongamento (EE+AI)

Para verificar a associacdo entre a EE e o alongamento, o musculo TA direito foi submetido a
ambos os estimulos concomitantemente (EE+Al). Os musculos TA foram mantidos em
posicdo alongada méxima por um pedaco de fita como descrito acima e, em seguida,
submetidos a EE como descrito anteriormente (4 séries de 3,2 min com intervalo de 10 min).

O pedago de fita foi removido durante o intervalo de descanso.

Avaliagédo Muscular
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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 por¢ao proximal foi usado para analise d¢ RNAm sendo rapidamente congelada
em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C (Forma Scientific, Marietta, OH).

Cortes histologicos (10 um) da regido central de cada musculo TA (n = 6 por grupo)
foram obtidos usando um criostato (Micron HE 505, Jena, Alemanha), corados com azul de
toluidina / 1% de borax (TB) e avaliados por microscopia de luz (Axiolab, Carl Zeiss, Jena,
Alemanha) para avaliar a morfologia muscular e o total do nimero de fibras musculares.
Fotos de 5 diferentes regides foram obtidas usando um microscopio equipado com uma
camera digital (Sony DSC S75, Toquio, Japao) foram feitas para avaliar a area de sec¢ao
transversa (AST) das fibras musculares. A AST de 70 fibras escolhidas aleatoriamente de
cada foto foram medidas usando o software Axiovision 3.0.6 SP4 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha)
totalizando 350 fibras por animal. Além disso, uma foto contemplando toda a area de seccao
de cada musculo foi tirada e todas as fibras foram contadas usando o software UTHSCSA

Image Tool 3.0 (desenvolvido pela Universidade do Texas e disponivel no endereco

eletronico: http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html).

Imunohistoquimica

Foram usados os seguintes anticorpos para a imunohistoquimica: anti-neural cell
adhesion molecule (anti-NCAM) de coelho (dilui¢ao de 1:100, numero do catdlogo AB5032;
Chemicon International, Temecula, CA) foi utilizado como anticorpo primario e rhodamine
red anti-rabbit IgG de cabra (dilui¢do de 1:150, nimero do catdlogo Rb394; Molecular Probes,
Eugene, OR) como secundario. Os cortes histologicos foram fixados com 4% de

parafolmaldeido em 0,2 M de tampao fosfato (PB) durante 10 min em temperatura ambiente,


http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html
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bloqueados com 0,1 M de glicina em PBS durante 5 min e permeabilizados em 0,2% de
Triton X-100-PBS por 10 min. Os cortes foram entdo incubados com uma solucao contendo o
anticorpo primario, 3% de normal goat serum e 0,3% Triton X-100 - 0,1 M PB overnight em
uma camera fechada a 4°C. Depois de lavar os cortes com 0,1 M PB (3 vezes de 10 min cada),
foi adicionado a solucdo contendo o anticorpo secundario ¢ 0,3% Triton X-100 — 0,1 M PB
durante 2 h em sala escura. Apos isto, uma solugdo de hoechst (1 pg/ml, nimero catidlogo
B2261, Sigma) foi adicionada ao primeiro de trés banhos de 0,1 PB para a marcacdo dos
nucleos. Os cortes foram montados com Vectashield mounting médium para fluorescéncia
com 4,6-diamidino-2phenylindole (nimero de catalogo H-1200; Vector Laboratories) e
cobertos com laminula. Fotomicrografias foram feitas dos cortes corados usando um
microscopio de fluorescéncia (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) equipado com um filtro

de rodamina. Fotos em 20 e 40 vezes foram feitas.

Isolamento e analise do RNA.

Um fragmento de cada musculo foi homogeneizado e o RNA total isolado usando o
reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia) de acordo com as instrugdes do fabricante.
A extracdo de RNA foi dissolvida em tris-HCI e 4acido etilenodiaminotetracético pH 7,6 e
quantificado por espectrofotometria. A pureza foi avaliada pela determinagao da relagdo entre
as absorbancias a 260 ¢ 280 nm. Todas as amostras tinham relagdes acima de 2,2. A
integridade do RNA foi entdo confirmada por inspe¢do com brometo de etidio (Invitrogen,

Carlsbad, CA) corando o RNA ribossomico 18S e 28S quando expostos a luz ultravioleta.

Transcricdo reversa (RT).
Nos transcrevemos reversamente 1 pg de RNA para sintetizar cDNA. A mistura da

reacdo para RT continha 1 pg de RNA celular, 5x o tampao de RT, uma mistura de dNTP
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(Promega, Madison, Wisconsin) contendo 0,2 mmol.L"! cada de dATP, dCTP, dGTP ¢ 0,1
mol.L™" de dTTp, 1 ul de oligo (dT) primer (Invitrogen) e 200U da enzima M-MLV RT
(Promega). Foi encubada a 70°C por 10 min, 42°C por 60 min e finalmente aquecida a 95°C

por 10 min antes de serem colocadas rapidamente em gelo.

Oligonucleotideos primers.

Os primers foram desenhados para GAPDH (GenBank, AF106860) usando o software
Primer Express 2.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA). MyoD, atrogina-1 ¢ miostatina
foram previamente descritos (Peviani et al., 2007) assim como o0 GAPDH (Russo et al., 2008).

Todas as seqiiéncias foram sintetizadas pela Imprint (Campinas, Sdo Paulo, Brasil).

Analise por reacdo em cadeia de polimerase em tempo real.

Os niveis de RNA transcritos para os diferentes musculos dos grupos experimentais e
controle foram analisados simultaneamente ¢ as reagdes foram feitas em duplicata em um
Lightcycler (Rotor Gene 3000, Cobertt Research, Sao Francisco, EUA) usando o SYBR green,
um fluordfilo para detecgdo (Applied Biosystems), e 180 nM de cada primer em um volume
final de 50 pul. Condigdes térmicas de ciclagem para os genes alvo foram descritas (Peviani et
al., 2007; Russo et al., 2008). Para cada gene, todas as amostras foram amplificadas
simultaneamente em duplicata na mesma corrida. Os resultados foram analisados usando um
limiar de ciclo (Ct) comparativamente. O gene alvo foi normalizado pelo GAPDH uma vez
que este gene parece nao ser afetado pela desnervagdo (Hughes et al., 2002; Demestre et

al.,2005).

Estatistica
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Os testes Shapiro-Wilk e Levene foram aplicados para avaliar a normalidade e
homogeneidade dos dados. O ANOVA one-way foi entdo usado para identificar possiveis
diferengas entre os grupos. Quando estas diferencas foram observadas, o teste de Tukey foi

aplicado. Para todos os testes, um nivel de significancia de 5% foi escolhido (P < 0,05).
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RESULTADOQOS
Mdasculos contra-laterais.
Nenhuma diferenca em todas as varidveis foi encontrada entre os musculos contra-

laterais e o grupo N (P > 0,05, resultados nao apresentados).

