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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito muscular do estrégeno em ratas submetidas a desnervagdo de membro posterior. Método: Ratas Wistar
foram divididas em 5 grupos (n=6): Controle, Desnervado 7 dias, Desnervado 15 dias, Desnervado tratado com estrégeno (200ug/
rato, via subcutanea, diariamente) durante 7 dias e Desnervado tratado com estrégeno durante 15 dias. Apds os periodos
experimentais, foi realizada a avaliacdo de glicogénio (GLI) dos musculos séleo (S), gastrocnémio branco (GB) e vermelho (GV),
além da avaliacdo do peso do séleo. A andlise estatistica foi feita através do teste de normalidade, ANOVA e teste de Tukey
(p<0,05). Resultados: A desnervagdo promoveu redugdo (p<0,05) no GLI no periodo de 7 (S: 44%, GB: 32%; GV: 32%) e de 15
dias (S: 62%, GB: 44%; GV: 53%), além da reducdo do peso do S (7 dias: 29,7%; 15 dias: 36,6%) . Porém, o tratamento com
estrégeno promoveu elevacdo (p<0,05) no GLI, nessa condigdo, tanto durante 7 dias (S: 19%; GB: 60%; GV: 18%) quanto durante
15 dias (S: 52%; GB: 51%; GV: 11%), mas ndo foi suficiente para minimizar a reducéo do peso muscular. Conclusdes: O tratamento
com baixa dose de estrégeno minimizou as alterag6es metabdlicas musculares desencadeadas pela desnervagao, porém ndo foi
eficaz em interferir na perda de peso do musculo séleo, sugerindo que o hormdnio atua permitindo uma prote¢do quimiometabdlica
com similaridades de acdo da via insulinica, porém esse efeito é multifatorial, dependendo da dose, da forma, do tempo de
tratamento, além do tempo de desnervacéo.
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ABSTRACT
The estrogen effect on glycogen reserves of denervated skeletal muscles of female rats

Objective: To evaluate the effects of estrogen on muscles in female rats subjected to hindlimb denervation. Methods: Female
Wistar rats were divided into five groups (n=6): control; denervated 7 days; denervated 15 days; denervated treated with
estrogen (200ug/rat, subcutaneously, daily) for 7 days; and denervated treated with estrogen for 15 days. After the experimental
periods, glycogen (GLY) evaluations were performed on the soleus (S), white gastrocnemius (WG) and red gastrocnemius (RG),
and the soleus was weighed. The statistical analysis was performed using the normality test, ANOVA and Tukey test (p<0.05).
Results: The denervation caused a reduction (p<0.05) in GLY over a 7-day period (S: 44%, WG: 32%; RG: 32%) and 15-day period
(S: 62%, WG: 44%; RG: 53%), and also S weight reduction (7 days: 29.7%; 15 days: 36.6%). However, the estrogen treatment
caused elevation (p<0.05) of GLY under this condition, both over 7 days (S: 19%; WG: 60%; RG: 18%) and over 15 days (S: 52%;
WG: 51%; RG: 11%), but it was not enough to minimize the muscle weight reduction. Conclusions: The treatment with low doses
of estrogen minimized the metabolic alterations induced by denervation, but it was not effective in interfering in the weight loss
of the soleus muscle. This suggests that the hormone acts by enabling chemical-metabolic protection that acts like the insulin
route, but the effect is multifactorial and depends on the dose, manner and duration of the treatment, as well as the time since
denervation.

Key words: denervation, estrogen, skeletal muscle, physical therapy.
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INTRODUCAO

A funcionalidade da dindmica contratil da musculatura
esquelética depende da integridade de diversos fatores, como
a geracdo de potenciais elétricos na interface da juncéo
neuromuscular; as variacdes nas concentracdes iénicas,
geradas pela atividade dos canais idnicos; a atividade
metabdlica e a modulacdo dos sistemas participantes dos
ajustes metabolicos. Dessa forma, o padrdo metabdlico das
fibras musculares ajusta-se, constantemente, de acordo com
a flutuacdo na disponibilidade de substratos metabolizaveis,
sendo influenciado pela sensibilidade e populacéo de receptores
de insulina, pela atividade de sistema especifico ligado a
captacdo de glicose e pela atividade das enzimas-chave do
metabolismo de carboidratos, eventos associados que ressaltam
a importancia do contetido glicogénico enquanto reserva
energética limitante de performance ou fadiga.

