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RESUMO

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome iniciada por uma reducdo na funcdo cardiaca e
caracterizada pela ativacdo de mecanismos compensatorios e atrofia. Fadiga e dispnéia sdo 0s
sintomas mais comuns desta doenca, e estdo associados a miopatia do musculo esquelético;
ocorre reducao da capacidade oxidativa, mudanca nas fibras do tipo | para tipo Il, alteracdo na
expressdo dos fatores reguladores miogénicos (MRFs) e na JNM. O treinamento fisico aerdbico
¢ considerado uma conduta amplamente aceita para minimizar as consequéncias dos sintomas
causados pela IC, com melhora na qualidade de vida e pode reverter anormalidades do musculo
cardiaco e esquelético, além de modular a jungdo neuromuscular. O musculo diafragma é o mais
importante muasculo inspiratério dos mamiferos sendo um dos mais acometidos na IC; o
treinamento fisico aerdbico altera as propriedades eletrofisiologicas do diafragma durante a
fadiga e favorece a resisténcia muscular. A hipdtese do presente estudo é que as alteracoes
fenotipicas musculares que ocorrem na IC estdo associadas com alteracdes na distribuicdo e
expressdo dos NAChRs e que o treinamento fisico aerdbico atenue estas alteracfes. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a distribuicdo e expressdo dos nAChRs em ratos com IC submetidos ao
treinamento aerdbico. Foram utilizados 44 ratos Wistar machos (90 a 100g), divididos em quatro
grupos experimentais: controle (C), treinamento aerobico (TR), estenose adrtica (EA0) e
estenose adrtica com treinamento aerdbico (EA0OTR). A estenose aortica foi induzida pela
inser¢do de um clip de prata de 0.6 mm de didmetro na aorta ascendente. Apds 18 semanas da
cirurgia, os animais com EAo, foram avaliados por ecocardiograma para verificar a hipertrofia
do VE. Os demais animais foram divididos aleatoriamente em C, TR e EA0TR. Os animais
selecionados para o grupo TR e EA0TR foram submetidos ao treinamento aerdbico em esteira
por dez semanas(bdias/semana). O mdusculo diafragma foi utilizado para a avaliacdo da
expressdo génica das subunidades (y, a, €, Bl ¢ 8) dos nAChRs e dos MRFs (Miogenina ¢
MyoD) e expressao protéica das subunidades (y, a, €) dos nAChRs e dos MRFs (Miogenina e
MyoD) por PCR em Tempo Real e Western Blot, respectivamente. Também foi avaliada a
distribui¢do dos nAChRs e do terminal nervoso com imunomarcagdo usando a-bungarotoxina
associada a rodamina e anti-neurofilamento, respectivamente. Ap6s a imunomarcacdo a analise
foi realizada em microscopio confocal de varredura a laser e a analise da area dos nAChRs foi
realizada pelo software Image J. Nossos resultados mostraram um aumento na expressdo das
subunidades v, a, €, Bl € 6 no grupo EAo e uma diminui¢dao da expressao das subunidades v, a,
Bl e 6 no grupo EAoTR. Somente a subunidade € obteve maior expressao no grupo EAoTR.
N&o houve alteracdo significativa na expressao dos MRFs (MyoD e Miogenina) nos grupos
estudados. A imunomarcacao dos nAChRs revelou que ndo houve diferenca quanto a morfologia
dos receptores que apresentaram uma distribuigdo na forma de bragos continuos ou “pretzel”. A
analise da area mostrou uma modulacdo na distribuicdo dos nAChRs, sendo maior nos grupos
EA0 (20 a 30 pm?) e EA0OTR (31 a 40 pm?). Nossos resultados mostraram que na IC ocorrem
alteracdes na distribuicdo e na expresséo das subunidades dos receptores de ACh (nAChRs). O
treinamento aerobico foi benéfico e atenuou as alteragdes na expressdo das subunidades dos
nAChRs. Este protocolo de treinamento poderia ser utilizado na intervencdo de terapias
futuras para a melhoria da qualidade de vida em pacientes com insuficiéncia cardiaca.

Palavras-chave: Mdusculo estriado esquelético. Insuficiéncia cardiaca. Treinamento aerobico.
Juncgdo neuromuscular. Receptor nicotinico de acetilcolina.



ABSTRACT

Heart failure (HF) is a syndrome initiated by a reduction in cardiac function and characterized by
the activation of compensatory mechanisms and muscle myopathy. Fatigue and dyspnea are the
most common symptoms of this disease, associated with the reduction of the oxidative capacity,
changes in the fibers type | to type Il, alterations in the expression of myogenic regulatory
factors (MRFs) and in the neuromuscular junction (NMJs). Aerobic training is considered a
widely accepted practice to minimize the consequences of the symptoms caused by HF,
improving the life quality and can reverse abnormalities of cardiac and skeletal muscle, and
modulate the NMJ. The diaphragm is the most important inspiratory muscle in mammals and is
one of the most affected in HF; aerobic training changes the electrophysiological properties of
the diaphragm during fatigue and promotes muscle endurance. Thus, the hypothesis of this study
is that the changes that occur in HF are associated with alterations in the NMJs, in the
expression of nAChRs and aerobic training can attenuate these changes. The aim of this study
was to evaluate the distribution and the expression of nAChRs subunits in rats with HF
submitted to an aerobic training. We used 44 male wistar rats (90 to 100g), divided into four
groups: Control (C), Aerobic Training (TR), Aortic Stenosis (AS) and Aortic Stenosis with
Aerobic Training (ASTR). Aortic stenosis was induced by the insertion of a silver clip of 0.6 mm
in diameter in the ascending aorta. After 18 weeks of surgery, the animals with AS were
evaluated by echocardiography for evaluating LV hypertrophy. The others were randomly
divided into C, TR and ASTR groups. The animals of TR and ASTR groups were submitted to
aerobic training on a treadmill for 10 weeks (5 days/ week). The diaphragm muscle was used to
assess the expression of the nAChRs subunits (y, o, €, & and B1) and MRFs (Myogenin and
MyoD) by RT-gPCR and Western blot. We also analyzed the distribution of nAChRs and
terminal axon along the muscle fiber with immunostaining using a-bungarotoxin associated with
rhodamine and anti-neurofilament, respectively. After the immunostaining, the analysis was
performed using laser scanning confocal microscope and the area of NAChRs was measured
using the Image J software. Our results showed an increase in the mRNA of y subunits, a, €, &
and B1 in the AS group and decreased expression of y a, Bl and & in the ASTR group. Only the €
subunit expression in the group ASTR was more expressed. The expression of the MRFs,
Myogenin and MyoD did not change in the groups studied. The immunostaining of nAChRs
revealed that there was no difference in the morphology of the receptors that show a distribution
as a continuous branches or pretzel. The area analysis revealed a modulation in the distribution
of NAChRs,being high in AS(20 at 30 pm?) and ASTR(31 at 40 pm?) groups. Our study showed
changes in the distribution and expression of nAChRs subunits during heart failure. Aerobic
training was beneficial and attenuated nAChRs subunits changes in the neuromuscular junctions.
This protocol could be critical to the intervention of future therapies for life quality improvement
in patients with heart failure.

Keywords: Skeletal muscle. Heart failure. Aerobic training. Neuromuscular junction. Nicotinic
acetylcholine receptors.
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1.1 Caracteristicas da Juncdo Neuromuscular (JNM)

A Juncdo Neuromuscular (JNM) é uma sinapse quimica anatomicamente e funcionalmente
diferenciada para a transmissao de um sinal do terminal nervoso para a fibra muscular (ENGEL,
2003). Na regido de contato, o potencial de acdo do nervo ocasiona a liberacdo de um
neurotransmissor quimico, a Acetilcolina (ACh), que atua nos nAChRs na membrana pds-sinaptica
e promove uma transmissdo sinaptica efetiva (WILLMANN; FUHRER, 2002) levando a contracéo
muscular .

Ha& varias décadas a juncdo neuromuscular dos vertebrados vem sendo utilizada como um
modelo para estudo da estrutura, funcéo, desenvolvimento e plasticidade das sinapses devido a sua
morfologia simples e facil acessibilidade. A manutencdo, o funcionamento e a regeneracdo do
musculo estriado esquelético dependem da integridade desta sinapse, aumentando assim, a
importancia no conhecimento da sua arquitetura estrutural e molecular (KOIRALA; REDDY; KO,
2003).

Morfologicamente, as JNMs sdo formadas por trés compartimentos (Figura 1): o

compartimento pre-sinaptico, onde estdo presentes a terminacdo nervosa e a ceélula de

Schwann(representada pelo seu nucleo); o compartimento extracelular, preenchido pela lamina

basal; e 0 compartimento pds-sinptico, que compreende o sarcolema da fibra muscular com as

dobras juncionais e o sarcoplasma que proporciona suporte estrutural e metabdlico para a regido
pos-sinaptica (ENGEL, 2003).

No compartimento pré-sinaptico, o axénio motor proximo a fibra muscular, perde sua
bainha de mielina e se ramifica de modo variavel em botBes sinapticos que se alojam em depressdes
localizadas na superficie da fibra muscular que constituem a goteira sinaptica (HALL; SANES,
1993). Cada botdo sinaptico contém vesiculas sinapticas, mitocondrias, microtabulos,
neurofilamentos, REL, glicogénio, e lisossomos (Figura 1) estando envolvido por processos das
células de Schwann que o protege de lesdes quimicas e mecanicas (SANES; LITCHMANN, 1999).

As vesiculas sindpticas apresentam em média 50-60 nm de didmetro, sdo sintetizadas pelo
corpo celular dos neurdnios motores e transportadas ao longo do ax6nio para o terminal nervoso
(BOOJ et al., 1986). Estas vesiculas contém ACh, ATP e uma alta concentracdo de ions Ca™" e
Mg* (WHITTAKER, 1984). Essas vesiculas tendem a se agrupar préximas a membrana pré-
sinaptica, em um local denominado de zona ativa (Figura 1). Neste local ocorre a fuséo da vesicula
com a membrana pré-sinaptica para liberar a ACh na fenda sinaptica por exocitose (HUGHES;
KUSNER; KAMINSKI, 2006).
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Figura 1. A Juncdo Neuromuscular. O terminal nervoso perde a bainha de mielina formando bot&o sinaptico
na superficie da fibra muscular. Especializagdes dos 3 tipos que célula que constituem a sinapse: (A)
Terminal Nervoso (motoneurénio), (B) Fibra Muscular e (C) Célula de Schwann.

Fonte: Adaptado de Hall e Sanes (1993).

O compartimento extracelular est4 situado entre a membrana pré-sinéptica e pds-sinaptica.
Ele se constitui de uma estreita fenda. A fenda sinaptica primaria é limitada de um lado pelo
terminal nervoso e de outro, pela fibra muscular, sendo ocupada pela lamina basal sindptica. Esta é
continua com a lamina basal que envolve a fibra muscular e as células de Schwann e estende-se
entre as dobras juncionais do sarcolema pos-sinaptico, na fenda sinéptica secundéaria (Figura 1)
(HALL; SANES, 1993). A lamina basal sindptica contém proteinas distintas daquelas encontradas
na lamina basal extrasinaptica, proteinas especificas, tais como Acetilcolinesterase (AChE), Agrina,
laminina-4, laminina-9, laminina-11, colageno IV que a tornam bioquimicamente especializada e
importante para o desenvolvimento e fungdo da JNM (SLATER, 1990; PATTON et al., 1997;
PATTON, 2003; SANES, 2003). Outras proteinas como ARIA, colageno Ill, proteoglicanos,
heparan-sulfato, N-CAM presentes na fenda sinaptica sdo responsaveis pela estabilidade e
agregacao dos receptores nicotinicos de acetilcolina (NAChR) no sarcolema da fibra muscular.
(ENGEL, 2003).

A acetilcolinesterase (AChE), é uma enzima presente na fenda sinaptica responsavel por
hidrolisar a Acetilcolina, em AcetilCoA + Colina, que se liga aos nAChRs permitindo aos

receptores tornarem-se receptivos (SANES, 2003) (Figura 2).
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Figura 2. Acdo da Acetilcolinesterase (AChE) sobre a Acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica.
Fonte: Elaborado pela autora.

O compartimento pos-sinaptico é composto pelo sarcoplasma juncional e pelo sarcolema
imediatamente justaposto ao terminal nervoso (Figura 1). O sarcoplasma juncional é caracterizado
pela presenca de mitocondrias, REL, RER, Complexo de Golgi, estruturas lisossomais,
microtdbulos, granulos de glicogénio e pela presenca de ndcleos sinapticos, que sao
morfologicamente diferentes dos ndo sinadpticos, pois sd0 maiores e Seus genes transcrevem
proteinas encontradas apenas na membrana sarcoplasmatica sinaptica, sendo responsaveis pela
transcricdo do RNAm das subunidades dos nAChRs; (ENGEL, 2003; HALL; SANES, 1993;
RUFF, 2003). O sarcolema é pregueado, contendo dobras juncionais, com cerca de 1 um de
profundidade que aumentam a superficie pds-sinaptica e, portanto a eficacia da transmissdo
sinaptica (SANES; LITCHMAN, 1999).