Parametros elétricos.

As medidas de pré-desnervacao (PD) dos grupos D, D+EE, D+Al e D+EE+Al foram
obtidas e consideradas como valores normais de reobase, cronaxia e acomodacao (Fig. 2)
A desnervacio diminuiu os valores de reobase em D+EE e D+EE+Al comegando no 3 e 5
dias, respectivamente, comparado ao momento PD (P < 0,05; Fig 2A). Depois de 6 dias de
desnervagdo, todos os grupos mostraram um declineo significativo na reobase (D: -50%;
D+EE: -43%; D+Al: -39%; D+EE+Al: -46%) comparado a PD (P < 0,05), sendo que no final
(6* dia) ndo houve diferenca entre os grupos desnervados (P > 0,05; Fig 2A).
Os valores de cronaxia aumentaram exponencialmente no 4- dia em D+EE e no 5 dia em
D+EE+Al comparado a PD (P < 0,05; Fig 2B). Os maiores valores de cronaxia foram
alcangados por todos os grupos no 6° dia comparado aos valores PD (D: 5,6 vezes; D+EE: 7,6
vezes; D+AL: 5,4 vezes; D+EE+AL 6,9 vezes; P < 0,05). Nenhuma diferenca foi encontrada
entre os grupos no 6 dia (P > 0,05; Fig 2B).
Acomoda¢do diminuiu seus valores no primeiro dia de desnervacdo nos grupos D+EE e
D+EE+Al comparado a PD (P<0,05), ¢ foi mantida nestes niveis até o 6 dia (Fig 2C). No
final, todos os grupos mostraram uma redu¢ao significativa comparada a acomodagao PD (D:
-73%; D+EE: -64%; D+Al: -64%; D+EE+Al: -51%). Semelhante as outras variaveis,

nenhuma diferenga foi encontrada entre os grupos (P > 0,05; Fig 2C).
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FIGURA 2: Variaveis elétricas obtidas dos musculos tibial anterior (TA) durante a avaliagao
elétrica ao longo do periodo experimental. Dados pré-desnervagdo (PD) foram obtidos de
todos os grupos desnervados e foram considerados como valores normais de reobase, cronaxia
e acomodagdo. Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. D, musculo TA
desnervado submetido a avalia¢dao elétrica PD e no 6 dia; D+EE, musculo TA desnervado
submetido a avaliacdo e a EE todos os dias; D+AIl, musculo TA desnervado submetido a
avaliacao elétrica PD ¢ no 6 dia, mas também alongado todos os dias; D+EE+Al, musculo
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TA desnervado submetido a avaliagdo elétrica e a EE enquanto era alongado diariamente. (A)
Valores de reobase: *P < 0,05 quando D+EE é comparado aos seus proprios valores PD; TP <
0,05 quando D+EE+Al é comparado a seus proprios valores PD; *P < 0,05 quando todos os
grupos sdo comparados aos seus proprios valores PD. (B) Valores de Cronaxia: *P < 0,05
quando D+EE ¢ comparado aos seus proprios valores PD; 'P < 0,05 quando D+EE+ALl ¢
comparado a seus proprios valores PD; *P < 0,05 quando D+EE é comparado a D+EE+AL; *P
< 0,05 quando todos os grupos sdo comparados aos seus proprios valores PD. (C) Valores de
acomodagio: ‘P < 0,05 quando os grupos D+EE ¢ D+EE+Al sio comparados aos seus
proprios valores PD; *P < 0,05 quando todos os grupos sdo comparados aos seus proprios
valores PD. Observe que todos os grupos reduziram os valores de reobase e acomodag¢ao no
6° dia comparado a PD. A cronaxia aumentou em todos os grupos desnervados acima de 1 ms
confirmando que os musculos TA estavam desnervados.

Peso corporal e dos musculos TA.

Apenas os grupos N e D ganharam peso corporal durante o periodo experimental
(Tabela 1), contudo nenhuma diferenca foi observado no peso final entre os grupos (P > 0,05).
A desnervacao diminuiu o peso dos musculos TA (D: -25.6 £ 5%; D+EE: -26.6 + 4%; D+AL:
-27.9 + 2%; D+EE+AL: -24 + 2%) comparado ao grupo N (P < 0,05; Tabela 1). Nenhuma

diferenca foi encontrada nos pesos dos musculos TA dentre os grupos desnervados (P > 0,05).

Histologia muscular, AST das fibras musculares, nimero total de fibras musculares e
porcentagem de fibras com nucleos centralizados.

A Figura 3 mostra a evidente atrofia muscular em todos os grupos desnervados (Fig
3B-E) comparado ao grupo N (Fig. 3A). As medidas da AST das fibras musculares
confirmaram que todos os musculos desnervados diminuiram suas areas comparados ao grupo
N (D: -32.3%; D+EE: -40.9%; D+Al: -36.6%; D+EE+Al: -37.4%, P < 0.05). Nao houve
diferenca na AST das fibras musculares nos grupos desnervados (P > 0,05; Tabela 1). O
numero total de fibras musculares foi avaliado e nenhuma diferenga entre todos os grupos
experimentais foi encontrada (P > 0,05; Tabela 1). A EE aumentou semelhantemente o
numero de nucleos centralizados em D+EE e D+EE+Al comparado ao grupo N (D+EE:

P=0.0007; D+EE+Al: P=0.001; Tabela 1, Fig 3C, E-F) e também quando comparado aos
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grupos D e D+Al (P < 0,05). Tanto D quando D+Al ndo apresentaram alteragcdes no numero

de nucleos centralizados comparativamente com o grupo N e entre si (P<0,05; Tabela 1).

FIGURA 3. Cortes histologicos dos musculos tibial anterior (TA) corados com azul de
toluidina (TB). (A) N, musculo TA normal; (B) D, mtsculo TA desnervado; (C) D+EE,
musculo TA desnervado submetido diariamente a EE; (D) D+AIl, masculo TA desnervado
alongado diariamente; (E) D+EE+Al, musculo TA desnervado eletroestimulado e alongado
simultaneamente todos os dias; (F) fibra muscular com nucleo centralizado observado no
grupo D+EE+AIl ampliado (100x). Setas claras indicam fibras musculares com nucleos
centralizados nos grupos submetidos a EE (C e E). Observe que todos os grupos desnervados
(B-E) apresentaram nitida atrofia das fibras musculares comparado com os musculos normais
(A). Musculos desnervados submetidos a EE apresentaram algumas fibras com ntcleo
centralizado (C, E-F). Barra, 100 pm.
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Tabela 1: Descrigdo dos grupos e avaliagdo dos musculos tibial anterior (TA).