Na condicdo de repouso, as fibras musculares
esqueléticas captam pequenas quantidades de glicose, no
entanto, frente ao aumento da atividade contrétil ou na
presenca da insulina, sdo desencadeados processos
facilitadores de uma maior captacdo da hexose, a qual pode
ser prontamente oxidada, gerando energia ou direcionada para
formacao de glicogénio?.

Estudos direcionados a avaliagdo das alteracdes
desencadeadas nos musculos desnervados chegaram ao
consenso de que, apods a interrupcdo completa de inervacao
motora, hé perda da atividade voluntéria e reflexa do musculo;
perda de forca e massa; reducdo no didmetro da fibra, seguida
de atrofia muscular progressiva®. Tem sido demonstrado que,
concomitante a seccdo da inervacdo motora, também
ocorrem expressivas modificacbes relacionadas ao
metabolismo de carboidratos, sendo merecedora de destaque
a resisténcia a insulina, desencadeada pela reducdo na atividade
das enzimas reguladoras das vias metabolicas ligadas a
interface pos-receptor da insulina; reducdo na populacéo do
GLUT4 (transportador de glicose tipo 4); redugdo na
concentracdo citosolica do RNAm (&cido ribonucléico
mensageiro) do GLUT 4; reducéo na expressdo génica dos
transportadores GLUT 1 (transportador de glicose tipo 1)
e GLUT 4; reducdo na atividade das enzimas participantes
da glicolise e da enzima glicogénio sintetase bem como
reducéo na habilidade da insulina em ativa-la*. Esses eventos
associados participam das alteracBes metabdlicas que
predispdem as fibras musculares a hipotrofia®.

Recentes estudos tém demonstrado as relagdes
funcionais entre a inervacdo motora e a homeostasia metabdlica
das fibras musculares, em que ha um consenso de que a
reducdo de reservas de glicogénio, induzida pela desnervagéo,
pode ser minimizada por farmacos como metformina® e
clembuterol’, suplementos energéticos como glutamina® e
CGT (creatina-glutamina-taurina)’, além de estimulacao elétrica
neuromuscular®.
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A literatura cientifica destaca a importancia do estrégeno
na homeostasia do sistema reprodutor, cardiovascular e
sistema nervoso central®. Por outro lado, estudos pioneiros,
realizados a partir da década de 90, também constataram a
presenca de receptores de estrégeno nas fibras musculares,
sugerindo que inimeros sistemas podem estar ligados a sua
acdo, como: manutencdo da forca muscular, fator de protegdo
tecidual, agente inibidor da geracdo de radicais livres, visto
que a molécula apresenta similaridades com a vitamina E.

Os receptores de estrogeno se dividem em dois tipos,
sendo denominados de ERa:. (receptor de estrogeno o) € ER
(receptor de estrégeno B), detectando-se a presenca de
receptores do tipo ERP no musculoesquelético de humanos,
bovinos, camundongos e ratost!2,

Recente contribuicdo para o entendimento da a¢do dos
receptores de estrageno nas fibras musculares foi demonstrada
utilizando imunocitoquimica, sendo observada a presenca
de receptores ER tanto nas fibras musculares quanto na
capilarizagdo dos musculos®,

No que tange ao receptor de estrogeno ERp, estudos
in vivo tém sugerido relagdes funcionais com o metabolismo
dos carboidratos, em que se tem observado efeito
insulinotrofico tanto por induzir secre¢do de insulina quanto
por minimizar a resisténcia a insulina®.

Os estudos das relages quimiometabdlicas neuromus-
culares tém mostrado que, além da relacdo neurotransmissor/
receptor responsaveis pela contracdo muscular, existe uma
inter-relacdo entre a inervacdo e 0s mecanismos que permitem
a homeostasia nutricional das fibras musculares, visto que
fibras desnervadas exibem fortes alteracGes metabolicas, além
de apresentarem resisténcia a insulina e atrofia.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar as
reservas de glicogénio dos musculos s6leo e gastrocnémio
desnervados submetidos ao tratamento com cipionato de
estradiol durante 7 e 15 dias.

