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rats treated with different estrogen doses
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Resumo

Objetivo: Avaliar a agédo estrogénica sobre o perfil glicogénico do musculo esquelético desnervado de ratas. Métodos: Os animais
foram divididos em seis grupos experimentais (n=6): controle; desnervado durante 15 dias; desnervado tratado com estrégeno na
concentracdo de 20ug/peso/dia; desnervado tratado com estrégeno na concentragcao de 40ug/peso/dia; desnervado tratado com
estrégeno na concentracdo de 80ug/peso/dia e desnervado tratado com estrégeno na concentragdo de 160ug/peso/dia. Os animais
foram tratados com a substancia cipionato de estradiol durante 15 dias. As anélises realizadas foram: conteddo de glicogénio dos
musculos séleo, gastrocnémio branco e gastrocnémio vermelho (misto), realizadas por meio do método do fenol sulfurico, além do
peso corporal e do musculo séleo. A andlise estatistica incluiu ANOVA e teste post-hoc de Tukey (p<0,05). Resultados: A desnervacao
promoveu redugédo no contelddo de glicogénio dos musculos soleo, gastrocnémio branco e misto. Por outro lado, nos grupos
tratados com estrégeno, foi observada uma elevagéo progressiva no contetdo de glicogénio concomitante com a elevacao da dose,
restabelecendo as reservas glicogénicas, sendo que a concentragdo mais efetiva foi a de 160ug/peso/dia, em que foram observadas
as melhores respostas quimio-metabdlicas e a menor perda de peso. Conclusdo: Esses resultados sugerem que o estrégeno na
concentracdo de 160ug/peso/dia foi a mais eficiente para minimizar o comprometimento metabdlico e pode ser um importante
instrumento farmacolégico aplicado na pratica fisioterapéutica durante a reabilitacao.
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Abstract

Objective: To evaluate the action of estrogen on the glycogen profile of denervated skeletal muscle in female rats. Methods: The
animals were divided into six experimental groups (n=6): control; denervated for 15 days; denervated and treated with estrogen at a
concentration of 20ug/weight/day; denervated and treated with estrogen at a concentration of 40ug/weight/day; denervated and treated
with estrogen at a concentration of 80ug/weight/day; and denervated and treated with estrogen at a concentration of 160ug/weight/
day. The animals were treated with estradiol cypionate for 15 days. The following analyses were carried out: glycogen content of the
soleus, white gastrocnemius and red (mixed) gastrocnemius, by means of the phenol-sulfuric acid method as well as body weight and
soleus muscle weight. The statistical analysis included ANOVA and the post-hoc Tukey test (p<0.05). Results: The denervation induced
a reduction in glycogen content in the soleus and the white and mixed gastrocnemius muscles. In contrast, there was a progressive
elevation of glycogen content concomitant with dose elevation in the groups treated with estrogen, thereby reinstating the glycogen
reserves. The most effective concentration was 160ug/weight/day, which showed the best chemometabolic responses and least weight
loss. Conclusion: These results suggest that estrogen at the concentration of 160 pg/weight/day was the most efficient at minimizing
metabolic impairment and that it may be an important pharmacological instrument for physical therapy practice during rehabilitation.
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Introducgao

O musculo esquelético representa de 40 a 45% do peso cor-
poreo, estando suas a¢des centradas na capacidade de promo-
ver mobilidade ao sistema ésseo, além de exercer participagdo
essencial na manutencdo da homeostase glicémica, devido a
sua responsividade a insulina. Assim, a manutengéo das con-
digoes energéticas ideais depende da integracdo de vias me-
tabolicas ativadas sequencialmente, permitindo a geracio de
energia de acordo com a demanda'.

As relagées funcionais entre a integridade da inervacéo
motora e a homeostasia energética das fibras musculares tém
sido alvo de diferentes estudos, em especial na desnervagéo
neuromuscular, condi¢do que leva a alteragdes quimio-meta-
bélicas que convergem para a redugdo tanto na sensibilidade
a insulina quanto na cascata sinalizadora pés-receptor, predis-
pondo a hipotrofia®®.