N D D+EE D+Al D+EE+AI

Peso
Corporal 2579+36,4 2543+339 2493+35,6 247,7+35,6 2853+41,4

Inicial (g)

Peso
Corporal 286,6 £ 39,3§ 274,7 £ 32,4§ 2473 +27,7 2475+20,5 273,1+32,3

Final (g)

Peso do

musculo TA  0,53+0,05 0,41+0,08* 0,34+0,04* 0,33 +0,04* 0,39+0,05*

(@)
AST 2857,7 + 1933,1 + 1688,4 + 1812,8 + 1788,3 +
(Lm?) 650,2 336,9* 198,5* 276,7* 468,6*
Numero de

fibras 8287+ 1724 7929+ 1535 7772+1162 8934+517 7446+ 1217

musculares

Porcentagem
de nucleos
0,11 +£0,02 0,09+0,01 026+0,04*  0,12+0,06 0,27 +0,07*
centralizados

(%)

N, musculo TA normal; D, musculo TA desnervado; D+EE, musculo TA desnervado
submetido a EE diaria; D+AI musculo TA desnervado submetido ao alongamento diério;
D+EE+Al, masculo TA desnervado submetido ao mesmo tempo a EE e alongamento. Os
resultados sdo apresentados como média + desvio padrio. *P < 0,05 comparado ao peso inicial;
*P < 0,05 comparado ao grupo normal; P < 0,05 comparado a D e D+Al. Observe que todos
os grupos desnervados tiveram seus pesos musculares e as AST das fibras diminuidos se
comparados ao grupo N, sem nenhuma diferenca entre eles. Miusculos desnervados
submetidos a EE, associada ou ndo ao alongamento, aumentaram a porcentagem do numero
total de fibras com nucleo centralizado.
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Imunohistoquimica para NCAM.

A Figura 4A-B mostra a localizacdo da expressdo de NCAM em musculos normais
(Fig 4A) e em desnervados (Fig 4B). O padrao da expressao de NCAM em musculos normais
foi baixo, restrito as terminacdes nervosas, vasos € algumas fibras normais (Fig. 4A). Por
outro lado, a desnervacdo aumentou a expressdo de NCAM como representado pelo grupo
D+EE+Al (Fig. 4B). NCAM pode ser observado em muitas fibras atréficas e sua expressao
em todos os grupos desnervados foi semelhante, sem nenhuma diferenga marcante entre eles
(dados ndo apresentados). Além disso, a dupla marcacdo usando NCAM (Fig 4C), um
marcador de células satélite, e hoechst (Fig 4D), um marcador nuclear, mostrou apenas
algumas poucos niicleos expressando NCAM' quando sobrepostas (Fig 4E), exclusivamente

nos grupos D+EE e D+EE+AL

D+EE+AIl

'e

NCAM I Hoachsi

FIGURA 4. Andlise em imunofluorescéncia da molécula de adesdo celular neural (NCAM)
realizada em musculo tibial anterior (TA). A expressdo da NCAM (vermelho) e sua
localizagdo em musculos normais (A) e em D+EE+Al (B). Nenhuma diferenca marcante na
expressao ¢ localizacdo da NCAM foi encontra entre os grupos desnervados (resultados nao
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apresentados). Figuras C, D e E mostram, respectivamente, a expressao de NCAM (marcando
uma célula satélite), hoechst (azul), confirmando a marcagdo do nucleos e sua sobreposi¢do.
Apenas os grupos D+EE e D+EE+ALI apresentaram nticleos NCAM', mesmo que raros.
Expressdo génica da myoD, atrogina-1 e miostatina por PCR em tempo real.

Expressdo génica da myoD: Sua expressdo foi aumentada em todos os grupos
desnervados (D, D+EE, D+Al e D+EE+Al) no 7- dia comparado a N (Fig 5A, P<0,05). Este
aumento na expressdo génica de myoD foi mais pronunciado no grupo D onde alcangou os
maiores niveis comparado a D+EE, D+Al e D+EE+Al (Fig 5A, P < 0,05). Todos os recursos
fisicos (EE, alongamento e a combinacdo EE+Al) diminuiram o acumulo da myoD nos
grupos desnervados comparado com D (Fig 5SA, P < 0,05). Entretanto, D+EE apresentou os
niveis mais baixos de myoD comparado a D+Al e D+EE+Al (Fig 5A, P < 0,05). Nenhuma
diferenca foi encontrada entre D+Al e D+EE+Al (Fig 5A, P > 0,05).

Expressdo génica da atrogina-1: A expressdo da atrogina-1 apresentou o mesmo
padrdo observado em myoD (Fig 5B). Os niveis de RNAm de atrogina-1 aumentaram em
todos os grupos desnervados (D, D+EE, D+Al e D+EE+Al) comparado a N (Fig 5B, P <
0,05). Entretanto, o grupo D apresentou os maiores valores de atrogina-1 comparado aos
outros grupos desnervados (P < 0,05). Os grupos D+Al e D+EE+Al reduziram quase pela
metade o acimulo de atrogina-1 comparado ao grupo D (Fig 5B, P < 0,05), sem diferenga
entre estes grupos alongados (D+Al versus D+EE+Al — P > 0,05). O grupo D+EE apresentou
os valores mais baixos de atrogina-1 quando comparado a todos os outros grupos desnervados
(quase 3 vezes menos que em D; Fig 5B, P <0,05).

Expressdo génica da miostatina: Apenas o grupo D teve seus niveis de RNAm para
miostatina aumentados comparado a N (Fig 5C, P < 0,05) e também aos outros grupos (Fig
5C, P <0,05). A expressdao da miostatina foi mantida inalterada em D+EE, D+Al e D+EE+Al

0s quais apresentaram niveis similares aos encontrados no grupo N (Fig 5C, P > 0,05).
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FIGURA 5: Niveis de RNAm de myoD (A), atrogina-1 (B) e miostatina (C) em musculo
tibial anterior de rato. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Os grupos
sdo descritos na legenda da figura 3. *P < 0,05 comparado ao grupo N; *P < 0,05 comparado a
D+EE, D+Al e D+EE+AL; P < 0,05 comparado a D+Al e D+EE+AL; *P < 0,05 comparado a
todos os grupos. Observe que o grupo D apresentou os maiores valores de myoD, atrogina-1 e
miostatina comparado aos outros grupos. Estimulacao elétrica, alongamento e sua associacao
reduziram o acumulo de myoD e atrogina-1 nos grupos desnervados (A-B) bem como
mantiveram os niveis de miostatina normais (C). O grupo D+EE apresentou os valores mais
baixos de myoD e atrogina-1 dentre todos os grupos desnervados (A-B).
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DISCUSSAO

O presente estudo trouxe novas informagdes sobre os efeitos da EE, do alongamento,
bem como sua associacdo sobre a adaptacdo do musculo desnervado. Foi mostrado que todos
os recursos fisicos, aplicados como recomendados na reabilitagdo de musculos desnervados,
podem reduzir a acumulacdo de myoD e atrogina-1 em musculos desnervados ¢ também
manter a expressao génica da miostatina em niveis normais, agindo em importantes vias da
regulagdo muscular. Juntos, estes resultados mostraram que tanto um estimulo de contracao
como o alongamento podem regular estes genes em musculos desnervados.