MATERIAL E METODOS

Utilizamos ratas Wistar (180 a 200 gramas) com idade
variando de 3 a 4 meses, que foram alimentadas com ragédo
e agua ad libitum, sendo submetidas a ciclo fotoperiddico
de 12h claro/escuro em temperatura controlada de 23 + 2°C.
Os animais foram divididos aleatoriamente nos seguintes
grupos experimentais (n= 5): Controle, Desnervado 7 dias,
Desnervado 15 dias, Desnervado tratado com estrégeno
durante 7 dias e Desnervado tratado com estrégeno durante
15 dias. Este trabalho foi aprovado pela comissao de ética
em experimentacdo animal da Universidade Federal de Sdo
Carlos, protocolo CEEA n° 011/2006.

Para a desnervagdo, as ratas foram anestesiadas com
pentobarbital sédico na concentracdo de 50mg/Kg de peso
corporal, sendo tricotomizadas na porgao posterior das coxas,
por onde uma porgao de 5mm do nervo ciético foi seccionado
e retirado, segundo o modelo proposto por Coderre et al.*.
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O tratamento consistiu na administracdo de cipionato
de estradiol pela via subcuténea, na concentracdo de 200ug/
rata diariamente'®, no mesmo periodo do dia, durante 7 dias
e 15 dias, conforme grupos descritos acima.

Ap0s os periodos experimentais, os musculos séleo e
gastrocnémio branco e vermelho foram isolados, retirados
e prontamente encaminhados para as avaliagdes do contetdo
de glicogénio por meio do método do fenol sulfurico®, além
da avaliacdo do peso do séleo.

A analise estatistica dos dados foi feita primeiramente
pelo teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov). Como 0s
dados se apresentaram normais, foram utilizados os testes
paramétricos ANOVA (analise de variancia) e teste de Tukey,
sendo que em todos os célculos foi fixado o nivel critico de
5% (p<0,05).

RESULTADOS

Em decorréncia da desnervacdo, houve uma reducao
significativa no contetido muscular de glicogénio, atingindo
no musculo s6leo 44% nos primeiros 7 dias e 62% apds 15
dias (p<0,05); no musculo gastrocnémio por¢édo branca, a
reducdo atingiu 32% nos primeiros 7 dias e 44% apos 15 dias
(p<0,05) e no musculo gastrocnémio porcdo vermelha, a
reducdo atingiu 32% nos primeiros 7 dias e 53% ap6s 15 dias
(figuras 1, 2 e 3).

Ao avaliarmos o contetdo glicogénico do musculo
desnervado, observamos que, apds 7 dias de tratamento diario
com estrdgeno, o musculo sdleo apresentou elevacdo de 19%,
enquanto o gastrocnémio porcao branca apresentou elevagdo
de 60%, e o gastrocnémio por¢do vermelha apresentou
elevacdo de 18% (p<0,05).

Apds o tratamento com estrdgeno durante 15 dias, as
reservas também foram elevadas, atingindo 52% no séleo,
enquanto o gastrocnémio porcao branca apresentou elevacédo
de 51%, e o gastrocnémio porgdo vermelha apresentou
elevacdo de 11% (p<0,05).

Com relagdo ao peso muscular do séleo, a desnervacédo
ap0s 7 dias promoveu uma reducdo significativa (p<0,05)
de 29,7% em relacdo ao controle e, ap6s 15 dias, essa reducéo
foi maior, representada por 36,6% (tabela 1).

O tratamento com estrogeno néo foi suficiente para
minimizar a redu¢do do peso muscular em nenhum dos
periodos analisados, mostrando aumento ndo significativo
(p>0,05) em 7 dias, representado por 18,3%, sem alteracdo
durante 15 dias em relacdo ao respectivo grupo desnervado.