E sabido que a homeostasia energética das fibras muscula-
res é finamente regulada por hormonios e neurotransmissores.
Nesse sentido, na década de 90, foi descrita a presenca de re-
ceptores de estrégeno nas fibras musculares, sendo constatado
que eles possuem atividade sobre o metabolismo energético
celular, além de atuar como modulador e regulador da forca
muscular®®. Outra relagdo importante se fundamenta na sinali-
zagio estrogénica, uma vez que exibe agéo citosdlica, ativando
cascatas sinalizadoras que modificam a responsividade celular
a outros hormoénios como, por exemplo, o fator similar & in-
sulina (IGF) e ao horménio do crescimento (GH), alterando a
homeostasia das fibras musculares, interferindo no tamanho
da fibra, na composicdo da miosina e na sintese protéica®. No
entanto, hd divergéncia quanto as respostas fisioldgicas ligadas
a acdo estrogénica, sendo descrito que, se o estrégeno for ad-
ministrado pela via oral, a resposta desencadeada é redugéo na
concentragdo plasmatica de IGF-1 seguido de concentragdes
trés vezes maiores de GH apds 24h. Por outro lado, se o estré-
geno for administrado pela via subcutéanea, havera elevagéo na
concentragédo plasmética de IGF-1 sem modificar a concentra-
¢do plasmatica de GH, razdo pela qual se escolheu essa via de
administracéo na realizagdo deste estudo™.

No dmbito da satide da mulher, os estudos das agdes estro-
génicas séo de singular importéncia para o entendimento das
alteragoes organicas que acompanham mulheres em periodos
de reducédo na produgdo hormonal, condi¢cdo em que diversos
sintomas se manifestam, como ondas de calor, oscilagdo do
humor, perda de massa éssea e muscular, foco da terapia de
reposic¢do hormonal que busca minimizar tais eventos’. No que
tange aos efeitos indesejados ligados & hormonioterapia com
altas doses de estrogeno, tem sido relatado aumento no risco
relativo de algumas neoplasias hormoénio dependentes endo-
metriais e na mama, bem como aumento no risco de doencas

cardiovasculares, tromboembolismo, mastalgia, elevagdo no
peso corporal e alteragdo no perfil lipidico™.

E importante salientar que um recente estudo sugere que
o tratamento com estrégeno pode modificar a capacidade
antioxidante nas fibras, reduzindo alteragdes geradas por le-
sdo muscular e acelerando os processos de regeneracédo, no
entanto tem sido observada uma grande variacdo nas doses
administradas, variando de 20pg/peso/dia (baixa dose) até
200pg/peso/dia (alta dose) com agéo diferenciada, existindo
referéncia de um efeito estimulante nas baixas doses e um
efeito inibitério na presenga de altas doses'.

Recentemente foi avaliado o efeito do estrégeno em alta
dose (200pg/peso/dia) sobre o contetido de glicogénio da mus-
culatura desnervada de ratas e verificou-se melhora na forma-
¢o dessas reservas'?. Ha de se considerar que a importéncia de
se estudar o comportamento das reservas glicogénicas muscu-
lares em fémeas estd pautado em dois importantes aspectos, a
saber: o primeiro se refere ao indice metabdlico uma vez que
essa reserva é indicativa de resisténcia e/ou fadiga', e o outro
se fundamenta na escassez de informacées sobre o compor-
tamento dessas reservas concomitante a menopausa'®. Por
outro lado, néo estd definido se somente essa alta dose atua
melhorando a eficiéncia na formacédo das reservas glicogéni-
cas ou se podem ser utilizadas doses menores minimizando
os possiveis efeitos colaterais, sendo sugestiva a realizagéo de
novos estudos que possam esclarecer e apontar uma dose efi-
caz para promover um equilibrio energético e funcional para
os musculos submetidos ao desuso.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito
de diferentes doses estrogénicas, compreendidas entre 20 e
160pg/peso/dia sobre o contetido de glicogénio do musculo
esquelético desnervado de ratas.