O aumento da expressdo génica da myoD devido a desnervagdo ja ¢ conhecido
(Eftimie et al., 1991; Hyatt et al., 2003; Ishido et al., 2004; Russo et al., 2007). Este aumento
de myoD tem sido interpretado como uma tentativa de prevenir a atrofia muscular, uma vez
que a myoD esta relacionada com a ativagdo e proliferacdo das células satélites (Para revisao
ver Legerlotz & Smith, 2008). Aumentos na expressdo da atrogina-1 (Bodine et al., 2001) e
miostatina (Liu et al., 2007) também sdo encontrados nos musculos desnervados.

Esta bem descrito em varios modelos de desuso que os niveis de RNAm da atrogina-1
aumentam rapidamente antes da perda de massa ser detectada e mantém-se elevados durante o
periodo em que a protedlise ¢ acelerada, sugerindo que a atrogina-1 possui um papel
importante para iniciar ¢ manter o processo de protedlise (Bodine et al., 2001; Zhang et al.,
2007).

Por fim, a miostatina mostrou um relagdo direta entre a atrofia e os niveis de RNAm ¢
proteinas em musculos desnervados de rato depois de 7 dias de lesdo nervosa por
esmagamento (Liu et al., 2007). Estes autores consideraram que a miostatina tem uma funcao
de inibir a hipertrofia e ndo de induzir atrofia. Estes mecanismos inibitdrios estdo
provavelmente relacionados a diminuicdo das taxas de proliferacdo das células satélites

(Dominiguqe & Gerard, 2006).
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O presente estudo permite hipotetizar algumas possiveis explicagdes € mecanismos
envolvendo a regulagdo de myoD, atrogina-1 e miostatina nos musculos desnervados
submetidos aos recursos fisicos.

Tem sido proposto que myoD e outros MRFs sdo fortemente regulados pela atividade
elétrica servindo como intermediarios entre a atividade elétrica e a expressao de outros genes
musculo-especificos, como os receptores alfa de acetilcolina (a-AchR) (Hyatt et al., 2003;
Legerlotz & Smith, 2008). O presente estudo mostrou claramente que a expressao de myoD ¢
regulada negativamente em musculos desnervado quando submetido a EE. Além disso, este
estudo pela primeira vez mostrou que myoD também ¢ afetado pelo alongamento intermitente
em musculos desnervados. Estudos prévios ja haviam mostrado que o alongamento passivo
pode aumentar a expressdo de myoD em musculos inervados (Gomes et al., 2006; Peviani et
al., 2007). Associada a estas informagdes é possivel interpretar que tanto a contragdo causada
pela EE como a tensdo causada pelo alongamento interferem em vias hipertroficas.

Quanto a regulagdo da atrogina-1, a via IGF1/PI3K/Akt, que ¢ capaz de induzir
hipertrofia pela ativagdo das vias de sintese protéica pode suprimir a ativacdo das vias de
atrofia pela regulacdo da atrogina-1 ¢ MuRF1 (Latres et al., 2005). Sendo a EE e o
alongamento dois estimulos capazes de induzir sintese protéica via IGF-1 (Williams et al.,
1986), ¢ possivel que a atividade do musculo poderia regular negativamente a expressao da
atrogina-1 por um mecanismo compensatorio.

As mudancas no musculo causadas pelo alongamento sdo transmitidas por uma
proteina chamada titina, presente no sarcomero que vai da linha M a Z, especificamente em
uma regido chamada titin-cap ou teletonina, que pode interferir em mecanismos de resposta
celular (Tskhovrebova & Trinick, 2003). Um destes mecanismos envolve a inativagdo da
miostatina ao impedir a sua secrecdo ¢ também ao inativa-la pela formacao de um complexo

latente (Dominique & Gerard, 2006). Deste modo, a EE e o alongamento, ao aumentar o
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estresse mecanico dentro do sarcomero poderiam regular negativamente a miostatina via titin-
cap.

Outro interessante achado ¢ que a associagdo entre o alongamento ¢ a EE ndo
potencializou seus efeitos sobre a expressdo génica. Parece que o estimulo de tensdo
provocado pelo alongamento ¢ o mais importante fator na adaptagdo do musculo, uma vez que
D+EE+AIl apresentou valores de expressdo similares aos encontrados em D+Al. Novas
investigagdes deveriam considerar diferentes parametros de EE a fim de aumentar a tensao
muscular, como por exemplo, maiores valores de amplitude de pulso, deste modo seria
possivel verificar se as similaridades entre D+EE+Al e D+Al se manteriam.

Apesar dos efeitos protetores sobre a regulagdo da expressao gé€nica, todos os recursos
fisicos falharam em deter a atrofia nos musculos desnervados, que ocorreu basicamente pela
diminui¢do na AST das fibras musculares e ndo pela diminuicdo no nimero de fibras. O
presente estudo aplicou protocolos de EE e alongamento como recomendado na reabilitagdo
das lesdes nervosas periféricas em seres humanos. A EE aplicada usando eletrodos de
superficie, considerando as mudangas de excitabilidade muscular (modificagdes da reobase e
cronaxia) e realizada em uma unica sessdo, enquanto o alongamento foi realizado de um
modelo intermitente, € ndo cronicamente como ¢ normalmente relatado na literatura
(Goldspink et al., 1991).

O numero total de 200 contragdes didrias foi usado neste estudo, pois esta quantidade
de estimulacdo mostrou ser capaz de deter a atrofia das fibras musculares (Dow et al., 2004) e
as mudancas moleculares (Kostrominova et al., 2005) em musculo extensor longo dos dedos
de rato pos 2 meses de desnervagdo. Contudo, parece que o intervalo de descanso entre cada
sessdo de estimulacdo ¢ o fator mais importante para a prote¢do da massa muscular em
musculos desnervados (Dow et al., 2005). Os dados presentes corroboram com esta premissa

uma vez que 200 contragcdes ndo foram suficientes para deter a atrofia muscular. Bons
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resultados foram encontrados apenas quando intervalos de até 8 horas foram empregados em
cada sessdo de estimulacdo (Dow et al., 2005), mostrando que longos de periodos sem
estimulacdo induzem as mudangas degenerativas nos musculos desnervados e que estes curtos
intervalos de descanso entre as contragdes ¢ o fator regulador chave na atrofia muscular
causada pela desnervacao (Dow et al., 2005).