Nas dobras juncionais existem duas regiGes molecularmente distintas (Figura 3): o apice,
onde 0s NAChRs estdo agrupados em uma densidade de aproximadamente 10* moléculas/um?
juntamente com outras proteinas como rapsina, utrofina, a-distrobrevina-1 e o fundo, que contém os
canais de Na' responsaveis pela geracdo do potencial de agdio, bem como outras proteinas: o-
dystrobrevina-2, distrofina e moléculas de adeséo neuronal (N-CAM) (RUFF, 2003).

Os nAChRs presentes no apice das dobras juncionais sdo proteinas integrais de membrana
heteroligoméricas, com peso molecular de 290kDa (LINDSTROM, 2000); sua forma de rosacea
(CHANGEUX; EDELSTEIN, 1998) é caracterizada por estrutura pentamérica em forma de canal
ibnico (Figura 4), que se abre quando a ACh liga-se a eles; sendo responsaveis pela recepcao e
transducdo de sinais quimicos (HALL; SANES, 1993; MA et al., 2007).
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Figura 3. Estrutura da Jungdo Neuromuscular com as dobras juncionais.
Apice (NAChR), Fundo (Canais de Na*).
Fonte: Adaptado de Martyn, Fagerlund e Eriksson (2009).

Com a chegada do impulso nervoso no terminal nervoso, ocorre a ativacao e abertura dos
canais de Ca"" permitindo o influxo deste fon. Esse mecanismo permite a ativagdo de proteinas
SNARESs (sinaptobrevina, SNAP-25 e sintaxina) localizadas na zona ativa do compartimento pré-
sinaptico, as quais estdo comprometidas com a ancoragem e fusdo das vesiculas que contém o
neurotransmissor ACh na membrana pré-sinaptica (SEAGAR et al., 1999). A ACh é liberada na
fenda sinaptica e se liga aos canais i6nicos, ha entrada de Na® e saida de K* concomitante a
abertura de canais de Na* no fundo das dobras juncionais gerando um potencial de placa em
miniatura. A somatéria dos varios potenciais de placa em miniatura gera um potencial de acdo
maior que promove a contra¢cdo muscular (HUGHES; KUSNER; KAMINSKI, 2006; GALLACI;
OLIVEIRA, 2007).

Existem duas formas de receptores: uma forma extrajuncional imatura, presente na fibra
muscular embrionéria ou na fibra desnervada, composta pelas subunidades al(2) B1, & ¢ y (y-
nAChR), e a forma juncional madura, presente na JNM da fibra inervada, consistindo das
subunidades a1(2), B1,6 e € (e-nAChR) (Figura 4A) (SHUETZE; ROLE, 1987).
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Figura 4. Representacdo esquematica do nAChR. A — subunidades a(2), B1, y e 8. B — dominios presentes
em cada subunidade: N-terminal hidrofilico (1), quatro segmentos hidrofébicos transmembrana (2), dominio
hidrofilico (3), C-terminal hidrofilico (4) e al¢as formando sitios de fosforilacéo (5).

Fonte: Adaptado de Ventura et al. (2010) e Naguib et al.(2002).

Cada subunidade € constituida de um dominio extracelular N-terminal e 4 dominios
transmembranicos a-hélice (M1-M4), o segundo M2 limitando a regido do poro (MILLAR,;
HARKNESS, 2008). (Figura 4B). O sitio de ligacdo extracelular para a ACh ocorre na interface do
dominio N-terminal das subunidades ad ¢ ae, (PEDERSEN; COHEN, 1990; SINE, 1997). A
ligacdo simultanea de 2 moléculas de ACh inicia a mudanca conformacional dos nAChRs para a
abertura do poro (GROSMAN et al., 2000). A duracdo do estado aberto depende da duragédo da
ocupacao de ACh neste local (ARIAS, 1997; NAGUIB et al., 2002).

1.2 Caracteristicas do Musculo Estriado Esquelético

As fibras musculares sdo formadas a partir de células precursoras do mesoderma paraxial,
localizadas nos somitos. Essas células adquirem identidade miogénica na porcdo do dermomidtomo
dos somitos (Figura 5). Os somitos diferenciam-se ao longo do eixo dorso-ventral do embrido e
originam o dermomiétomo na porcéo dorsal, que origina a derme e a musculatura esquelética dos
membros e tronco. O escler6tomo na por¢do ventral origina a cartilagem e os 0ssos das vértebras e
costelas (PARKER; SEALE; RUDNICKI, 2003; BRAUN; GAUTEL, 2010).

A porcdo epaxial do dermomiotomo origina a musculatura profunda do dorso, a partir de
células progenitoras da borda medial dorsal (BMD) que migram profundamente do dermomidtomo
saem do ciclo celular, se alongam e diferenciam-se em fibras musculares (AMTHOR; CHRIST;
PATEL, 1999). Um padrdo similar de eventos induz a formagéo da borda lateral ventral (BLV)
para estabelecer o dermomidtomo hipoaxial ndo migratorio, o qual originara a musculatura lateral
do tronco. Algumas celulas da BLV se separam do dermomiotomo e migram ventralmente para
regibes de desenvolvimento dos musculos esqueléticos da parede ventral do corpo, da lingua, dos

membros e do diafragma (Figura 5).
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Figura 5. Origem embrionaria do musculo estriado esquelético.
Fonte: Adaptado de Parker, Seale e Rudnicki (2003).

Durante o desenvolvimento embrionario, o comprometimento das células somiticas do
mesoderma com a linhagem miogénica depende inicialmente de sinais positivos [Wnts, Sonic
hedgehog, Noggin] ou negativos (BMP4) oriundos de tecidos circundantes, tais como a notocorda e
0 tubo neural (CHARGE; RUDNICKI, 2004; TSIVITSE, 2010). Esses sinais irdo ativar os genes
capazes de transformar células ndo musculares em células com um fendtipo muscular.

Entre os genes envolvidos com o processo da miogénese, destacam-se 0s genes membros da
familia dos fatores transcricionais “basic helix-loop-helix” (bHLH), dos quais fazem parte a MyoD,
Miogenina, Myf5 e 0 MRF4, coletivamente chamados de fatores de regulagdo miogénica (do inglés,
myogenic regulatory factors ou MRFs). Os MRFs compartilham um dominio homélogo bHLH, que
é necessario para a ligacdo com o DNA e para a dimerizacdo com fatores transcricionais da familia
da proteina E (PATAPOUTIAN et al.,, 1995; RAWLS et al., 1995; ZHANG; BEHRINGER;
OLSON, 1995; YOON et al., 1997).

Os heterodimeros MRF-proteina E e os monémeros de MRFs ligam-se a seqiiéncias de
DNA (5"-CANNTG-3") conhecidas como Ebox, presentes na regido promotora de varios genes
musculo — especificos (MURRE et al., 1989; LASSAR et al., 1991) (Figura 6) e das subunidades
dos nAChRs da juncdo neuromuscular (JNM) (PIETTE et al., 1990; NUMBERGER et al., 1991,
SIMON; BURDEN, 1993; LIU; SPINNER; SCHMIDT, 2000).
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Figura 6. Estrutura cristalografica do complexo formado pelo dimero do fator transcricional
da familia “basic Helix-Loop-Helix” (b HLH) MyoD e 0 DNA.
Fonte: Adaptado de Ma et al. (1994).

Esses fatores transcricionais sdo expressos no musculo durante a miogénese, crescimento,
manutenc&o e reparo muscular, sendo essenciais durante todo o desenvolvimento do organismo.

A MyoD e Myf-5 sdo responsaveis pela diferenciacdo das células precursoras miogénicas
em mioblastos e por sua proliferacdo (MEGENEY; RUDNICK, 1995). Ja a expressao de Miogenina
e MRF4 induz a diferenciagdo dos mioblastos em miotubos (Figura 7). (MEGENEY; RUDNICKI,
1995; ZAMMIT et al., 2006). A auséncia desses fatores em animais MyoD™ e Myf5” acarretam
em falhas na determinagdo miogénica (KABLAR et al., 2003).

Os niveis de transcrito da MyoD, Miogenina e do Myf-5 diminuem durante a inervacao e
isto corresponde a diminuicdo dos RNAm dos nAChRs, enquanto MRF-4 aumenta durante o
desenvolvimento acompanhado da expressao do RNAm da subunidade ¢ (MARTINOU; MERLIE,
1991). Os niveis de transcrito das subunidades al, d e y estdo correlacionados com as mudancgas nos
niveis do RNAm da Miogenina e ndo estd correlacionado com os niveis de RNAm da MyoD
(ENGEL, 2003; MACPHERSON; CIESLAK; GOLDMAN, 2006).

Proliferagdo Diferenciagdo
) 7\
i \\ Myf-5 [l 1\  MRF4
g\ MyoD U\ Miogenina

Q:—_—>p':::>

Células

Precursoras MIOTUBOS
SOMITOS MIOBLASTOS

Figura 7. Atuacdo dos MRFs na linhagem de células miogénicas durante o desenvolvimento embrionério.
Fonte: Adaptado de Sabourin e Rudnicki (2000).
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Embora a MyoD e o Myf5 definam a identidade dos mioblastos, as celulas precursoras
somiticas devem ser “pré-comprometidas” com a linhagem miogénica antes da expressdo dos
MRFs. No embrido, esse “pré-comprometimento” € realizado pelo fator transcricional Pax3, da
familia Pax (do inglés, paired-box), o qual € expresso em células do mesoderma pré-somitico e dos
primeiros somitos epiteliais (GOULDING; LUMSDEN; PAQUETTE, 1994; WILLIAMS;
ORDAHL, 1994; OLGUIN et al., 2007). J& no dermomi6tomo, as células precursoras, que
apresentam expressao de Pax3 induzida por sinais secretados pelo mesoderma da placa lateral e
pelo ectoderma superficial, sdo mantidas como uma populacdo ndo diferenciada e em proliferacéo,
contribuindo assim para a expansdo das células da linhagem miogénica (AMTHOR; CHRIST;
PATEN, 1999; OLGUIM et al., 2007).

As células precursoras originam 3 linhagens de células, denominadas de mioblastos (Figura
8). A primeira da origem aos miotubos primarios, a segunda, aos miotubos secundarios, e a terceira,
mioblastos que ndo se fundem, permanecem quiescentes entre a membrana plasmatica da fibra
muscular e a l[d&mina basal, sendo denominados de células satélites (DAL PAI-SILVA; DAL PAI;
CARVALHO, 2005).

formagao

miofibrilas

Miotubo primario +
miotubo secundario em

Mioblastos formago
Célula satélite

a>

Miotubos primarios Fibras primarias

T

Laminabasal

Miogénese

" miofibrilas

Fibras secunddarias

Miotubos secundarios

Figura 8. Formagéo das fibras musculares estriadas.
Fonte: Adaptado de Dal Pai-Silva, Dal Pai e Carvalho (2005).
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Os miotubos primarios sdo suporte para a formagdo dos miotubos secundarios (ONTELL;
KOZEKA, 1984). Esses miotubos primarios formam fibras priméarias e os miotubos secundarios
formam fibras secundarias, respectivamente. Os nucleos das fibras musculares migram para a
periferia da célula e as miofibrilas ocupam todo o sarcoplasma. (DAL PAI-SILVA; DAL PAl;
CARVALHO, 2005).

As fibras primarias originardo fibras lentas, pois expressam MHC slow e, as fibras
secundarias originarao fibras rapidas, pois expressam MHC fast (STOCKDALE, 1992; KELLY;
RUBINSTEN, 2003).

Durante a miogénese as fibras musculares que se formam inicialmente sdo as de perfil
oxidativo (fibras primarias, slow) e, mais tardiamente, se desenvolvem as fibras com metabolismo
glicolitico (fibras secundarias, fast) (ENGEL, 2003).

Nos miotubos, ocorre a organizacdo das proteinas estruturais e contrateis que irdo constituir
a unidade contratil, o sarcbmero (HUXLEY, 1969). O sarcémero é constituido principalmente pelos
filamentos grossos; compostos pela polimerizacdo de 200 a 300 moléculas de miosina da classe Il e
filamentos finos; compostos pelas proteinas actina, troponina e tropomiosina (MASTAGLIA;
DETCHANT, 1992). A contracdo muscular ocorre através da interacdo entre os filamentos finos
(actina) e grossos (porcao globular da molécula de miosina) do sarcomero (HUXLEY, 1969), apés a
hidrélise do ATP, pela ATPase miofibrilar (mATPase). (LOWEY et al., 1969). A porcao globular
da MHC representa 0 componente essencial para 0 mecanismo de geracdo de forca do musculo.
Segundo Talmadge e Roy (1993), a velocidade de contracdo é diretamente proporcional a atividade
da mATPase, na porcao globular da MHC.