DISCUSSAO

A funcionalidade da musculatura esquelética tem fortes
relacdes multifatoriais, representadas pela sensibilidade a
insulina, & atividade metabdlica tecidual e & atividade contrétil.
O suprimento energético de glicose pode ser viabilizado tanto
pela acdo da insulina quanto pela elevacéo na atividade contratil,
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em que o mecanismo se localiza na translocagdo de
transportadores de glicose tipo 4 (GLUT4) de reservatorios
thbulo-vesiculares citosolicos para a membrana, favorecendo,
assim, a elevacdo na captacdo de glicose para a geracdo de
energia e/ou formac&o de glicogénio. Nesse sentido, tem-se
verificado que 70 a 85% da glicose captada pelo mdsculo
em repouso provavelmente fica reservada na forma de
glicogénio®’.
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Figura 1. Concentragéo de glicogénio (mg/100mg) do musculo séleo (S)
dos grupos Controle (C), Desnervado 7 dias (D7), Desnervado 15 dias
(D15), Desnervado tratado com estrogeno 7 dias (DE7) e Desnervado
tratado com estrégeno 15 dias (DE15). Os valores correspondem a
média = epm, n=5. *p<0,05 comparado ao controle e # comparado ao
respectivo desnervado.
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Figura 2. Concentracdo de glicogénio (mg/100mg) do mdsculo
gastrocnémio porcéo branca (GB) dos grupos Controle (C), Desnervado
7 dias (D7), Desnervado 15 dias (D15), Desnervado tratado com
estrégeno 7 dias (DE7) e Desnervado tratado com estrdgeno 15 dias
(DE15). Os valores correspondem a média + epm, n= 5. *p<0,05
comparado ao controle e # comparado ao respectivo desnervado.
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Figura 3. Concentragdo de glicogénio (mg/100mg) do musculo
gastrocnémio porgdo vermelha (GV) dos grupos Controle (C), Desnervado
7 dias (D7), Desnervado 15 dias (D15), Desnervado tratado com
estrogeno 7 dias (DE7) e Desnervado tratado com estrogeno 15 dias
(DE15). Os valores correspondem a média + epm, n= 5. *p<0,05
comparado ao controle e # comparado ao respectivo desnervado.

Tabela 1. Peso muscular (mg) do s6leo dos grupos Controle, Desnervado
7 dias, Desnervado 15 dias, Desnervado tratado com estroégeno 7 dias
e Desnervado tratado com estrogeno 15 dias. Os valores correspondem
a média £ epm, n=5. *p<0,05 comparado ao controle e # comparado
ao respectivo desnervado.

Grupos Peso muscular
(mg)
Controle 101+1,7
Desnervado 7 dias 71+2,9*
Desnervado tratado com estrégeno durante 7 dias 84 +8,9*
Desnervado 15 dias 64 +1,4*
Desnervado tratado com estrogeno durante 15 dias 63 +2,4*

O crescente interesse pelas alteragdes morfofisiolégicas
deflagradas pela desnervacéo da musculatura esquelética tem
instigado uma investigacdo mais minuciosa das relacoes
neuromusculares. Tais estudos tém revelado que concomitante
a seccdo da inervacdo motora ocorrem expressivas
modificacOes funcionais e metabolicas, predispondo as fibras
musculares a atrofia®.

Inicialmente, avaliamos o efeito da desnervacéo sobre
a concentragdo de glicogénio dos musculos séleo e
gastrocnémio porcado branca e vermelha e demonstramos que
as reservas foram drasticamente reduzidas, em virtude da
desnervacao, durante 7 e 15 dias. Esse dado corrobora a
proposta de outros autores que tém postulado que,
concomitante a seccdo da inervacdao motora, ocorre reducao
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na atividade da cascata de eventos relacionados a acédo
insulinica, comprometendo a captacdo e o metabolismo da
glicose bem como a sensibilidade a insulina, deflagrando, a
partir dai, o quadro de resisténcia, seguindo a atrofia“.

Cabe considerar que, concomitante a desnervagcdo, foi
observada uma expressiva perda da massa no musculo soleo,
sugerindo que ha uma intima relagéo neurotréfica que participa
da modulag&o contratil-metabdlica. Sendo assim, considera-
-se que o0s eventos desencadeados pela desnervacgdo
correspondem a alteragfes na triade de ambito trofico/
metabdlico/funcional.

Essas relagbes quimiometabdlicas da musculatura
esquelética se expressam tanto de maneira moduladora quanto
ativadora, dependendo do status funcional do tecido muscular.
Um agente que vem desencadeando um crescente interesse
na literatura é o estrogeno, cuja populacdo de receptores ja
foi descrita tanto em fibras musculares quanto nos tecidos
circunvizinhos, como no endotélio vascular®®.