Por outro lado, os aumentos de atrogina-1 e miostatina observados no grupo D nao
foram refletidos em maior atrofia das fibras musculares. O mesmo raciocinio ¢ valido para os
genes que foram regulados negativamente pela EE, alongamento e EE+Al. Estes resultados
sugerem que baixos niveis destes genes sdo suficientes para induzir atrofia. Além disso, ¢
possivel interpretar que a regulagdo de myoD, atrogina-1 e miostatina nos grupos desnervados
e submetidos aos recursos fisicos seria uma estratégia para poupar a maquinaria génica
durante a desnervagao, isto ¢, o estimulo contratil poderia por ele mesmo agir na homeostase
muscular. Contudo, outros estudos deveriam ser realizados para testar esta hipdtese.

Um achado curioso foi a presenca de nucleos centralizados em algumas fibras
musculares dos grupos submetidos a EE associada ou ndo ao alongamento, mostrando que
processos regenerativos foram ativados pela EE. Além disso, a presencga de nucleos NCAM"
em D+EE e D+EE+AIl poderia significar mobilizacdo de células satélites. Dedkov e cols
(2003) mostraram que nicleos NCAM' (possivelmente indicando a ativacdo de células
satélites) estavam dentro das fibras musculares. Eles especulam que esta expressdo de NCAM
deve preceder a incorporagdo destes nucleos dentro das células musculares, sugerindo que
NCAM possui um papel chave ao promover a entrada das células satélite na fibra muscular.
Além disso, a deteccdo de NCAM em células satélites reflete o status funcional momentaneo
da célula, sendo passivel de mudangas de acordo com a demanda, seja ela local ou sistémica.

Além do mais, a localizagdo de NCAM ao redor das fibras musculares atroficas em

todos os grupos desnervados mostrou que todos os recursos fisicos ndo atrapalharam a
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expressdao de fatores de adesdo neural, o que ¢ muito importante para o processo de
reinervacao das fibras musculares.

Um outro aspecto clinico relevante apresentado pelo presente estudo foi que as
modificagdes de excitabilidade ocorreram em um curto periodo de tempo. Os musculos
desnervados tornaram-se hipoexcitaveis a pulsos elétricos de curta duragdo depois de 6 dias
de desnervagao, ¢ nenhum dos recursos fisicos alterou a excitabilidade muscular. Além disso,
o aumento nos valores de cronaxia confirmou que todos os musculos eram desnervados no 6-
dia pds desnervagdo. Esta constatagdo mostra que os musculos desnervados (cronaxias
maiores que 1 ms) ndo respondem a pulsos de curta duracdo e que curvas de excitabilidade
devem ser realizadas para encontrar os melhores pardmetros para produzir contragdo neste
tipo de musculo (Ashely et al., 2005; Russo et al., 2004; 2007; 2008).

Futuros estudos deveriam investigar se diferentes sessdes de estimulagdo ao longo do
dia com eletrodos de superficie confirmariam os resultados encontrados por Dow e cols
(2005). Além disso, alternar a EE e o alongamento ao longo do dia poderia ser uma boa
estratégia para a distribuicao de estimulo contratil.

Em resumo, o presente estudo mostrou que protocolos clinicos de EE e alongamento
sdo capazes de regular a expressdo gé€nica de myoD, atrogina-1 e miostatina em musculo
desnervado de rato, mas estes recursos falharam em deter a atrofia das fibras musculares. A
EE parece estimular o processo regenerativo em musculos desnervados, no entanto, ela nao
potencializa os efeitos do alongamento em D+EE+Al. Este estudo trouxe novas informagdes
sobre como a EE, o alongamento e¢ sua combinagdo, aplicados como recomendado na
reabilitacdo de musculos desnervados em seres humanos, pode regular a expressao génica e a

massa muscular, contribuindo para desenvolver novas estratégias de terapia.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A estimulacdo elétrica, aplicada em sessdes diarias ou em dias alternados, usando
eletrodos de superficie e considerando as modificacdes de excitabilidade muscular, ¢ capaz de
regular importantes genes de vias de hipertrofia, atrofia, regulacdo de massa e remodelamento
de matriz extracelular no musculo desnervado de rato. Contudo, seu efeito ndo € suficiente
para impedir a perda de massa muscular causada pela desnervagao.

Além disso, este estudo mostrou que o estimulo mecanico, seja ele uma contragao
muscular eletricamente induzida ou o alongamento intermitente, ¢ capaz de regular a
expressao génica do musculo desnervado, entretanto, a quantidade de estimulo e como ¢ sua
distribuicao ao longo do dia parece ser chave na preservacdo da massa muscular. Estudos
futuros devem focar diferentes intervalos de estimulacdo a fim de detectar o ponto em que os

estimulos hipertroficos se sobrepdem aos atroficos.
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9. APRESENTACAO

A parte II desta tese refere-se aos resultados parciais do trabalho realizado em parceria
com o Prof. Antonio Musaro (Departamento de Histologia e Embriologia Médica — Universita
degli studio di Roma — “La Sapienza”, Roma, Italia). Para efeito didatico, ela foi organizada
da seguinte maneira: capa, resumo, introducdo, breve apresentacdo da metodologia e
resultados.

Em virtude do tempo em que estive no exterior € a problemas de padronizacdo dos

protocolos, apenas resultados qualitativos sao apresentados.
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RESUMO

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) ¢ uma doenga neurodegenerativa que afeta a fungado e a
sobrevivéncia de motoneurdnios superiores € inferiores no sistema nervoso central. Parcela
significativa dos individuos com ELA apresenta uma mutagao no gene que codifica a enzima
superoxido dismutase-1 (SODI), acarretando em aumento de espécies reativas ao oxigénio
(ROS). A mutagdo da SODI restrita ao muasculo acarreta inimeras alteracdes como a atrofia e
perda de for¢a muscular, aumento de citocinas pré-inflamatérias e ativacdo de células
microgliais na medula espinhal. Tais modificacdes indicam que o musculo esquelético
apresenta um importante papel na patogénese da ELA. Assim, o entendimento e a
caracterizacdo dos mecanismos relacionados ao processo de regeneragao dos musculos que
apresentam a mutagdo da SOD1 sdo relevantes, pois se trata de um processo coordenado em
que multiplos fatores sdo seqiiencialmente ativados (recapitulando o processo de miogénese)
para manter e preservar a estrutura e funcao muscular. A hipotese aqui gerada foi a de que o
aumento do estresse oxidativo nestes musculos poderia interferir na coordenacdao deste
processo. Para tal, camundongos com mutacdo da SODI1 restrita a um promotor muscular
(MLC/SODT) foram submetidos a uma lesdo muscular com cardiotoxina. Os musculos foram
avaliados 2, 5 e 10 dias apds a lesdo. Os musculos quadriceps femoral e tibial anterior foram
avaliados. Analises histologicas mostraram uma falha no final do processo regenerativo
muscular 10 dias pods-lesdo. Marcadores moleculares do processo miogénico como Pax7,
myoD, miogenina e desmina mostraram um atraso na expressao destes fatores comparado ao
controle selvagem. Os resultados parciais deste estudo sugerem que o aumento do estresse
oxidativo no musculo retarda a expressao de importantes fatores necessarios para o processo
de reparo do tecido muscular, trazendo informagdes dos processos regulatérios nestes tipos de
musculo, comum nas doengas neuromusculares como a ELA e durante o processo de