Reiser et al. (1985) e Staron e Pette (1986), identificaram correlagfes entre as expressoes
das isoformas da cadeia pesada da miosina (MHC) através da técnica de eletroforese e contracGes
rapida e atividade da mATPase. Schiaffino et al. (1989) além de descrever um terceiro tipo de fibra
no musculo fast com a descoberta da MHC lIx, tem classificado os tipos de fibras com base nas
isoformas da MHC, sendo tipo | slow-red, tipo Ila fast-red e fast white dentro da categoria dos
tipos 11x e I1b em roedores, enquanto I1x, mas ndo a Ilb é expressa em humanos (SMERDU et al.,
1994).

Neste contexto, Pette e Staron (2001), classificaram as fibras musculares de mamiferos em
quatro tipos distintos: fibras de contracdo lenta (tipo I), expressando MHCI; e fibras de contragao
rapida (tipo II), subdivididas em tipo IIA, IID e IIB, que expressam as isoformas de MHCllIa,
MHCIId e MHCIIb, respectivamente. Os autores classificaram essas fibras como puras, uma vez

que, expressavam uma Unica isoforma de MHC. As fibras hibridas expressam duas ou mais
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isoformas de miosina, desta forma, assume-se uma organizacao sequencial das fibras puras (I, 1A,
I1D, 11B), as quais sdo intermediadas por fibras hibridas (IC, IIC, IIAD, IIDB) (Figura 9).

I ” I
Fibras slow Fibras fast
Perfil Oxidativo Perfil Glicolitico

Figura 9: Classificacdo dos tipos de fibras puras e hibridas do masculo esquelético.
Fonte: Elaborado pela autora.

A tabela 1 representa um resumo das nomenclaturas atualmente adotadas para os tipos de

fibras, segundo Spangenburg e Booth (2003).

Tabela 1: Classificacdo dos tipos de fibra do mudsculo esquelético.

Tipo de contracdo Slow - lenta Fast — rapida Fast - rdpida Fast - rapida
Cadeia Pesada de Tipo | Tipo lla Tipo I1x Tipo b
Miosina (MHC)
Metabolismo Oxidativo Oxidativo Glicolitico Glicolitico
Morfologia Vermelho Vermelho Branco Branco
(Coloragéo)
Diametro da fibra Pequeno Médio Grande Grande

Fonte: Adaptado de Spangenburg e Booth (2003).
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1.2.1 Caracteristicas do Musculo Diafragma

O principal musculo da respiracdo é o musculo diafragma. E um musculo esquelético que
atua na mecanica respiratoria, cuja inervacdo € dada pelo nervo frénico, contendo igual quantidade
de fibras motoras e sensitivas.

O diafragma é dividido em duas regides, crural e costal, com diferencas na distribuicdo dos
tipos de fibras e na capacidade oxidativa (SUGIURA et al., 1992).

Em ratos, utilizando-se técnicas histoquimicas, foram identificados trés tipos de fibras
musculares nesse musculo, com base nas caracteristicas contrateis: 1, 1A e 1IB (GEORGE;
SUSHEELA, 1961; SIECK et al., 1983; METZGER; SCHEIDT; FITTS, 1985). Bar e Pette (1988),
utilizando a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), demonstraram no
diafragma de ratos quatro tipos de MHCs: MHCI, MHClla, MHCIIb, além de um outro tipo de
MHC réapida com padrdo de migracao eletroforética entre a MHCIlla e MHCIIb, que foi designada
de MHCIId (TERMIN; STARON; PETTE, 1989; SCHIAFFINO; REGGIANI, 1994). Larsson et al.
(1991), demonstrou que no musculo tibial anterior de ratos a atividade da enzima Succcinato
Desidrogenase (SDH) nas fibras que expressam MHCIIx é idéntica a atividade dessa enzima nas
fibras que expressam MHCIId evidenciada no diafragma. Portanto, alguns autores utilizam a
classificagdo MHCIIx em vez de MHCIId ou MHCIlId/x (SOUSA et al., 2001; STAIB; SWOAP;
POWERS, 2002; RACZ et al., 2003).

Na regido costal do diafragma de ratos ha maior propor¢do das MHCI e MHCIId/x quando
comparada a regido crural desse musculo, e metabolicamente a regido costal possui capacidade
oxidativa superior a crural (SUGIURA et al., 1992).

A presenca de fibras lentas e rapidas nos muasculos respiratérios refletem as suas tarefas
funcionais. Enquanto a respiragdo tranquila usa principalmente fibras lentas, fibras musculares
rapidas sdo recrutadas especificamente quando a taxa de respiracdo aumenta (POLLA et al., 2004).

H& uma mudanca no recrutamento de lenta para fibras musculares rapidas durante a
taquipnéia demonstrado segundo Citterio et al. (1982; 1983) no diafragma e nos musculos
paraesternal de coelho. A proporc¢éo de fibras rapidas no musculo respiratério € maior em animais
de laboratorio pequenos como camundongos e ratos do que em seres humanos ou em mamiferos de
grande porte (BLANK; CHEN; GIANNUZZO, 1988; HODGE et al., 1997).

As fibras musculares do diafragma sdo altamente especializadas para as suas tarefas
funcionais e também sdo capazes de modificar suas propriedades para se adaptar as novas
necessidades que possam surgir a partir das condigdes fisioldgicas, tais como o exercicio fisico ou

doencas respiratdrias. Da mesma forma alteragcdo nas fibras musculares do diafragma decorrente de
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doencas pode prejudicar a funcao respiratéria (POLLA et al., 2004). O diafragma é o musculo
inspiratorio mais importante dos mamiferos sendo muito acometido na IC.

Vaérias alteracbes morfologicas, funcionais e moleculares tém sido descritas no musculo
diafragma de humanos e em modelos animais de IC, e essas alteragdes sao mais proeminentes neste
musculo quando comparadas com aquelas observadas nos musculos esqueléticos dos membros
(SOUSA et al., 2001).

A disfuncdo diafragmatica na IC é um dos fatores que alteram a frequéncia dos tipos de
fibras, onde ocorre um aumento na frequéncia das fibras tipo I, de contracdo lenta, e diminuicdo na
proporcdo de fibras do tipo Il, de contracdo rapida (HOWELL et al., 1995). A IC induz mudanca
nas isoformas de MHC de contracdo rapida para a isoforma lenta no musculo diafragma
(TIKUNOV; MANCINI; LEVINE, 1996; SOUSA et al., 2001), contrario a0 que ocorre nos
musculos dos membros, onde hd a mudanca do fenotipo do musculo para um padrdo mais rapido
(SIMONINI, 1996; VESCOVO et al., 1998; SOUSA et al., 2000; VESCOVO; AMBROSIO;
DALLA LIBERA, 2001; BERNOCCHI et al., 2003; CARVALHO et al., 2003).

A adaptacdo do diafragma para um fenotipo mais lento que ocorre na IC, provavelmente é
resultante do aumento da sobrecarga respiratéria, e esta associada com um aumento da capacidade
oxidativa (HOWELL et al., 1995, TIKUNOV; MANCINI; LEVINE, 1996). O aumento no
metabolismo oxidativo nos musculos respiratérios resulta do aumento da resisténcia a fadiga os
quais sdo requeridos pela atividade ritmica continua e a fadiga limita a perfomance fisica (POLLA
et al., 2004). Entretanto, Sousa et al. (2001), observaram alteracdo na atividade mitocondrial e
diminuicdo da capacidade oxidativa no diafragma na IC, que pode estar relacionada a maior
susceptibilidade do musculo a fadiga (MANCINI et al., 1994; SUPINSKI; DIMARCO; DIBNER-
DUNLAP, 1994).

Embora as causas da mudanca dos tipos de fibras musculares no diafragma na IC néo
estejam esclarecidas, é provavel que a imposi¢cdo de uma sobrecarga funcional neste musculo,
favoreca uma adaptacdo semelhante ao que ocorre nos musculos dos membros quando submetidos
ao exercicio de moderada intensidade (TIKUNOV; MANCINI; LEVINE, 1996).

1.3 Caracteristicas da Insuficiéncia Cardiaca

Insuficiéncia Cardiaca Cronica é uma sindrome multisistémica, iniciada pela reducdo da
funcéo cardiaca e caracterizada pela ativacdo de mecanismos compensatérios, que envolve o corpo
inteiro: mudancas hemodindmicas, autonémicas e neuro-humorais que sdo benéficas inicialmente e
tornam-se prejudiciais com o tempo (MCMURRAY'; STEWART, 2000; PIEPOLI et al., 2010).
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Hoje, apesar do grande desenvolvimento tecnoldgico e maiores recursos farmacolégicos, a
incidéncia de Insuficiéncia Cardiaca (IC) vem aumentando. Este aumento, em parte, decorre do
envelhecimento da populacédo, pois nos mais idosos a IC é mais frequente (BARRETO; RAMIRES,
1998). A IC representa um importante problema clinico devido a gravidade de suas manifestacoes e
sua prevaléncia.

Estima—se que existam por volta de 23 milhdes de portadores em todo o mundo, com dois
milhdes de novos casos a cada ano (MADY, 2007). Taxas de prevaléncia de insuficiéncia cardiaca
(IC) tém continuado a aumentar ao longo da primeira década do século 21 nos Estados Unidos e no
mundo (LLOYD-JONES et al., 2010). Dados obtidos nos Estados Unidos e na Europa mostram que
a incidéncia média de IC é de 1 a 5 casos por 1000 habitantes/ano e sua prevaléncia é de
aproximadamente 1% a 2% da populacdo (COWIE et al., 1997).

No Brasil, conforme dados publicados pelo Ministério da Saude, a IC é a principal causa de
internacdo do Sistema Unico de Sadde a partir dos 65 anos (ARAUJO et al., 2005). De acordo com
0 IBGE, a populagdo em 2007 foi em torno de 190 milhGes de habitantes, sete milhdes dos quais
portadores dessa sindrome (MADY, 2007).

Entre os principais sintomas clinicos da IC estdo a dispnéia, a fadiga e fraqueza de membros
inferiores com conseqliente reducdo da atividade locomotora, intolerancia para realizar exercicios
fisicos e piora da qualidade de vida (POOLE-WILSON; FERRARI, 1996; WILSON, 1996;
BIGARD et al., 1998). Embora vérios fatores tenham sido descritos como responsaveis pelo
desenvolvimento desses sintomas, a sua etiopatogenia ainda ndo estd completamente esclarecida.
Esse fenbmeno € decorrente, em parte, da presenca de alteracBes nos tipos de fibras musculares
(LIPKIN et al., 1988; SULLIVAN; GREEN; COBB, 1990; MANCINI et al., 1992; SOUSA et al.,
2000; CARVALHO et al., 2003) e da mudanca no seu metabolismo de oxidativo para glicolitico
(VESCOVO et al., 1998) que contribuem para as limitacdes funcionais (VESCOVO et al., 1998;
SOUSA et al., 2000). Outro fator responsabilizado pelo desenvolvimento de fadiga e fraqueza
muscular na IC é a presenca de atrofia da musculatura esquelética, observada em diferentes
modelos animais (SIMONINI, 1996; DALLA LIBERA et al., 1999; CARVALHO et al., 2003;
CARVALHO et al., 2006) e em humanos (MANCINI et al., 1992; POEHLMAN, 1999; ANKER et
al., 2003).

1.4 Caracteristicas do Treinamento Aerdbico
Treinamento aerdbico, conhecido como “endurance training” pode ser caracterizado por ser

um tipo de exercicio que ndo promove alteracdes na massa e na forca muscular, mas aumenta a
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atividade de enzimas aerdbicas (POLLA et al., 2004) que promovem modificagdes no musculo
estriado esquelético.

Estudos histoquimicos e bioquimicos demonstraram que o treinamento aerobio pode alterar
a distribuicdo dos tipos de fibras e conteudo das isoformas de MHC do musculo esquelético.
(HARBER, 2002; DEMIREL et al., 1999; FITZSIMONS et al., 1990). Contudo, embora alguns
trabalhos apontem um aumento no percentual de fibras do tipo I (MHCI) seguida de treinamento
aerobico, existem evidéncias limitadas da ocorréncia de transicdo das fibras do tipo Il para fibras do

tipo I, independente do tipo de treinamento (Tabela 2).