Materiais e métodos

Foram utilizadas ratas Wistar com peso entre 180 e 200
gramas, com idade variando de trés a quatro meses, ali-
mentadas com ragdo e agua ad libitum, sendo submetidas
a ciclo fotoperiédico de 12h claro/escuro em temperatura
controlada de 23+2°C. Os animais foram divididos em 5 gru-
pos experimentais (n=6): controle; desnervado; desnervado
tratado com estrégeno 20ug/peso/dia; desnervado tratado
com estrégeno 40pg/peso/dia; desnervado tratado com es-
trégeno 80ug/peso/dia e desnervado tratado com estrégeno
160pg/peso/dia. Os animais foram tratados segundo reco-
mendagoes do Guide for Care Use of Laboratory Animals,
sendo o trabalho aprovado pela Comissdo de Etica em ex-
perimentagdo animal da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar), protocolo CEEA n. 011/2006.
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Para a desnervagdo, as ratas foram anestesiadas com
pentobarbital sédico na concentracdo de 50mg/Kg de peso
corporal, sendo tricotomizadas na porgéo posterior da coxa,
por onde uma porg¢édo de 0,7 cm do nervo ciatico foi seccio-
nada e retirada® estando representado na Figura 1. O trata-
mento com o hormoénio cipionato de estradiol foi realizado
pela via subcuténea nas concentragdes acima mencionadas,
no periodo da manh4, durante 15 dias, a partir do primeiro
dia da desnervacéo.

Apés o periodo experimental, os musculos sdleo, gastroc-
némio porgéo branca e por¢do mista foram isolados, retirados
e prontamente encaminhados para as avaliagdes do contetido
de glicogénio pelo método do fenol sulfirico’, além da avalia-
¢éo do peso do soleo e corporal das ratas.

Apés verificagdo dahomogeneidade das amostras, a andlise
estatistica dos dados foi feita através de ANOVA, seguido do
teste de Tukey, sendo que em todos os calculos foram fixados
o nivel critico de 5%.

Resultados

A desnervagao promoveu reducédo nas reservas glicogéni-
cas musculares atingindo 50% no séleo, 54% no gastrocnémio
branco e 13% no gastrocnémio porgéo mista (p<0,05), con-
forme se pode verificar na Tabela 1. Sequencialmente foram
avaliadas as reservas de glicogénio do musculo esquelético
desnervado tratado com diferentes concentragdes de estrd-
geno, estando apresentados na mesma tabela, onde se pode
observar que as reservas foram significativamente elevadas
se comparados ao grupo ndo tratado, atingindo na concen-
tracdo estrogénica de 20pg/peso/dia valores 76% maiores
no séleo, 204% no gastrocnémio branco (p<0,05), ndo sendo
observado modifica¢do no miisculo gastrocnémio misto. Por
sua vez, no tratamento com estrégeno na concentragio de
40pg/peso/dia, foi observada elevagdo de 212% no sdleo,
195% no gastrocnémio branco e 25% no musculo gastrocné-
mio misto (p<0,05). Na concentracgdo de 80pug/peso/dia, tam-
bém foi observada elevagéo, atingindo 260% no séleo, 60% no
gastrocnémio branco e 150% no musculo gastrocnémio misto
(p<0,05). Por fim, na concentracgéo de 160pg/peso/dia, foi ob-
servado que as concentragdes glicogénicas foram as maiores
e atingiram de forma generalizada todos os musculos, atin-
gindo 260% no sdleo, 282% no gastrocnémio branco e 218%
no musculo gastrocnémio misto (p<0,05).

Com relagio ao peso do musculo séleo, cabe reiterar que
esse musculo foi escolhido devido & maior precisdo nos seus
limites e isolamento, sendo observado que, frente & desnerva-
¢éo, houve reducdo de 52,6% no peso, passando de 132+4mg
no controle para 62,5+£3mg no desnervado. Por outro lado,

A: Tricotomia; B: Localizagdo do nervo cidtico; C: Retirada de 0,7 cm do nervo; D: Sutura

Figura 1. Procedimento de desnervacdo.

Tabela 1. Concentracdo muscular de glicogénio (mg/100mg) de
ratas dos grupos controle, desnervado (D) e tratados com diferentes
concentracdes de estrogeno (E). Os valores correspondem a
médiat+epm, n=6.