envelhecimento.
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INTRODUCAO

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) ¢ uma doenga neurodegenerativa que afeta a
funcdo e a sobrevivéncia de motoneurdnios superiores e inferiores no sistema nervoso central
(Abe et al., 1996; Lino et al., 2002; Musaro et al., 2007). A evolugdo clinica da doenga ¢
evidenciada por progressiva fraqueza e atrofia muscular (Abe et al., 1996; Musaro et al., 2006)
que culmina na morte do individuo por faléncia dos musculos respiratérios (Bruijn et al, 2004)
apods 2 a 5 anos dos primeiros sintomas (Abe et al., 1996). Sua incidéncia ¢ expressiva (1 em
cada 2000 individuos) e os mecanismos que causam a ELA ainda ndo sdo entendidos (Bruijn
et al., 2004) indicando que estudos para investigar os fatores envolvidos na génese desta
doenga sdo relevantes para guiar estratégias terapéuticas farmacoldgicas para prevenir e/ou
reabilitar estes individuos.

Aproximadamente 10% dos casos de ELA apresentam um forte componente genético,
sdo as formas familiares (Bruijn et al., 2006). Vinte por cento dos casos familiares sdo
causados por uma mutacdo dominante no gene que codifica a forma citosolica da Cu/Zn
superoxido dismutase (SODI1) (Brown Jr, 1995). Normalmente, a SOD1 ¢ uma enzima
importante para a homeostase dos radicais livres nos tecidos, pois sua fung¢do ¢ converter
anions superoxido (um produto téxico da fosforilagdao oxidativa mitocondrial) em peroxido de
hidrogénio, o qual serd transformado em 4gua (Brown Jr, 1995). Um fato interessante sobre
essa alterac@o € que a mutacdo em si € responsavel pelo ganho de caracteristicas toxicas e nao
sdo relacionadas a um aumento ou diminui¢do da sua expressao (para revisao ver Bruijn et al.,
2004).

Como a ELA afeta primariamente os motoneurdnios € razoavel assumir que o acimulo
da proteina mutante nos motoneuronios causasse a doenca. Entretanto, Lino e cols (2002)
mostraram que o acumulo da SOD1 mutante em motoneur6nios ndo ¢ um fator critico para o

desenvolvimento da ELA e que outras células (como os astrocitos) devem ser responsaveis
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pela degeneragao neuronal. Clement e cols (2003) confirmaram essa hipotese ao usar animais
quimeras, isto ¢, que apresentavam células normais e células mutantes em todos os tecidos, €
mostraram que a agdo neurodegenerativa da forma mutante SODI1 age por uma atividade
dominante e pardcrina das células ndo neuronais.

Tais informagdes indicam que a patogénese da ELLA ¢ bastante complexa e envolve
diferentes tipos de células e que o acimulo de toxicidade causada por apenas um tipo celular
ndo seria suficiente para desenvolver a doenca. Além disso, demais tecidos relacionados a
ELA merecem ser averiguados. Um tecido que ainda foi pouco investigado e que
possivelmente contribui para a génese da ELA ¢ o musculo esquelético, pois se sabe que a
interagdo musculo e nervo € importante no trofismo neuromuscular. As fibras musculares
adultas sinalizam a sobrevivéncia neuronal, o crescimento axonal ¢ a manutenc¢do das
conexdes sinapticas (Lieber et al., 2002).

Recentemente, foi mostrado que com a injecdo intramuscular de um adeno-virus
associado ao gene do fator de crescimento ligado a insulina-1 (IGF-1) ¢ possivel prolongar a
vida e atrasar a progressio da ELA em animais mutantes SOD1 (Kaspar et al, 2003),
indicando que o transporte axoplasmatico retrégrado pode ser uma via de agdo terapéutica e
que o musculo é importante nessa interagdo. Além disso, animais que coexpressavam a forma
mutante da SOD19** (uma varia¢io da SODI) e também o IGF-1 muscular (mIGF-1)
apresentaram um efeito protetor tanto para os musculos quanto para os motoneurdnios
(Dobrowolny et al., 2005). Estes achados mostraram que a estrutura e fungdo da fibra
muscular sdo importantes para retardar e amenizar a severidade da ELA e que a expressao do
mlIGF-1 € importante na preservacdo dos motoneuronios durante a ELA, sendo este fator um
forte candidato no tratamento desta enfermidade.

A partir da informacdo que o musculo pode exercer um papel importante sobre os

sintomas da ELA (Dobrowolny et al, 2005), o proximo passo seria entender qual o papel do
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musculo na patogénese da ELA. Para tal um modelo animal que expressava a forma mutante
do gene da SODI foi gerado sob controle transcricional de um promotor muscular especifico,
a cadeia leve da miosina (MLC). Nestes musculos ocorre um acimulo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS) levando a progressiva atrofia da fibra muscular e reducdo de forca muscular,
mudanga na composi¢do das membranas e disfungdo mitocondrial. Outras alteragdes
observadas foram o aumento de marcadores moleculares ligados a atrofia muscular como
FoxO e NFkB e também com citocinas pro-inflamatorias e ativagdo de células microgliais na
medula espinhal.

Diante deste panorama complexo que envolve a génese da ELA, o objetivo deste
estudo foi entender e caracterizar os mecanismos relacionados no processo de regeneragao
dos musculos que apresentam a mutagdo da SODI1. O estudo da regeneracdo muscular ¢
relevante, pois se trata de um processo coordenado em que multiplos fatores sao
seqiiencialmente ativados (recapitulando o processo de miogénese) para manter € preservar a
estrutura e fungdo muscular (Pelosi et al., 2007). A regeneragdo e reparo muscular podem ser
gerados por um modelo de cardiotoxina e ocorrendo em quatro fases independentes:
degeneragdo, inflamagdo, regeneracdo e fibrose. A lesdo resulta em uma rapida necrose das
miofibras e ativagdo da inflamagdo, contribuindo para a remog¢do de material necrotico e
também a secrecdo de varias citocinas e fatores de crescimento estimulando a ativagdo das
células satélites (Pelosi et al., 2007). A hipotese aqui gerada foi que o aumento do estresse
oxidativo nestes musculos poderia interferir na coordenagao deste processo. Avancgar sobre o
conhecimento deste processo adaptativo muscular permite tragar estratégias terapéuticas para
tornar a regeneragdo muscular mais eficiente ou mesmo acelera-la em situagdes em que o
estresse oxidativo estd aumentado no musculo. Assim sendo, a proposta deste estudo foi
investigar os mecanismos moleculares e estruturais relacionados ao processo de regeneragao

em animais transgénicos MLC/SOD]1.
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MATERIAL E METODOS

Animais e grupos

Camundongos wild-type (normais) e transgénicos com a mutacdo no gene SODI
presente no gene da miosina de cadeia leve (MLC; dados nao publicados), machos de 3 meses
de idade, foram usados neste estudo. Os animais foram mantidos em biotério préprio do
Departamento de Histologia e Embriologia Médica da Universidade de Roma, com controle
do ciclo claro-escuro (12:12h) e livre acesso a racao e agua. O estudo foi submetido e
aprovado pelo comité de ética em pesquisa animal da universidade de Roma. O protocolo ¢
intitulado: O papel do IGF-1 nas doengas musculares, sob responsabilidade do Prof. Antonio
Musaro.