Tabela 2 — Representacdo esquematica da dire¢do dos ajustes das fibras musculares ao treinamento aerobico
em humanos e animais. Presenca de modulagdo (seta continua), Auséncia de modulacao (seta interceptada).

TREINAMENTO AEROBICO

Humanos o m e m e m e -
Tipo I Tipo ITA Tipo IIB
Animais - -

Em estudos em que a area das fibras musculares diminui seguindo um protocolo de
treinamento aerdbico pode ser explicada pelo aumento da atividade enzimatica (POWERS et al.,
1992) determinada pelo aumento do nimero de mitocéndrias (POLLA et al., 2004).

Existem poucas informacdes que avaliam mudancas estruturais nas fibras musculares em
relacdo ao treinamento aerdbico. Muitos estudos tém procurado estudar vias de sinalizacdo para
entender melhor os mecanismos intracelulares que ocorrem no musculo durante este tipo de
treinamento.

Recentes estudos tem mostrado uma melhora funcional causada por um protocolo de
treinamento aerdbico durante 5 semanas em um grupo de pacientes com doenca pulmonar
obstrutiva crénica, esta melhora esta associada a um aumento na proporcao de fibras slow e no
tamanho das fibras fast no musculo intercostal externo (RAMIREZ-SARMIENTO et al., 2002).

As consequéncias funcionais dessas adaptacbes sdo determinadas pelo volume de
treinamento, intensidade e freqiiéncia. Além disso, muitas caracteristicas da adaptacdo ao
treinamento sdo especificos para o tipo de estimulo, tais como o modo de exercicio realizado
(COFFEY; HAWLEY, 2007).
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Os estimulos especificos (perturbagdes mecanicas, estiramento, microlesdo/injlria e estresse
celular), originados de diferentes tipos e protocolos de exercicio fisico sdo transmitidos por
receptores de superficie celular (moléculas transmembranas) ativando uma “cascata” de moléculas
intracelulares (vias moleculares), que integram esta informacdo (WACKERHAGE; WOODS, 2002)
e assim, controlam as mudancas quantitativas e qualitativas no musculo por meio da ativagdo ou
repressdo de genes musculo-especificos (BASSEL-DUBY; OLSON, 2006) responsaveis pelas
alteracdes das propriedades contrateis e metabdlicas das fibras musculares.

O exercicio fisico regula as propriedades contrateis e metabolicas do musculo esquelético, e
altera a expresséo génica dos MRFs (Fatores Reguladores Miogénicos), como a MyoD e Miogenina
contribuem para as alteragcdes musculares. Siu et al. (2004) demonstraram no masculo séleo de ratos
submetidos a um programa de exercicio aerobico por 8 semanas, que a miogenina esta linearmente
relacionada com adaptagdes das enzimas do metabolismo oxidativo, porém ndo houve alteracdo da

MyoD e do perfil contratil.

1.5 Caracteristicas do Treinamento Aerdbico na Insuficiéncia Cardiaca

A intolerancia ao exercicio em pacientes com IC pode ser compreendida atraves das
mudancas no musculo esquelético, como anormalidades no fluxo sanguineo para o musculo em
atividade (HAMBRECHT et al., 1998), a reducdo na capacidade do musculo utilizar oxigénio
(MAGNUSSON et al., 1994; WILSON; MANCINI, 1993), o aumento dos niveis de citocinas
proinflamatdrias, o estresse oxidativo (LINKE et al., 2005) e a inducdo da Oxido nitrico sintase
(HAMBRECHT et al., 1999; MANDIC et al., 2011). Anormalidade da homeostase de Ca™" pela
perturbacdo na expressdo ou funcdo das proteinas reguladoras de Ca™" tem sido descritas em IC
severas. (HAGHIGHI et al., 2001).

Uma vez que a morbidade e mortalidade em doencas cardiovasculares sdo muitas vezes
associadas com aumento da atividade neural simpatica, o treinamento fisico torna-se uma potente
estratégia ndo farmacoldgica para o tratamento da IC (BRUM et al., 2011).

Algumas terapias de IC aumentam a atividade colinérgica (SERRA et al., 2009) ou
diminuem a hiperatividade adrenérgica (BARTHOLOMEU et al., 2008) neste contexto, devem
combinar o treinamento fisico para otimizar os beneficios no sistema cardiovascular (NEGRAO;
MIDDLEKAUFF, 2008).

O treinamento aerobio melhora a capacidade de exercicio do paciente com IC e pode
reverter parcialmente as anormalidades do musculo cardiaco e esquelético (LINKE et al., 2005;
HAMBRECHT etal., 2000).
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Alguns estudos descobriram que o treinamento aerdbio esta associado com pequenas
melhorias na reserva contratil do miocardio (HAMBRECHT et al., 1995; 2000) e na fracdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo (HAMBRECHT et al., 2000).

Outros estudos tém demonstrado que o treinamento promove a redugdo dos volumes
diastodlicos e sistdlicos finais e reverte parcialmente o remodelamento ventricular esquerdo anormal
(GIANNUZZI et al., 2003). A melhora da funcéo ventricular esquerda desses estudos relacionada
ao exercicio é mediada pela reducdo na resisténcia vascular sistémica (HAMBRECHT et al., 1995;
2000) e a melhora na funcao endotelial vascular (HAMBRECHT et al., 2000; MAIORANA et al.,
2000; 2011).

A toxicidade do musculo cardiaco (ROLIM et al.,, 2007; MEDEIROS et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2009) e esquelético (LOPES et al., 2010; BUENO et al., 2010; BACURAU et
al., 2009; PEREIRA et al., 2009) na insuficiéncia cardiaca é reduzida pelo exercicio. E amplamente
reconhecido que o treinamento aerébio melhora a capacidade do bombeamento do coracdo. No
entanto, os efeitos do treinamento aerébio sobre a funcdo cardiaca na IC ainda sdo controversos.
Enquanto alguns estudos de Van Tol et al. (2006) ndo conseguiram demonstrar qualquer melhora na
funcdo cardiaca de individuos com IC, outros estudos demonstraram significativo aumento da
contratilidade e da funcgéo cardiaca em humanos com IC (HAYKOWSKY et al., 2007).

Melhorias na funcdo do musculo esquelético apo6s treinamento tém sido explicadas por
correcBes na capacidade oxidativa do musculo (MAGNUSSON et al., 1996; WILLIAMS et al.,
2007; PU et al., 2001). Além disso, o treinamento fisico pode levar a mais favoravel redistribuicdo
do fluxo sanguineo levando nutricdo e oxigénio para 0 musculo esquelético (SELIG et al., 2004;
CORRA et al., 2002) e levar a uma mudanga parcial das fibras musculares do tipo Il para tipo I,
resultando em uma melhor capacidade oxidativa (WILLIAMS et al., 2007).

Além dos efeitos sobre a funcdo cardiaca, vascular e no musculo esquelético, o treinamento
fisico tem efeitos antioxidantes e antiinflamatérios (LINKE et al., 2005).Diminui os niveis de
citocinas e reduz o estresse oxidativo local depois do treinamento fisico e diminui os danos
musculares e a apoptose do musculo esquelético em pacientes com IC (LINKE et al., 2005). Além
disso, mecanismos responsaveis pela melhora do pico de VO, em pacientes com IC depois
treinamento fisico tem sido atribuido a mudancas favoraveis nas funcdes cardiacas, vasculares e do
musculo esquelético que resultam na melhora do fornecimento de oxigénio e sua utilizagdo pelo
musculo (MANDIC et al., 2011).

Neste contexto, alem de melhorar a funcdo cardiovascular e muscular, o treinamento aerébio

também tem sido demonstrado ser eficaz na melhoria da qualidade de vida em pacientes com IC
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(FANG et al. 2003). O treinamento fisico é importante ndo s6 como tratamento da IC, mas como
prevencéo de doengas cardiovasculares (MEDEIROS et al., 2008).



2 OBJETIVOS

-
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Avaliar no musculo diafragma de ratos com Insuficiéncia Cardiaca

submetidos ao Treinamento Aerdbico:

- A distribuigdo dos nAChRs e dos terminais nervosos por meio de

Microscopia Confocal de Varredura a Laser;

- A expressdo génica das subunidades dos nAChRs e

dos MRFs (Miogenina e MyoD) por PCR em Tempo Real;

- A expressao proteica das subunidades dos nAChRs e
dos MRFs (Miogenina e MyoD) por Western Blot.
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3 MATERIAIS E METODOS
e
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3.1 Animais e grupos experimentais

Neste estudo foram utilizados 44 ratos Wistar machos (90 a 100 g), provenientes do Biotério
Central - UNESP - Campus de Botucatu - SP Os animais foram mantidos em gaiolas (quatro
animais por gaiola), no Biotério do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de
Botucatu, FMB, em ambiente com temperatura controlada (23°C £ 1) e ciclo de luminosidade
claro/escuro invertido (12/12h), onde receberm racdo e agua ad libitum. Os procedimentos
experimentais foram submetidos para analise pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal —
CEEA, do Instituto de Biociéncias de Botucatu — IBB, UNESP (CEEA — Protocolo 210).

Para a realizagdo do experimento foram utilizados quatro grupos experimentais:

C (n=11): Animais Controle;
TR (n=11): Animais Treinados;
EAo (n=11): Animais com Estenose Adrtica;

A e

EAOTR (n=11): Animais com Estenose Adrtica e Treinados.

3.2 Protocolo Experimental

Para a inducdo da estenose aortica, os animais foram submetidos a tricotomia e toracotomia
mediana, apds anestesia com cloridrato de ketamina (50 mg/Kg intramuscular) e cloridrato de
xilidino (10 mg/Kg intramuscular). A seguir, a aorta ascendente foi dissecada e um clip de prata
com 0,6 mm de didmetro interno, foi colocado a aproximadamente 3 mm de sua raiz. Durante a
cirurgia, os ratos receberam ventilagio manual a pressdo positiva e 1 ml de soro fisioldgico
aquecido, intraperitonealmente. Os animais controles foram submetidos a mesma cirurgia, porém
sem a colocacdo do clip (Figura 10). Dezoito semanas apds a cirurgia, todos 0s animais com EA0,
foram avaliados pelo Ecocardiograma para verificar a disfungdo ventricular (PAIVA et al., 2003).
Os demais animais (controle n=11 e EAo n=11) foram aleatoriamente divididos em treinados ou

ndo treinados.
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Figura 10. Procedimento cirlrgico para a inclusdo do clip de prata na aorta ascendente dos animais.

3.3 Determinacéo do Limiar de Lactato

O limiar de lactato foi definido como intensidade (velocidade) de exercicio associada ao
aumento substancial na concentracdo do lactato sanguineo durante o teste de esfor¢o incremental
(SVEDAHL; MACINTOSH, 2003). O protocolo do teste intervalado e multiestagios utilizado
foram adaptados de CARVALHO; MASUDA; POMPEU (2005). O teste foi iniciado com
aquecimento dos ratos por 5 min a uma velocidade de 5 m/min. Apds 5 min de recuperagao passiva,
o animal foi submetido a um esforgo progressivo com velocidade inicial de 6 m/min e incrementos
de 3 m/min a cada 3 minutos. O protocolo foi finalizado quando o animal atingiu a exaust&o,
determinado quando se recusar a correr mesmo sob estimulacdo sonora ou quando a coordenagéao
entre as passadas se apresentar dificultada. Entre cada aumento de carga, o animal foi retirado
manualmente da esteira para coleta sanguinea (BECH et al., 1990). O teste de esforco incremental
foi realizado no final da 12 (semana de adaptacdo), 4%, 72 semanas (Tabela 3). Foi coletado sangue
da cauda do animal, no repouso e entre cada aumento e carga, sendo imediatamente processado para
obtencdo da concentracdo de lactato determinado pelo método de fotometria de reflectancia com
uso de um lactimetro marca Roche®, Accutrend® Lactate. O equipamento foi previamente
calibrado por tiras teste BM-lactate, Roche® segundo padrdo indicado pelo fabricante. A
determinacdo do limiar de lactato foi feita por meio da plotagem grafica das concentracdes de
lactato versus a velocidade dos estagios. O ponto da curva onde ocorre quebra da linearidade em
funcdo do aumento da velocidade, estabelecido por inspec¢éo visual, foi considerado o limiar de
lactato (LL). A velocidade correspondente a esse ponto foi considerada como a velocidade do limiar
de lactato (VLL) e o resultado foi apresentado em metros por minuto (m/min), assim como a

concentragdo de lactato ([LAC]LL), que foi apresentado em milimoles por litro (mmol/L).
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3.4 Protocolo de Treinamento

Os animais dos grupos TR e EA0TR foram submetidos a um programa de treinamento
aerobico (T) em esteira durante 10 semanas (5dias/semana) (Figura 11). Os animais do grupo C e
EAo0 ndo receberam qualquer estimulo de treinamento. O programa de treinamento, adaptado de
Souza et al. (2002) e Siu et al. (2004), conforme Tabela 3, teve inicio ap6s uma semana de
familiarizacdo com o ciclo de luminosidade invertido, com a esteira e com a execucdo do exercicio.
O volume (tempo) de treinamento foi progressivo, sendo equivalente a 5 min (18%sem - adaptacéo);
10, 12, 14 min (2% a 42 sem); 16,18 min (5% e 62 sem); 20 min (72 e 82 sem); e 22min (92 e 10? sem)
(Tabela 3). A intensidade (velocidade) foi o VLL de cada rato. As sessdes de treinamento foram
realizadas sempre no mesmo periodo do dia, entre 14 e 16h. Ao final do experimento (28 semanas)
a presenca de insuficiéncia cardiaca foi confirmada pelo ecocardiograma e no sacrificio dos ratos,
pelo encontro de derrame pleural, ascite, trombo em atrio esquerdo e hipertrofia do ventriculo
direito (CICOGNA et al., 1999). Foi feita uma avaliacdo pelo ecocardiograma, para constatar que o

exercicio ndo trouxe repercussdes funcionais e morfoldgicas prejudiciais ao coragéo.