Gastrocnémio  Gastrocnémio

Séleo - o
porgdo branca  porgdo mista
Controle 0,49+0,05 0,50+0,04 0,37+0,04
D 0,25+0,04*  0,23+0,02* 0,32+0,04*
D+E 20pug/peso/dia  0,44+0,05*  0,47+0,05* 0,32+0,03
D+E 40pg/peso/dia  0,53+0,05*  0,45+0,05* 0,40+0,02*
D+E 80ug/peso/dia  0,65+0,09%  0,60+0,06* 0,48+0,03*
D+E 160ug/peso/dia  0,65+0,08%  0,65+0,08** 0,70+0,04*#~

Desnervado (D); Estrégeno (E); *p<0,05 comparado ao controle; #p<0,05 comparado ao
grupo desnervado, ~p<0,05 comparado ao grupo tratado com 80pg/peso/dia.

ressalta-se que, somente no grupo tratado com estrégeno
160pg/peso/dia, a perda de peso foi menor se comparada ao
néo tratado, atingindo valores 41% menores que o controle,
ou seja, apresentando 77,8+3mg no desnervado tratado. Nesse
aspecto, o grupo tratado apresentou o peso 24% maior do que
o ndo tratado (p<0,05).

Discussao

Ao se avaliar o contetido de glicogénio dos musculos des-
nervados foi verificada uma expressiva redugéo das reservas
com alta intensidade nos musculos séleo e gastrocnémio por-
¢do branca, compostos de fibras tipo I e II, respectivamente, e
com menor intensidade no gastrocnémio por¢do mista. Esses
dados acompanham a hipétese de haver uma forte correlacéo
funcional na triade juncdo neuromuscular/perfil energético/
sensibilidade insulinica. Assim, concomitante a sec¢do do
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nervo, rompe-se a integragéo funcional mantenedora da ho-
meostasia energética e traz como reflexo a redugéo na trans-
locagdo da isoforma de transportadores de glicose GLUT 4 de
reservatorios citosdlicos em direcdo a membrana, elevagéo
na atividade das enzimas envolvidas na glicélise, aumento na
concentracdo de AMPc da proteina quinase dependente de
AMPc, reducdo da atividade da enzima glicogénio sintetase e
elevacdo na atividade da enzima glicogénio fosforilase, com-
prometendo o equilibrio energético, predispondo ao quadro
de resisténcia a insulina'®".

Por sua vez, ao se avaliar o peso do musculo sdleo des-
nervado, verificou-se que somente aquele submetido ao tra-
tamento com o estrégeno 160ug/peso/dia apresentou uma
efetiva diminui¢do na perda de peso e pode indicar que a
expressdo da sinalizagdo estrogénica interfere nos processos
ligados a protedlise que acompanham a hipotrofia'®*.

No que tange ao efeito das diferentes doses do estradiol,
iniciou-se avaliando as concentragdes de 20 e 40pg/peso/dia
que séo consideradas como doses baixas e com pouca respon-
sividade em diversos sistemas bioldgicos'®***. Nesta anélise,
foi verificado que houve uma significativa elevacéo nas reser-
vas glicogénicas, porém com menor expressdo na musculatura
mista do gastrocnémio, assim, demonstrou-se que as microdo-
ses, apesar de manifestarem eficiéncia na ativagéo de parame-
tros metabdlicos, néo o fazem de forma homogénea, podendo
indicar uma triade de ag¢do que depende do tipo de fibra, da
concentragdo hormonal e do padrdo metabdlico vigente. E
importante salientar que, com relacdo a forga muscular, ha
estudos que sugerem néo haver diferenca frente a variagdo na
concentragéo circulante de estrogeno®%.

Por sua vez, quando o estrégeno foi administrado na con-
centracéo de 80pug/peso/dia também houve uma expressiva e
generalizada elevacédo nas reservas musculares de glicogénio,
induzindo a aquisi¢do de um novo padrdo que, nesta concen-
tracdo, contempla a musculatura mista do gastrocnémio. Por
fim, ao se avaliar o tratamento com estrégeno na concentra-
céo de 160pg/peso/dia, verificou-se elevagéo significativa nas
reservas glicogénicas, atingindo uma proporcionalidade de
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Conclusao
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