Os resultados deste estudo s@o pioneiros em demonstrar
que as alteracdes metabolicas desencadeadas pela desnervacao
foram minimizadas pelo tratamento com estrégeno durante
7 dias, uma vez que as reservas de glicogénio foram elevadas
em relacdo ao desnervado. Porém, o tratamento realizado
durante 15 dias s6 foi suficiente para elevar as reservas do
gastrocnémio branco, ressaltando que o contetido do grupo
desnervado 15 dias ja estava elevado em relacéo ao desnervado
7 dias, demonstrando que ha uma acdo moduladora limitada
pelo efeito de acdo em massa.

Esse fato pode estar relacionado diretamente a baixa
concentracdo de estradiol utilizada neste estudo, a capacidade
de atuar no estado insulino-resistente, como observado na
desnervacdo, ou ainda, por um efeito indireto enquanto agente
insulinotrépico'#*®, Brussaard et al.'® sugeriram que a acdo
estrogénica eleva a secrecdo de insulina e reduz o estado de
resisténcia a mesma.

Kadi et al.? observaram que a reducéo na producao do
estrogeno esta relacionada com os efeitos deletérios no sistema
muscular, sendo expressiva a reducdo na producao de forca
muscular com relagdes diretas a funcionalidade das pontes
cruzadas.

A acdo insulinotropica do estrdgeno vem sendo
minuciosamente avaliada, e tem sido demonstrado, em ratas,
que esse hormonio atua nas células beta pancreaticas como
bloqueador dos canais de potassio modulados pela relacédo
ATP/ADP, deflagrando per se 0 processo secretorio e, ao
mesmo tempo, potencializando a dindmica secretdria induzida
pela glicose??2, Nesse sentido, tem sido verificado que ha
uma convergéncia funcional na rede sinalizadora que integra
a acdo estrogénica e a insulinica com relagdes diretas da
cascata metabolica, envolvendo o AMPc, MAP kinase e 0
sistema PI3-K/Akt. Esses mecanismos permitem ao estrégeno
atuar rapidamente através de fosforilacdo e ativacdo de
sistemas protéicos pré-existentes, integrando a acéo
sinalizadora com a codificacdo gendmica?.
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E importante salientar que o estrégeno, como um agente
insulinotropico, também pode desencadear, a longo prazo,
uma resposta secundaria e adaptativa, representada por um
possivel estado de resisténcia insulinica desencadeada pela
exposicdo constante a insulina induzida pela terapia?*. No
entanto, recentemente foi demonstrado que a sensibilidade
insulinica tecidual passa por um ajuste funcional, em que,
na presenca do estrégeno, ha elevagdo na sensibilidade
insulinica, reiterando nossos resultados?®s,

Apesar de existirem evidéncias de que o tratamento com
estrégeno promove uma acéo inibidora da acéo insulinica,
tem sido demonstrada a dinamica funcional do estrégeno e
suas relagBes com a acdo da insulina, existindo relagdes diretas
com a homeostasia glicémica e a manutencéo de condicdes
metabdlicas adequadas, tendo em vista que baixas doses do
hormonio sdo efetivas em promover um aumento no nimero
dos receptores de insulina, principalmente no tecido muscular,
sendo observado um efeito maximo a partir do sexto dia®.

Nossos resultados corroboram esse estudo, uma vez
que a dose administrada foi baixa e os periodos analisados
foram 7 e 15 dias, mostrando a agdo estrogénica em elevar
as reservas de glicogénio no periodo de 7 dias em todos 0s
musculos analisados e, somente nas fibras brancas, repre-
sentada pelo gastrocnémio branco, no periodo de 15 dias.
Gonzalez et al.* observaram que o efeito do estradiol em elevar
a sensibilidade & insulina manifesta-se no figado e no musculo
do 6° ao 11° dia de tratamento, porém apés o 16° dia, sua
acdo manifestou-se apenas no tecido muscular.

CONCLUSAO

O tratamento com baixa dose de estrégeno minimizou
as alteracdes metabolicas musculares desencadeadas pela
desnervacdo, porém ndo foi eficaz em interferir na perda de
peso do musculo séleo, sugerindo que o horménio atua no
sentido de permitir uma protecdo quimiometabdlica com
similaridades de acéo da via insulinica, porém esse efeito é
multifatorial, dependendo da dose, da forma, do tempo de
tratamento, além do tempo de desnervag&o.
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