Tabela 3 — Protocolo de Treinamento Fisico.

TREINAMENTO AEROBICO

Semanas 1 2 3 4 5 6 7 9 10
TESTE TESTE TESTE
N DE DE DE
Duracio _ ESFORCO ESFORCO ESFORCO
(min) 5 10 12 14 16 18 20 20 22 22

Fonte: Adaptado de Sousa et al. (2002) e Siu et al. (2004)



33

Figura 11. Animais durante o treinamento aerobico. Visao da esteira de treinamento.
Fonte: Imagem obtida do material analisado no presente trabalho.

3.5 Ecocardiograma

A funcdo ventricular foi avaliada, na 182 e 282 semanas do experimento, através do
ecocardiograma (PAIVA et al., 2003). Os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina
(50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) por via intraperitonial. Apds tricotomia da regido
anterior do térax, os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo para realizacdo do
ecocardiograma com o ecocardiégrafo Philips® (modelo HDI-5000) equipado com transdutor
eletrénico de 12,0 MHz. Para medir as estruturas cardiacas, utilizamos imagens em modo-M com o
feixe de ultra-som orientado pela imagem bidimensional com o transdutor na posi¢ao paraesternal
eixo menor. A imagem monodimensional do ventriculo esquerdo foi obtida posicionando o cursor
do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral entre os musculos papilares (LITWIN et al.,
1995). As imagens da aorta e do atrio esquerdo também foram obtidas na posi¢do paraesternal eixo
menor com o cursor do modo-M posicionado ao nivel da valva aortica. O registro da imagem
monodimensional foi realizado por meio da impressora UP-895MD da Sony Co®. Posteriormente,
as estruturas cardiacas foram medidas manualmente com o auxilio de um paquimetro seguindo as

recomendacOes da American Society of Echocardiography em,pelo menos, cinco ciclos cardiacos
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consecutivos (SAHN et al., 1978). O diametro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a
espessura diastdlica da parede posterior do VE (EDPP) e do septo interventricular (EDSIV) foram
medidos no momento correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O didmetro sistélico do VE
(DSVE) e a espessura sistolica da parede posterior do VE (ESPP) e do septo interventricular
(ESSIV) foram medidos no momento correspondente ao didmetro minimo da cavidade.

A funcdo sistolica do VE foi avaliada calculando-se a porcentagem de encurtamento
endocardico, %ADE [(DDVE-DSVE)/DDVE], a porcentagem de encurtamento miocardico,
%ADM {[(DDVE + % EDPP + % EDSIV) — (DSVE + % ESPP + % ESSIV)] / (DDVE + ¥ EDPP +
% EDSIV)} e a velocidade de encurtamento da parede posterior do VE, VEPP, que ¢ a velocidade
correspondente a tangente maxima do movimento sistolico da parede posterior.

No estudo da funcdo diastolica do VE foram medidos os picos das velocidades do fluxo
transvalvar mitral correspondente a fase de enchimento inicial (onda E) e tardia consequente a
contracdo atrial (onda A), bem como o célculo da razdo onda E/onda A. Além disso, foi medido o
tempo de desaceleracdo da onda E (TDE) e o tempo de relaxamento isovolumétrico do VE (TRIV).
Para a obtencdo dos fluxos relacionados a funcao diastolica, o transdutor foi posicionado na regido
correspondente a ponta do coracdo na imagem bidimensional denominada quatro cAmaras, exceto
para a variavel TRIV que foi obtida na imagem denominada cinco cadmaras. A medida dos fluxos

(velocidade e tempo) foi realizada no monitor do ecocardidgrafo.

3.6 Parametros Anatomicos

Ao final do experimento os animais foram eutanasiados, 0 musculo diafragma foi dissecado
e retirado. O ventriculo esquerdo e direito também foram dissecados e pesados separadamente. As
relacdes entre os pesos dos ventriculos esquerdos (PVE) e direito (PVD) sobre o peso corporal (PC)

dos ratos (PVE/PC e PVD/PC) foram utilizadas como indices de hipertrofia dos ventriculos.

3.7 Analise por Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Para esta técnica foram utilizados 3 animais de cada grupo. Apos anestesia e tricotomia, a
pele na regido peitoral foi dissecada e o plastrdo esternal rebatido. As visceras toracicas foram
expostas e foi realizada perfusao via ventriculo esquerdo. Inicialmente o animal foi perfundido com
PBS e posteriormente seguiu-se a fixacdo com paraformaldeido a 2%. A veia cava caudal foi
seccionada junto ao atrio direito para escoamento do sangue e do excedente do liquido de perfuséo.

Apos a perfusdo vascular, o musculo diafragma foi dissecado sendo a regido costal
individualizada. ApoOs visualizacdo do ponto motor, essa regido foi reduzida e seccionada

longitudinalmente.
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Apos fixagdo por 15 min., fragmentos musculares foram lavados com PBS (14g de fosfato
de sddio dibasico - NA,HPO,, 4,3 g de fosfato de potassio monobasico — KH , PO 4, 72g de cloreto
de sodio - NaCl e 13,6 g fosfato de sédio monobésico — NaH,PO, em 1 L de agua destilada, pH 7.5)
trés vezes de 5 min, com o objetivo de se inativar o fixador, foram incubados com glicina 0,1 M
por 30 min em agitador orbital. Apo6s lavagem com PBS foram incubados com colagenase 1%
(Tipo I-Sigma C-0130) por 30 min. no agitador, para que o tecido conjuntivo que resta preso ao
musculo desprenda-se. A seguir foram lavados com PBS e os nAChRs marcados com a-
bungarotoxina conjugada a rodamina (Rh-BTX — Molecular Probes T1175,1:1000 em PBS) durante
40 min no agitador. Apo6s esse periodo, os musculos foram lavados com PBS, quatro vezes de 5 min
e incubados com Triton X-100 1% (Sigma T9284) durante 1 hora, para permeabiliza¢do das fibras
musculares.

Em seguida ficaram “overnight” em solugdo bloqueadora (60ul de triton X-100, 0,3g de soro
albumina bovina 3%, 0,29 de leite m pd desnatado 2%, 3,75mg de glicina (1%), 800ul de soro fetal
bovino 8%, diluidos em 10 ml de PBS) no agitador, com a finalidade de bloquear ou diminuir a
marcacdo inespecifica do anticorpo primario. Apds esse periodo foram incubados com anticorpo
primario anti-neurofilamento (Anti-neurofilament 200, Sigma N-5389, 1ul:1ml em solugdo
bloqueadora) a 4° C por 12 horas. No dia seguinte, foram lavados com PBS (troca a cada 20 min
durante 1 hora e 30 minutos) e incubados com anticorpo secundario anti-mouse-lgG-FITC
(Sigma® F-0257, 1ul: 1ml em solucéo bloqueadora) por 3 horas, & temperatura 4° C no agitador. A
seguir, foram lavados novamente em PBS por 1 hora e montados em lamina sob laminula em meio
de montagem para fluorescéncia VECTA SHIELD®, mounting medium for fluorescence with DAPI
— Vector Laboratories, para posterior observacdo ao Microscopio Confocal de Varredura a Laser
(Leica ®-TCS-SPE).

OBS: Essa analise foi realizada no equipamento acima descrito pertencente ao Centro
Integrado de Pesquisas-CIP-1-FOB/USP/Bauru/SP.

As imagens representadas conforme Figura 12, foram obtidas pelo Microscdopio Confocal de
Varredura a Laser (Leica ®-TCS-SPE), analisadas pelo software Image J (versdo 1.43u, National

Institutes Health, USA) e realizado analise morfoldgica e morfométrica (area) dos nAChRs.
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10.0 prk

Figura 12. Representacdo do padrdo de distribui¢do dos receptores de acetilcolina (nAChRs) na fibra
muscular do musculo diafragma.
Fonte: Imagem obtida do material analisado no presente trabalho.

3.8 Avaliacdo da Expressdo Génica e Protéeica dos nAChRs

Apo0s eutanasia, 0 musculo diafragma foi rapidamente dissecado tendo seu ponto motor
visualizado e conservado. A seguir a regido costal foi individualizada e reduzida na regido do seu
ponto motor. Sendo que o antimero direito do diafragma dos animais foi utilizado para estudo da
expressao génica dos nAChRs, e o antimero esquerdo foi utilizado para expressao protéica. Os dois
fragmentos rapidamente seccionados foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos em

freezer a - 80°.

3.8.1 Expressao génica dos nAChRs por PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

Para a avaliacdo quantitativa da expressao génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase em

Tempo Real apds Transcri¢do Reversa (QRT-PCR) utilizou-se 0s passos:

a) Extrac@o de RNA com TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

No momento da extracdo de RNA, uma por¢do muscular de cada amostra, previamente
congelada em nitrogénio liquido, foi homogeneizada com homogeneizador de tecidos (IKA
UltraTurrax/T-25) em 1 mL de TRIzol/50-100 mg de tecido. O material insolGvel resultante da
homogeneizacao foi retirado por centrifugacdo a 12000 x g por 10 minutos a 4 °C. Essa solucéo foi
coletada e transferida para um tubo de 1,5 mL e incubada durante cinco minutos a temperatura
ambiente para permitir a completa dissocia¢do dos complexos nucleo-protéicos. Apos esse periodo,
foram acrescentados 0,2 mL de cloroférmio, por mL de TRIzol utilizado, homogeneizando
vigorosamente e incubando novamente, desta vez, por trés minutos a temperatura ambiente. Apos

essa segunda incubacgéo o material foi centrifugado a 12000 x g por 15 minutos a 4°C.
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Para a precipitacdo do RNA, a fase aquosa formada, apés a centrifugacdo do material, foi
separada e precipitada por intermédio da incubag¢do com 0,5 mL de isopropanol (por mL de TRIzol
utilizado inicialmente) por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, o material foi
novamente centrifugado a 12000 x g por 10 minutos a 4°C. O sedimento formado foi lavado com 1
mL de etanol 75% (por mL de TRIzol utilizado inicialmente) e centrifugado a 7500 x g por 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido cuidadosamente e, ap6s a retirada do excesso de
liquido do fundo do tubo, o pellet foi seco a temperatura ambiente durante cerca de 5 minutos. O
RNA total foi dissolvido em agua destilada e autoclavada (tratada com Dietilpirocarbonato-Sigma®
- DEPC, a 0,01%), incubado por 30 minutos a temperatura de 4°C e, finalmente, armazenado a -
80°C. O RNA foi quantificado por uma absorbancia de 260 nm usando espectrofotometro NanoVue
(GE healthcare, USA), com fator de correcdo proprio para o RNA (40). Foi também determinada a
razdo entre as medidas espectrofotométricas a A260/A280 e A260/A230nm (razdo entre a
quantidade de RNA e proteinas, aceitdvel quando ambas razdes foram > 1,8), o0 que nos fornecera
uma estimativa da qualidade da extragéo.

b) Gel analitico de RNA

A qualidade (integridade) do RNA foi avaliada pelo software Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Germany) obtendo um namero de integridade do RNA (RIN) > 8 e presenca
das bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S bem delimitadas.

c) Tratamento do RNA com DNase

Conforme as instrucbes do protocolo DNase | - Amplification Grade (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 2 ug do RNA total destinado a reacéo de transcrigdo reversa foi
transferido para um microtubo estéril, onde foi acrescentado 2 uL de tampéo de DNase (10X), 2 uL
de DNase | Amp Grade (1 U/uL) e agua destilada tratada com DEPC e autoclavada na quantidade
suficiente para completar 20 pL de solucdo. Essa solucdo permaneceu a temperatura ambiente
durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida de 2 uL de EDTA (25 mM) e incubada a 65°C por

10 minutos, para a total inativacdo da enzima DNase I.

d) Reacdo de Transcricdo Reversa (RT)
A reacdo de Transcricdo Reversa (RT) foi realizada utilizando-se o High Capacity cDNA
archive kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), onde 2 ug do RNA total tratado com

DNase (22 pL de solucdo) foram acrescidos de 10 ul de tampéo de transcriptase reversa (10X RT
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buffer), 4 uL de dNTPs (25X), 10 uL de Randon Primers (10X), 5 uL de enzima transcriptase
reversa MultiScribe RT (50 unidades/ul), 2,5 uL de inibidor de ribonuclease recombinante
RNaseOUT (40 unidades/uL) (Invitrogen® Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e o volume
final da reac&o ajustado para 100 uL com &gua ultrapura livre de RNase. Cada amostra foi incubada
a 25°C por 10 minutos, e entdo a 42°C por 2 horas. Os produtos da reacdo de RT foram

armazenados a -20°C e utilizados nas reagdes de PCR.

e) Reacdo em cadeia da polimerase em Tempo Real (QPCR)

A PCR em Tempo Real foi realizada com o Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando-se 2 uL do produto da RT (equivalente a 40 ng de
RNA total), 12,5 uL de Power SYBR® Green Mix (2,5X), primers “sense” e “anti-sense” (nas
concentragdes 6timas previamente testadas) e agua-DEPC suficiente para um volume final de 25 uL
de solugdo. Os primers para 0s genes analisados (Tabela 4) foram desenhados através do software
Primer Express® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), a partir de seqiiéncias publicadas no
GenBank (www.pubmed.com), e sintetizados pela Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA,
EUA).