Trinta animais, sendo 12 selvagens (WT) e 18 MCL/SOD foram submetidos a injegdes
de cardiotoxina em ambos musculos TA e quadriceps direitos. Estes musculos foram
avaliados em 2, 5 e 10 dias apos a lesdo. Os musculos TA e quadriceps contra-laterais
(esquerdos) foram usados como controle (K). Abaixo encontram-se a descri¢do dos grupos
1) Cardiotoxina 2 dias (Ctx 2d): animais submetidos a inje¢do de cardiotoxina e analisados 2
dias pos lesdo;
2) Cardiotoxina 5 dias (Ctx 5d): animais submetidos a injeg¢do de cardiotoxina e analisados 5
dias pos lesdo;
3) Cardiotoxina 10 dias (Ctx 10d): animais submetidos a inje¢do de cardiotoxina e analisados
10 dias po6s lesdo;

Todos os procedimentos foram realizados com os animais anestesiados. Para tal, uma

solucdo de quetamina e xilazina foi utilizada.
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Lesdo por Cardiotoxina

Os musculos TA e quadriceps foram lesados em todo o seu comprimento por 4
diferentes inje¢des de cardiotoxina (Latoxan®™™® 5 ul a 10 pM por injecdo). Este tipo de
cardiotoxina provoca uma lesdo homogénea e uniforme como previamente descrito (Pelosi et

al., 2007).

Avaliacdo muscular

Os musculos quadriceps e TA coletados foram congelados em isopentano pré-
resfriado em nitrogénio liquido. Os musculos foram armazenados em freezer a -80°C. Os
musculos TA foram usados para andlises de imunohistoquimica, imunofluorescéncia e
morfometria. J& os musculos quadriceps foram utilizados para andlises de proteina (Western-

blot).

Analise histoldgica muscular

A analise histologica teve como objetivo a caracterizagdo da area de lesdo e a
proliferacdo do tecido conjuntivo. Para tal, cortes musculares congelados com 8 pum de
espessura foram obtidos em micrétomo criostato e submetidos as seguintes coloragdes, como
previamente descrito por Pelosi e cols (2007): 1) Hematoxilina e eosina: para avaliagdo da
morfologia geral, caracterizacdo da area de infiltrado inflamatoério; 2) Tricomio de Masson: a
fim de caracterizar as modifica¢des no tecido conjuntivo muscular.

Com o intuito de caracterizar e quantificar o nimero de células musculares necroticas
a coloragdo de azul de Evans foi utilizada. Sucintamente, uma solu¢ao de azul de Evans foi
injetada na veia da cauda do animal 6 horas antes do sacrificio e retirada dos musculos. Os
musculos foram congelados e armazenados como descrito acima. Cortes histologicos

musculares congelados foram fixados em acetona resfriada (-20°C) durante 15 min e depois
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lavados em PBS contendo Hoechst (1:3000) para a marcagao dos nucleos das células. Os
cortes foram montados em meio aquoso contendo 4’,6’-diadimidino-2-fenilidole nuclear
(Vectashield; Vector laboratories). Fibras necréticas foram observadas por fluorescéncia em

microscopio invertido (modelo Axioskop 2 plus; Carl Zeiss Microimaging, Inc).

Western Blot

Cem miligramas de musculo quadriceps foram homogeneizados em um tampao de lise
(Ripa buffer: 10 mM Tris-HCIL, pH 7,4; 150 mM NacCl; 1% Nonideto P-40; 1% deoxicolato de
sodio; 0,1% SDS; 10% glicerol) com inibidores de proteases (10 mM sodiopirofosfato; 10
mM NaF; 1 mM SoVs; 2 mM PMSF; 10 ug/ml de inibidores de leupeptina, tripsina,
aprotinina e antipaina). As amostras foram agitadas durante 30 min a 4°C e depois
centrifugadas por 30 min também a 4°C. As proteinas totais foram quantificadas por
espectrofotometro pelo método de Bradford a 550 nm e comparadas a uma curva de
concentragdo de BCA. Quantidades iguais de proteina foram separadas em um gel SDS-
PAGE a 12%. Um padrao pré-corado foi usado para averiguar a massa molecular das
proteinas (Kalidoscope Prestained Standards, Bio-Rad). Posteriormente, as proteinas foram
transferidas para uma membrana por eletroforese (25 mA por 12 h). Estas membranas foram
avaliadas com Red Ponceau para confirmagdo da qualidade da corrida e a presenca das
proteinas. Para incubagdo dos anticorpos, as membranas passaram pelos seguintes passos: 3
banhos de 10 min cada de TBST; 1 banho de 1 h em 5% de leite em p6 dissolvido em TBST.
As membranas foram incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primario dissolvido em 1 ml
de TBST. Os anticorpos primarios usados foram os seguintes: miogenina (1:100); myoD
(1:100); pax7 (1:20); desmina (1:80). A a-tubulina (1:500) foi usada como controle enddgeno.
Ap6s incubagdo, as membranas foram lavadas 3 vezes de 10 min cada em TBST e passaram

por incubagdo com o anticorpo secundario (anti-rat IgG, horseradish peroxidase linked whole
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antibody (from goat); 1:7000 em 0,1% de leite em p6 em TBST). Por fim, as membranas
foram lavadas 3 vezes em TBST. O sinal foi detectado usando um filme quimioluminescente

(High performance chemiluminescence film, Amersham).

Analise densitométrica
A andlise densitométrica das bandas foi realizada usando o software de imagem
GeneTools v3.06 software (Syngene, Cambridge, UK). Os sinais foram normalizados pela o-

Tubulina.
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RESULTADOS PRELIMINARES

A analise histologica dos musculos tibial anterior (TA) mostrou uma redugdo da area
de seccdo transversa das fibras musculares dos grupos MLC/SOD controle (MLC/SOD K)
comparados ao controle wild type (WT K) observadas pelas coloragdes de hematoxilina e
eosina (Fig. 1) e tricomio de Masson (Fig. 2). Apés 2 dias de lesao pela cardiotoxina,
podemos observar uma grande area de necrose (Fig. 1, 2 e 3) tanto nos grupos wild type
quando nos transgénicos MLC/SOD. No 5 dia pos-lesdo em wild type (WT 5d) e MLC/SOD
5d observamos uma proliferagdo de tecido conjuntivo (Fig. 1 e 2) e algumas poucas fibras
necréticas (Fig. 3). Contudo, no 10° dia pos-lesdo notamos um acumulo de tecido conjuntivo
nos musculos transgénicos com varias pequenas fibras musculares com nucleos centralizados,
mas com um padrao arquitetonico ainda desorganizado se comparadas a wild type 10d (Fig. 1
e 2). Nao foram observadas fibras necréticas em 10 dias para wild type e MLC/SOD (Fig. 3).