As reacOes para cada gene foram realizadas em duplicatas, no Sistema Real Time PCR 7300
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As condi¢fes de termociclagem da reacéo de qPCR
foram padronizadas de acordo com as instrucdes do fabricante do equipamento. Ao término de
todos os PCR, foi realizada a andlise da curva de dissociacdo dos fragmentos amplificados. Os
valores obtidos na PCR em Tempo Real, para os genes alvo, foram normalizados pelos valores
obtidos pelo gene de referéncia. Este foi previamente testado quanto a sua variagdo na expressao
entre 0s grupos estudados. Foram testados os genes de referéncia que estdo representados na Tabela
4. Beta cytoskeletal actin (ACTB), hypoxanthine—guanine phosphoribosyltransferase (HPRT),
TATA box binding protein (TBP), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH),
Ciclophilin A (CypA) frequentemente utilizados na anélise da expressdo génica em musculo de
ratos (VANDESOMPELE et al., 2002). Os resultados foram normalizados através do Data Assist
software (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).



Tabela 4: Genes que foram analisados pela reacdo de qRT-PCR em Tempo Real.

Gene No. Acesso. Seqiiéncia do primer (5° — 3°)
F:CCACCAGAAGGTGGTGTTCT
Gamma NM_019145
R: TGAGGAGATGAGCACACAGG
F:TCCCTTCGATGAGCAGAACT
Alpha 1 NM_024485
R:AGCCGTCATAGGTCCAAGTG
F:GGCTCAACTTCAGCAAGGAC
Epsilon NM_017194
R:AGCCATACATGTTCGGAAGG
F:CATCGAGTCTCTCCGTGTCA
Beta 1 NM_012528. 1
R:GGCAACGTCAAAGTTTCCAT
F:ACCACCAAGACGTCACCTTC
Delta NM_019298. 1
R:CCGAGGTCTTCTCTCCACAG
F:TTTTTCATGCGACTCACAGC
MyoD NM_176079.1
R:GAAGGCAGGGCTTAAGTGTG
F:TGCCACAAGCCAGACTACCCACC
Myogenin M24393
R:CGGGGCACTCACTGTCTCTCAA
ap NM_001004198.1 F:GCCACGAACAACTGCGTTGAT
R:AGCCCAGCTTCTGCACAACTCTA
F:TCAGGTCATCACTATCGGCAATG
ACTB NM_031144
R:TTTCATGGATGCCACAGGATTC
F:CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC
HPRT NM_012583 R:GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC
SAPDL NM_017008.3 F:CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA
R:GGCATGGACTGTGGTCATGA
Cyclophilin A NM_017101.1 F:TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG
R:CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC

F: primer senso; R: primer anti-senso e; pb: pares de bases
Fonte: do Autor

3.8.2 Expresséo protéica dos nAChRs por Western Blot

a) Extracdo de proteinas

As amostras do musculo diafragma congelado de todos os grupos foram homogeneizadas em
Polytron com 500uL de tampdo de lise. Esse tampéo foi constituido por Fluoreto de sédio (100mM),
Pirofosfato de sodio (10mM), Ortovanato de sédio (10mM), Trisma Base pH 7,5 (100mM), acido
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etilenodiamino tetra-acético-EDTA (10mM), fluoreto de fenilmetano sulfonila-PMSF (2mM) diluido
em &lcool etilico, aprotinina 0,1mg/ml e dgua deionizada.

Apos a sonificacdo foi adicionado 10% do volume adicionado de tampdo de lise de Triton
(10%) em cada amostra durante 30 minutos. Em seguida, os homogeneizados foram transferidos para
eppendorfs previamente identificados e centrifugados a 11.000 rpm, por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C.

b) Tratamento com Laemmli
As amostras foram tratadas com Laemmli correspondente a 50% do sobrenadante utilizado.
Em seguida as amostras com Laemmli foram levadas a banho seco de 95-100°C por 5 minutos. Ap6s

tratamento foram estocadas novamente em freezer -80°C.

¢) Quantificacdo de proteinas
Para saber a quantidade total de proteinas em cada amostra, foi realizada a quantificacdo de
proteinas pelo Método de Bradford em placa de Elisa (Figura 13), utilizando-se Albumina Sérica

Bovina (BSA 0,1%) como proteina da curva padréo.

Figura 13. Placa de Elisa no método de quantificagdo Bradford.
Fonte: Imagem obtida do material analisado no presente trabalho.

Apos leitura em espectofotdmetro, foi possivel ajustar as proteinas das amostras para 50ug/pl

e dessa forma aplicar essa concentragdo no gel.



41

d) Preparacéo do gel para eletroforese

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel 12%. O gel foi constituido por agua,
Tampdo Resolving (SDS 2%) e Stacking (SDS 2%), Acrilamida 40%, Temed e Persulfato de
Amonio (APS 10%). O Temed e APS atuam como catalizadores da reacdo, dessa maneira sdo 0s
altimos componentes a serem adicionados. Depois de realizada a solu¢do do gel, este foi
imediatamente colocado no suporte de vidro com espessura de 1,5mm para o gel e pente de 15 well
(sistema BioRad) para que fosse polimerizado.Apo6s polimerizacdo do gel, as amostras com 50ug de
proteina foram aplicadas no gel em cada well para separacédo por eletroforese (SDS-PAGE), dentro de
uma cuba eletrolitica. Foi adicionado 5ul de um marcador PageRuler™ Prestained Protein Ladder ,
Fermentas®, que determinou o peso das proteinas em kDa. O peso molecular para a subunidade vy-
nAChR (58 kDa) , a1-nAChR (55 kDa) , &-nAChR (44-60 kDa), Myogenin (36 kDa), MyoD (38
kDa) e B-actina (43KDa) foi encontrado conforme especificacdes do Datasheet do fabricante (Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California).

e) Transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose

Em seguida foi montado sistema para tranferéncia das proteinas do gel para uma membrana de
nitrocelulose Hybond ECL (Amersham, Little Chalfont, Reino Unido). O gel ficou face a face com a
membrana, e uma corrente elétrica foi aplicada entre grandes placas. Esse mecanismo transferiu a

proteina exatamente na posicao original que estava no gel.

f) Blogueio, incubacdo com anticorpos e revelacao

As membranas foram blogueadas no sistema SNAPid MILIPORE® com BSA 3% por 10
min, depois incubadas com o anticorpo priméario de acordo com as especificacdes do fabricante.
Ap0s esta incubacdo foram lavadas 4X com PBS-T e incubadas com o anticorpo secundario
conjugados com horseradich peroxidase (HRP) por 10 minutos. Apoés esta incubacdo foi lavado 4X
novamente para retirar o excesso de anticorpo secundario e revelado com DAB (SIGMA-
ALDRICH®, D5637). A quantificacdo foi feita por densitometria, por meio da utilizacdo do
programa Image J (versdo 1.43u, National Institutes Health, USA) software. Os valores obtidos

foram normalizados pelos valores obtidos para a proteina f-Actina.
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ABSTRACT

Heart failure (HF) is a syndrome initiated by a reduction in cardiac function and characterized by
the activation of compensatory mechanisms and muscle myopathy. Fatigue and dyspnea are the
most common symptoms of this disease, associated with the reduction of the oxidative capacity,
changes in the fibers type I to type Il, alterations in the expression of myogenic regulatory factors
(MRFs) and in the neuromuscular junction (NMJs). Aerobic training is considered a widely
accepted practice to minimize the consequences of the symptoms caused by HF, improving the life
quality and can reverse abnormalities of cardiac and skeletal muscle, and modulate the NMJ. The
diaphragm is the most important inspiratory muscle in mammals and is one of the most affected in
HF; aerobic training changes the electrophysiological properties of the diaphragm during fatigue
and promotes muscle endurance. Thus, the hypothesis of this study is that the changes that occur in
HF are associated with alterations in the NMJs, in the expression of nAChRs and aerobic training
can attenuate these changes. The aim of this study was to evaluate NMJs morphology and the
expression of NAChRs subunits in rats with HF submitted to an aerobic training. We used 44 male
wistar rats (90 to 100g), divided into four groups: Control (C), Aerobic Training (TR), Aortic
Stenosis (AS) and Aortic Stenosis with Aerobic Training (ASTR). Aortic stenosis was induced by
the insertion of a silver clip of 0.6 mm in diameter in the ascending aorta. After 18 weeks of
surgery, the animals with AS were evaluated by echocardiography for evaluating LV hypertrophy.
The others were randomly divided into C, TR and ASTR groups. The animals of TR and ASTR
groups were submitted to aerobic training on a treadmill for 10 weeks (5 days/ week). The
diaphragm muscle was used to assess the expression of the nAChRs subunits (y, a, €, 6 and p1) and
MRFs (Myogenin and MyoD) by RT-gPCR and Western blot. We also analyzed the distribution of
nAChRs along the muscle fiber with immunostaining using a-bungarotoxin associated with
rhodamine and anti-neurofilament. After the immunostaining, morphological analysis was
performed using laser scanning confocal microscope and the area of NAChRs was performed by
Image J software. Our results showed an increase in the mRNA of y subunits, a, €, 6 and B1 in the
AS group and decreased expression of y a, B1 and & in the ASTR group. Only the & subunit
expression in the group ASTR was more expressed. The expression of the MRFs, Myogenin and
MyoD did not change in the groups studied. The immunostaining of nAChRs revealed that there
was no difference in the morphology of the receptors that show a distribution as a continuous
branches or pretzel. The area analysis revealed a modulation in the distribution of nAChRs, being
high in AS(20 at 30 pm?) and ASTR(31 at 40 um?) groups. Our study showed changes in the
structural and expression of NAChRs subunits during heart failure. Aerobic training was beneficial
and attenuated nAChRs subunits changes in the neuromuscular junctions. This protocol could be
critical to the intervention of future therapies for life quality improvement in patients with heart
failure.

Keywords: Skeletal muscle. Heart failure. Aerobic training. Neuromuscular junction. Nicotinic
acetylcholine receptors.
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INTRODUCTION

Heart failure (HF) can be defined as the inability of the heart to meet the oxygen and
nutrient demands of the tissues, resulting in symptoms of fatigue or dyspnea on exertion which
progress to dyspnea at rest (PINA et al., 2003). These may be due in part to specific skeletal muscle
myopathy characterized by reduced oxidative capacity, a shift from slow fatigue resistant type | to
fast less fatigue resistant type II fibers (SOUSA et al., 2000; LOPES et al., 2008) change in gene
expression of the myogenic regulatory factors (MRFs) and in nicotinic acetylcholine receptors
(nAChRs) of Neuromuscular Junctions (NMJs). (SOUZA et al., 2011).

The neuromuscular junction (NMJs) is a type of synapse formed between motoneurons and
skeletal muscle fibers (WU; XIONG; MEI, 2010). The contraction of skeletal muscle is controlled
by the neurotransmitter acetylcholine (ACh), which is released from the motor nerve terminal.
NMJs is composed by the pre-synaptic nerve terminal, the synaptic cleft and postsynaptic
membrane with high density of nicotinic ACh receptors (nAChR) in crest of folds junctional
(WOOD; SLATER, 1997; MARTYN; FAGERLUND; ERIKSSON, 2009). The nAChR is a
pentameric complex of homologous subunits (a1)2, 6, B1, and y (fetal) or € (adult) (WITZEMANN;
BRENNER; SAKMANN, 1991; CHARBONNIER et al., 2003) and the interaction between the
sarcollema proteins are important for nAChR clustering maintenance (WILLMANN; FUHRER,
2002; SOUZA et al., 2011). To achieve efficient neuromuscular transmission, nAChRs must be
densely clustered on the muscle membrane of the NMJ and failure of nAChR clustering is
associated with disorders of neuromuscular transmission (HIGUCHI; YAMANASHI, 2011).

Morphological changes in NMJ as dispersion and disruption of AChR clusters caused by
acute peripheral nerve injury (KANG; ZAMORANO; GUPTA, 2011) and alterations in nAChR
expression have been shown in rats young vs. aged (APEL et al., 2009), as well in heart failure
induced by monocrotaline (SOUZA et al., 2011). Large and easily accessed experimentally, this
peripheral synapse has highly contributed to understand the general principles in the development
of potential therapeutic strategies for muscular disorders (WU; XIONG; MEI, 2010).

The diaphragm muscle (DIAm), important inspiratory muscle, remains active throughout
life, sustaining a very high duty cycle compared to other skeletal muscles (~40% compared to 2—
15% for limb muscles)(HERNSBERGEN; KERNELL, 1993). However, it is likely that only slow-
and fast- twitch fatigue-resistant motor units in the DIAm, comprising type | and lla fibers,
respectively, (SIECK; FOURNIER; ENAD, 1989; SIECK et al., 1995) are recruited to generate
inspiratory pressures (SIECK; FOURNIER; ENAD, 1989). The more fatigable fast-twitch motor
units, comprising type lix and Ilb fibers (PRAKASH; SIECK, 1998).
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There has been a growing consensus that physical training is beneficial for patients with
cardiovascular diseases, even those with severe cardiac function changes (GIANNUZZI et al.,
2003; SMART, 2011; ERBS et al., 2010). In patients with aortic stenosis, recommendations for
physical activity are based on the clinical examination, with special emphasis on the hemodynamic
data.

Aerobic training improves the exercise capacity in patients with HF and can partially reverse
the abnormalities of skeletal muscle (LINKE et al., 2005; HAMBRECHT et al., 2000), improving
the oxidative capacity (MAGNUSSON et al., 1996; WILLIAMS et al., 2007; PU et al., 2012) and
the redistribution of blood and oxygen to skeletal muscle (SELIG, et al., 2004).

As the diaphragm muscle is one of the most affected in HF, the hypothesis of our study is
that phenotypic changes that occur in this muscle during HF are associated with changes in the
distribution and in the expression of NAChRs in the NMJs and the aerobic training can attenuates
these changes. The aim of this study was to evalate the distribution and the expression of nAChRs

subunits in diaphragm muscle of rats with HF submitted to an aerobic training.

MATERIAL AND METHODS
Experimental animals and study protocol

All experiments and procedures conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the US National Institute of Health (NIH Publication no. 85-23, revised 1996;
http://www.nap.edu/openbook.%20php?record_id=5140) and were approved by the Animal Ethics
Committee (Sao Paulo State University, UNESP, CEEA — Protocol 210). Male Wistar weaning rats
(34 weeks old), weighing 90-100 g, were anaesthetized with a mixture of ketamine (50 mg/kg,
i.p.) and xylazine (10 mg/kg, i.p.). Aortic constriction was created by placing a 0.6 mm i.d.
stainless-steel clip on the ascending aorta via a thoracic incision, as previously described (DING et
al., 1999). Control animals underwent left thoracotomy without clip placement. The rats were
housed in pathogen-free conditions at 23° C + 1. They were exposed to a reverse light condition of
12 h of light and 12 h of darkness each day with food and water supplied ad libitum. Initially,
animals were distributed into 2 groups: Control (n=22) and Aortic Stenosis (n=22). Eighteen weeks
after surgery, aortic stenosis animals presented left ventricular dysfunction by echocardiogram
evaluation (PAIVA et al., 2003). The others animals were redistributed in four groups: Control (C,
n=11), Control Training (TR, n=11), Aortic Stenosis (AS, n=11) and Aortic Stenosis Training
(ASTR, n=11). TR and ASTR groups were submitted to exercise for 10 weeks. After this period,
animals of all four groups were resubmitted to the echocardiogram and euthanized for cardiac

analyzes and heart failure examination.
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Physical training protocol

The training protocol utilized was modified from Sousa et al. (2002) and Siu et al. (2004).
The animals in the ASTR and TR groups were submitted to a treadmill training program, five times
per week, for ten weeks. The training protocol is described in Table 1.

The lactate threshold was defined by intensity (speed) of exercise associated with the
substantial increase in blood lactate concentration during incremental exercise test (data not show)
(SVEDAHL; MACINTOSH, 2003). The test was started with heating the rats for 5 min at a speed
of 5 m / min. After 5 min of passive recovery, the animal was subjected to a progressive effort with
an initial velocity of 6 m / min and increments of 3 m / min every 3 minutes. The protocol was
terminated when the animal reached exhaustion, determined when it refuses to run even under
sound stimulation or when the coordination between the difficult past to present. Between each load

increase, the animal was manually removed from the belt to blood collection (BECH et al., 1990).

Echocardiography evaluation

Rats were anaesthetized with a mixture of ketamine (50mg/kg, i.m.) and xylazine (Img/kg,
i.m.). The chest was shaved and rats positioned on their left side. Using an echocardiograph (HDI
5000 SonoCT; Philips) equipped with a 122MHz transducer, two-dimension guided M-mode images
were obtained. M-Mode tracings were obtained from long-axis views of the left ventricle (LV) at or
just below the tip of the mitral valve leaflets and at the level of the aortic valve and left atrium
(CICOGNA et al., 2002; LITWIN et al., 1995; DOUGLAS et al., 1998). M-Mode images of the LV
were recorded on a black-and-white thermal printer (UP-890 MD; Sony, Tokyo, Japan) at a sweep
speed of 100mm/s. All LV tracings were measured manually by the same observer, who was
blinded to treatment group, according to the leading-edge method of the American Society of
Echocardiography (SAHN et al., 1978). Measurements were the mean of at least five cardiac cycles
on the M-mode tracings. The following variables were measured: heart rate (HR), LV diastolic
dimension (LVDD), LV systolic dimension (LVSD), LV posterior wall (LVWT) and
interventricular septum thickness in diastole (IVS), LV relative thickness in diastole (LVRT),
endocardial fractional shortening (LVEFS), and posterior wall shortening velocity (LVPWSV).
LVDD and LVWT were measured at maximal diastolic dimension, and LVSD was taken at
maximal anterior motion of posterior wall. LV systolic function was assessed by calculating EFS=
{(LVDD-LVSD)/LVDDx100}. LV diastolic function studied transvalvar mitral flow velocity
peaks corresponding to the initial filling phase (E wave) and late phase corresponding to atrial
contraction (A wave), and E/A ratio. E/A ratio was used as an index of LV diastolic function. Left

atrium (LA) was measured at its maximal diameter and aorta (Ao) at end of diastole.
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Echocardiogram, as previously described, was performed 18 and 28 weeks after AS
induction in all experimental groups. At 28 weeks echocardiography was performed one day after

the end of training.

Body and cardiac anatomical parameters

At the 28th week of surgery, animals were anesthetized intraperitoneal with sodium
pentobarbital (50 mg/kg, i.p.), the rats were weighed and decapitated. DIAm were dissected and
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. The parameters used to characterize
cardiac remodeling were left ventricle (LV), right ventricle (RV), atrium (ATs) weight normalized
by final body weight (FBW).

Clinical signs and pathological findings of heart failure

The presence of HF was confirmed by echocardiogram, and at rat sacrifice, was by the
following signs: clinical (tachypnea and labored respiration) and pathological (ascite, pleural
effusion, left atrium thrombi and right ventricular hypertrophy) (CICOGNA et al., 1999; BOLUYT
et al., 2005; BREGAGNOLLO et al., 2005). The analyze was made qualitatively according to the

score: + = mild; ++ = moderate and +++ = severe intensity).

Confocal microscopy analysis

Three animals from each group were perfused with PBS and fixed with 2% paraformaldehyde.
DIAm was reduced at insertion of the phrenic nerve, dish washed with PBS and incubated with
glycine 0.1M for 30 min; after this, samples were dish washed and incubated with collagenase 1%
(Tipo I-Sigma C-0130) for 30 min. The samples were dish washed and incubated with 1 pg/mL
rhodamine-a-bungarotoxin (Rh-BTX — Molecular Probes) for 40 min at room temperature for
distribution of NAChRs in this muscle. After this period, the muscle washing with PBS was incubated
with Triton X-100 1% (Sigma T9284) during 1 hour. Then, was overnight in blocking solution. After
this period were incubated with primary antibody anti-neurofilament (Anti-neurofilament 200, Sigma
N-5389, 1ul:1ml in blocking solution) the 4° C by 12 hours. The next day, were washed with PBS
and incubated with secondary antibody anti-mouse-IgG-FITC (Sigma® F-0257, 1ul:1ml in blocking
solution) by 3 hours, at 4° C for nerve terminal staining. After washing with PBS, the DIAmM was
mounted in a Vecta Shield (mounting for fluorescence microscopy) and then observed under a

confocal microscope Laser Scanning (Leica®-TCS-SPE).
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Comparisons of junctional area (n=95 NMJ per animal) of nAChRs were done using
frequency in percent distributed in classes (Class I: < 19 pm?; Class II: 20-30 pm?; Class I1l: 31-40
pm?; Class IV: 41-50 pm? and Class V: > 51 um?).

Gene expression of nAchRs subunits, MyoD and Myogenin MRFs in diaphragm muscle
assessed by Real-Time PCR

After anesthesia, the DIAm of eight animals per group was immediately frozen in liquid
nitrogen and processed to assess gene expression. Total RNA was extracted from DIAm with TRIzol
Reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), which is based on the guanidine
thiocyanate method. Frozen muscles were mechanically homogenized on ice in 1 mL ice-cold TRIzol
reagent. Total RNA was solubilized in nuclease-free H,O, incubated in DNase | (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) to remove any DNA present in the sample, and quantified by
measuring the optical density (OD) at 260 nm. Total RNA quantity was determined by the absorbance
at 260 nm using NanoVue spectrophotometer (GE healthcare, USA) and the RNA purity was assessed
by the A260nm/A280nm and A260nm/A230nm ratios (acceptable when both ratios were > 1.8). RNA
Integrity was ensured by obtaining a RNA Integrity Number - RIN > 8 with Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Germany). For each sample, cDNA was synthesized from 2 pg total RNA by
using components from the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). The reaction contained 10 pl of 10X Reverse Transcription Buffer, 4 pl of
25X dNTPs, 10 ul of 10X random primers, 100 units of RNase inhibitor (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) and 250 units of MultiScribe ™ Reverse Transcriptase; the final
volume was adjusted to 100 pl with nuclease-free H,O. The primers were allowed to anneal for 10
min at 25°C before the reaction proceeded for 2 h at 37°C. Control ‘““No RT’’ reactions were
performed by omitting the RT enzyme. These reactions were then PCR-amplified to ensure that DNA
did not contaminate the RNA. The resulting cDNA samples were aliquoted and stored at -20°C. Two
microliters of cDNA, corresponding to 40 ng of total RNA, from the RT reaction was used as a
template in the subsequent real-time PCR, performed in a 7300 Real-Time PCR system (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) at the instrument’s universal cycling conditions: 95°C for 10 min,
40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min.

The reactions were run in duplicate using 0.4 UM of each primer and 2X Power SYBR
Green PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in a final volume of 25 pL.
Gene sequences were selected from the accession numbers in the National Center for
Biotechnology Information database and are listed in Table 2. Primer sequences were designed

using the primer design function of the software Primer Express v3.0 (Applied Biosystems, Foster
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City, CA, USA). Melting dissociation curves were performed to confirm that only a single product
was amplified. Control reactions were run while omitting cDNA template to check for reagent
contamination. Gene expression was compared between individual samples using the AACq method
described by (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Expression level the genes, Beta cytoskeletal actin
(ACTB), hypoxanthine—guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) and TATA box binding protein
(TBP), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), Ciclophilin A (CypA) (Table 2), was
assessed through Data Assist software (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and then used as
reference genes for data results normalization (VANDESOMPELE et al., 2002).