A anadlise protéica dos musculos quadriceps transgénicos lesados mostrou um atraso na
expressao de fatores de ativacao de células satélites como Pax7 (Fig. 4), desmina (Fig. 5) e
myoD (Fig. 6) comparado aos musculos wild type lesados. Além disso, a miogenina, que ¢
um importante fator de diferenciagdo de mioblastos também apresentou um retardo de

expressao nos musculos transgénicos lesados comparado aos normais lesados (Fig. 7).
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FIGURA 1: Cortes histologicos transversais de musculos tibial anterior (TA) de camundongos wild type (normais) e MLC/SOD
corados com hematoxilina e eosina. Os musculos foram avaliados 2, 5 e 10 dias pds-lesdo por cardiotoxina. Na por¢ao superior da
figura estdo apresentados os animais wild type controle (K), 2 dias, 5 dias e 10 dias pds-lesao respectivamente. Abaixo a mesma ordem
dos animais MLC/SOD. Note que as fibras musculares do grupo MLC/SOD K apresentam menor area de se¢do transversa se
comparado ao wild type K. Nao foram observadas diferencas significativas entre os animais wild type e MLC/SOD 2 e 5 dias apos
lesdo. Note a presenca de fibras com lesdo de membrana 2 dias p6s lesdo e o aumento no infiltrado inflamatério no 5° dia. No 10° dia
pos lesdo os animais MLC/SOD mostraram um aumento significativo da proliferacdo de tecido conjuntivo comparado a wild type 10d.



FIGURA 2: Cortes histologicos transversais de musculos tibial anterior (TA) de camundongos wild type (normais) e MLC/SOD
corados com tricomio de Masson. Os musculos foram avaliados 2, 5 e 10 dias pds-lesdo por cardiotoxina. Na por¢ao superior da figura
estdo apresentados os animais wild type controle (K), 2 dias, 5 dias e 10 dias pos-lesdo respectivamente. Abaixo a mesma ordem dos
animais MLC/SOD. Observe um aumento da deposi¢do de colageno no 10° dia pds-lesdo nos animais MLC/SOD comparado aos
musculos wild type 10 dias.
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FIGURA 3: Cortes histologicos transversais de musculos tibial anterior (TA) de camundongos wild type (normais) e MLC/SOD
submetidos ao azul de Evans (marcacao de fibras necroticas) e hoechst (marcacao de nucleos). Os musculos foram avaliados 2, 5 ¢ 10
dias pds-lesdo por cardiotoxina. Na por¢do superior da figura estdo apresentados os animais wild type controle (K), 2 dias, 5 dias e 10
dias pos-lesdao respectivamente. Abaixo a mesma ordem dos animais MLC/SOD. Nao foram observadas diferencas significativas no
nimero e padrdo das fibras necroticas pds-lesdo entre os grupos.
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FIGURA 4: Niveis de proteina de Pax7 em musculos quadriceps (TH) avaliados por
Western blot e quantificados por densitometria de camundongos selvagens/wild type
(normal) e MLC/SOD (transgénicos). Os musculos TH direitos (lesados) e esquerdos
(controle contra-lateral) dos grupos wild type e MLC/SOD foram avaliados 2, 5 e 10
dias pods-lesdo. Na por¢ao superior da figura esta apresentado o blot e na parte inferior a
representacdo grafica da avaliagdo densitométrica. Observe um atraso na expressao de
Pax7 no grupo MLC/SOD comparado ao wild type.
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FIGURA 5: Niveis de proteina de desmina em musculos quadriceps (TH) avaliados por
Western blot e quantificados por densitometria de camundongos selvagens/wild type
(normal) e MLC/SOD (transgénicos). Os musculos TH direitos (lesados) e esquerdos
(controle contra-lateral) dos grupos wild type e MLC/SOD foram avaliados 2, 5 ¢ 10
dias pods-lesdao. Na por¢do superior da figura esta apresentado o blot e na parte inferior a
representacdo grafica da avaliagdo densitométrica. Observe um atraso na expressao de
desmina no grupo MLC/SOD comparado ao wild type.
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FIGURA 6: Niveis de proteina de myoD em musculos quadriceps (TH) avaliados por
Western blot e quantificados por densitometria de camundongos selvagens/wild type
(normal) e MLC/SOD (transgénicos). Os musculos TH direitos (lesados) e esquerdos
(controle contra-lateral) dos grupos wild type e MLC/SOD foram avaliados 2, 5 ¢ 10
dias pods-lesdao. Na por¢do superior da figura esta apresentado o blot e na parte inferior a
representacdo grafica da avaliacdo densitométrica. Observe um atraso na expressdo de
myoD no grupo MLC/SOD comparado ao wild type.
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FIGURA 7: Niveis de proteina de miogenina em musculos quadriceps (TH) avaliados
por Western blot e quantificados por densitometria de camundongos selvagens/wild
type (normal) e MLC/SOD (transgénicos). Os musculos TH direitos (lesados) e
esquerdos (controle contra-lateral) dos grupos wild type e MLC/SOD foram avaliados 2,
5 e 10 dias pds-lesdo. Na porcao superior da figura estd apresentado o blot e na parte
inferior a representacdo grafica da avaliacdo densitométrica. Observe um atraso na
expressao de miogenina no grupo MLC/SOD comparado ao wild type.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo em que realizamos em colaboracdo com o Prof. Antonio Musaro
observamos que marcadores moleculares envolvidos com a ativagdo de células satélites
(Pax7, desmina e myoD) e na diferenciagdo dos mioblastos (como a miogenina)
apresentavam um atraso na sua expressdo nos musculos transgénicos MLC/SOD1
comparados ao processo normal de reparo. Além disso, analises histolégicas mostraram
um aumento de tecido conjuntivo no 10 dias pds-lesdo por cardiotoxina comparado a
animais normais também com lesao.

Os resultados deste estudo abrem novas perspectivas para o entendimento e a
caracterizacdo deste processo de reparo além de propor generalizagdes para outras
situagdes em que ocorre o aumento do estresse oxidativo no musculo como no
envelhecimento (Conboy et al., 2003). Avangar sobre o conhecimento deste processo
adaptativo muscular permitird tragar estratégias terapéuticas para tornar a regeneracao
muscular mais eficiente ou mesmo acelera-la em situagdes em que o estresse oxidativo

esta aumentado no musculo.
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