Protein expression of nAchRs subunits, MyoD and Myogenin MRFs in diaphragm muscle
assessed by Western Blot

Protein levels of a-nAChR, e-nAChR, y-nAChR, MyoD, Myogenin from diaphragm muscle
were determined by Western Blot technique, using -actin protein as normalizer.

Muscle samples were homogenized in lysis buffer (1% Triton X-100, 10 mM sodium
pyrophosphate, 100 mM NaF, 10 pg/mL aprotinin, 1 mM phenylmethylsulfonylfluoride - PMSF,
0.25 mM NazVO,, NaCl 150 mM, and Tris-HCI 50 mM pH 7.5). The samples were centrifuged at
11,000 rpm for 20 min, and 50 puL of homogenate fraction was re-suspended in 25 pL of Laemmli
loading buffer (2% SDS, 20% glycerol, 0.04 mg/mL bromophenol blue, 0.12 M Tris-HCI, pH 6.8,
and 0.28 M b-mercaptoethanol). An amount of 50 pg of total protein was fractioned by one-
dimensional SDS-PAGE gel (12%), stained with Coomassie blue, to confirm equal loading of each
sample. Proteins were transferred from gel to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California).

Nonspecific binding sites were blocked using bovine serum albumin solution (BSA) 3% in
phosphate-saline buffer (PBS-T: NaH,PO4.H20 0,1 M, Na,HPO4.7H20 0,1 M, NaCl 0,15 M,
Tween-20 0,1% pH 7,4), for 10 minutes. Membranes were incubated with specific primary
antibodies diluted in BSA 1% solution for 10 minutes. After 4 wash steps with PBS-T, membranes
were incubated with specifics horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies, according to
the primary antibodies used. Finally, after 4 wash steps, membranes were submitted
immunoreactive protein signals were detected using DAB (SIGMA- ALDRICH®, D5637)
according manufacturer’s instructions. Signals were captured in a immunoblotting film paper and
the bands intensities were quantified using a densitometry analysis software (Image J software for
windows, version 1.43u, National Institutes Health, USA).

Antibodies. Primary antibodies included a—nAChR, 55kDa (rat monoclonal; Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, California), y-nAChR, 58kDa (rabbit polyclonal; Santa Cruz
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Biotechnology, Santa Cruz, California), e-nAChR, 44-60 kDa (rabbit polyclonal; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California), myoD, 38 kDa (rabbit polyclonal, Santa Cruz
Biotechnology Santa Cruz, California), myogenin, 36 kDa (rabbit polyclonal; Santa Cruz
Biotechnology Santa Cruz, California) and B-Actin, 43 kDa (rabbit polyclonal; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California). The corresponding secondary antibody used was
horseradish peroxidase conjugated to goat anti-rat IgG-HRP or goat anti-rabbit 1gG-HRP (Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California).

Statistical analysis

Echocardiographical data from control and aortic stenosis groups after 18 week of surgery
was analyzed by the Student’s t test for independent samples (data expressed as mean + standard
deviation). Ecocardiography and anatomical parameters of the four groups after 28 week of surgery
were analyzed by two-way ANOVA, followed by the Student Newman Keuls test. In all tests, the
significance level was set at 5% (p<0.05).

The anatomical parameters were analyzed by the Student’s t test for independent samples
when the variable was shown to adhere to a normal probability distribution (data were expressed as
mean + standard deviation) and, by the non-parametric test of Mann-Whitney (data were expressed
as median + total semi amplitud) when this characteristic was absent.

The Real-Time PCR data are presented as relative expression (RQ) observed in Data Assist
software and are expressed as mean * standard deviation (SD) and the comparison between groups
were performed using one-way ANOVA with Tukey post test. In all tests, the significance level was
set at 5% (p<0.05).

The protein expression data are presented as mean + standard deviation (SD) and the
comparison between groups were performed using one-way ANOVA with Tukey post test. In all
tests, the significance level was set at 5% (p<0.05).

Statistical calculations were accomplished using GraphPad Prism version 5.00 for Windows
GraphPad Software, San Diego California USA.
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RESULTS
Clinical and pathological findings of heart failure

Twenty eight weeks after surgery, the AS group, without training, showed clinical
(tachypnea, and labored respiration) and pathological (ascite, pleural effusion, left atrium thrombi
and right ventricular hypertrophy) findings of heart failure. The ASTR group presented lower
intensity and frequency of the signs reported. The analyze was made qualitatively according to the

score: + = mild; ++ = moderate and +++ = severe inensity (Table 3).

Body and cardiac anatomical parameters

The data of the groups studied after 28 weeks of surgery are presented in the Table 4. There
were no differences between C and TR groups. All parameters analyzed, except body weight, were
higher (p< 0.05) in AS than in C group and also in ASTR when compared to TR group. After the
training period, ASTR group presented reduced RV, ATs, RV/FBW and AT/FBW ratios (p<0.05)
compared to AS group.

Echocardiography evaluation

Eighteen weeks after aortic stenosis induction, left ventricular hypertrophy was
characterized by increase in LVWT and LVRT, and diastolic dysfunction was demonstrated by an
elevated mitral E/A wave. LA/Ao was higher in AS than in C group. Although there was no
alteration in LVEFS, LVPWSV was lower in AS than in C group. There were no differences in
heart rate, LVDD and LVSD between the groups (Table 5).

At the end of the experiment, 28 weeks after the surgery, all analyzed parameters except
LVEFS, LVPWSV and EF were higher in AS compared to C group. The heart rate did not change.
LVWT, LVRT and LA/Ao were higher in ASTR than in TR group. Comparing ASTR to AS group,
LVDD, LVSD, Vol VED, E/A and EF values decreased; LVEFS and LVPWSYV increased (Table
6).

Confocal microscopy analysis of NAChRs

In all groups studied, the NAChRs were distributed in clusters forming continuous branches
that were elongated along the muscle fibers (Figure 1A, B and C).

Confocal microscopy analysis of AS and ASTR groups did not show changes in the nAChRs
clusters. In the C and TR groups, there were a high frequency of the NAChRs clusters area in the class
20-30pum?. AS and ASTR groups showed a high frequency of the nAChRs clusters area in the class
31-40 pm? (Figure 1D).
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Gene expression of nAchRs subunits, MyoD and Myogenin MRFs in diaphragm muscle
assessed by Real-Time PCR

All groups studied showed similar pattern of mRNA expression of the a, y, B1-nAChR
subunits: AS group presented a higher mRNA expresssion in all nAChR subunits compared with the
C group; ASTR group showed a decrease in all NAChR subunits compared to AS group. The &
subunit did not show significant difference between the groups. The €-nAChR subunit showed a
continuous increase in the expression in the TR group, AS, ASTR, comparing to the C group (Figure
2).

The Myogenin gene expression increased only in As group comparing to the C group; ASTR
group showed a decrease in the expression but the result was not significant. MyoD mRNA level did

not change in all groups studied (Figure 3).

Protein expression of nAchRs subunits, MyoD and Myogenin MRFs in diaphragm muscle
assessed by Western Blot

We analyze the protein expression of the a, y and & subunits of nAChRs. There were an
increase of the a subunit expression in AS comparing to C group. ASTR group showed a decrease in
the expression in comparison to the AS group. The & subunit expression was high in ASTR comparing
to the AS group (Figure 4). We did not detect the y subunit expression. We believe that this fact
occurred because this is a fetal subunit, low expressed in adult muscle.

The Myogenin and MyoD protein expression showed a similar pattern, although there were no

significant differences between the groups (Figure 5).

DISCUSSION

Our results showed that aerobic training administered in rats with aortic stenosis and left
ventricular dysfunction before the onset of heart failure increased the survival by preventing a
worsening of cardiac function. The main criterion for the diagnosis of ventricular dysfunction in
experimental studies has been the level of LV end-diastolic pressure assessed by hemodynamic
method (TANAKA et al., 1996). However, its determination requires an invasive procedure, which
makes longitudinal studies. In addition, LV catheterization can cause damage to the aortic valve or
affect cardiac performance (SINGER et al., 2005). Therefore, echocardiography was used to
evaluate in our study. This is an alternative method for study of ventricular function and can
provide important information about cardiac performance in rodents (TANAKA et al., 1996), which
allows the analysis of morphological and functional changes caused by different types of aggression
(PAIVA et al., 2003; SATOH et al., 2003; BREGAGNOLLO et al., 2007) and interventions (ONO
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et al., 2002; BREGAGNOLLO et al., 2005). It is versatile, safe, painless, noninvasive, and relevant
to the analysis in vivo (SAHA et al., 2007).

After 18 weeks of supra-aortic stenosis, cardiac remodeling was observed in the
echocardiographic assessment. The various parameters indicative of left ventricular hypertrophy
characterize the type of concentric hypertrophy. Functional analysis showed a decrease in systolic
and diastolic dysfunction, manifested by decreased velocity of shortening of the posterior wall and
increased E / A ratio, respectively. Although there was a ventricular cardiac dysfunction, the
animals show no signs of heart failure. The structural and functional data from this investigation are
in agreement with previous studies (CARVALHO et al., 2003; OKOSHI et al., 2004; BOLUYT et
al., 2005; BREGAGNOLLO et al., 2007).

The deterioration of cardiac function in aortic stenosis may be related to the following
factors: adverse geometric remodeling cavity (MANN, 1999; NORTON et al., 2002), myocardial
structural changes such as increased extracellular matrix (BOLUYT et al., 1994), decrease in the
number of myocytes by necrosis or apoptosis (BOLUYT et al., 2005; HOUSER; MARGULIES,
2003), changes in traffic calcium (BOLUYT et al., 2005), changes in energy balance (HOUSER;
MARGULIES, 2003) or a combination of these factors (BOLUYT et al., 1994; BOLUYT et al.,
2005). The improvement in systolic and diastolic function after training may be related to the
restoration of one or more of the mentioned factors that are involved in the change of cardiac
performance.

Based on morphological analysis the distribution of NAChRs in NMJs showed a normal
pattern called "continuous branches" or "pretzel." The distribution of the nerve terminal was normal
and followed the arrangement of the receptors, with their branches covering the nerve terminal in a
continuous extension. There were an increase in NAChRs area in AS and ASTR compared to C
groups. This fact can be related to the muscle fiber modulation that frequently occurs during Heart
Failure (HF). Diaphragm muscle change the phenothypic characteristic for a more oxidative during
HF increasing the muscle fiber type I. It is known that in I fiber type the NMJs are small than in Il
fiber type (MATHEUS; SOARES, 2006). It is possible that, in our study, in AS group the muscle
fiber modulation toward a more oxidative did not occur completely, but our results could infer a
gradual transition toward a oxidative fibers. The training did not change the nAChRs area. Prakash
and Sieck (1998) showed a significant expansion in NMJs area on type IIx and Ilb fibers in rat
diaphragm muscle with aging. Marques and Santo Neto (2002) suggest that metabolic changes
observed in diabetic mice also affect the distribution of nAChRs receptors and change in the
receptors distribution can occur in cases of denervation (ERMILOV et al., 2007; WANG et al.,
2004).
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In our case, the increased nAChRs area in AS and ASTR groups can be related to the
increased ability to effectively sustain neuromuscular transmission that occur durin HF for generate
muscle contraction (ERMILQOV et al., 2007).

In our study we observed that heart failure promoted an increase in gene expression in all
NAChR subunits comparing to the C group and aerobic training promoted a slight to moderate
decrease in the nAChR subunits gene expression compared to AS group. The e-nAChR subunit
showed a continuous increase in the expression in the TR groups, AS, ASTR, comparing to the C
group.

Several studies have shown alterations in nAChR expression in some conditions including:
(1) mice deficient in e-nAChR subunit die prematurely due to severe deficiency of nAChRs that
leads to progressive reduction of the density of nAChRs at the neuromuscular endplate in
myasthenic diseases (SCHWARZ et al., 2000), (2) in cases of denervation there is an increase in
gene expression of all subunits and promoters in the expression of fetal type, while the electrical
stimulation prevents this induction (ADAMS et al., 1995), (3) alterations in muscle fiber type
composition (JIN; WERNIG; WITZEMANN, 2008) and (4) relative muscle activity (ROTZLER;
BRENNER, 1990). Recent research conducted in our lab showed change in o and € nAChRs
subunits expression during heart failure induced by monocrotaline (SOUZA et al., 2011).

Skeletal muscle myopaty that occur during HF may be partially due to the shift from
muscle fibers (LIPKIN et al., 1988; MANCINI et al., 1992; SULLIVAN; GREEN; COBB, 1990;
SOUSA et al., 2000; CARVALHO et al., 2003). Given that the alphal subunit of the nAChR
contains the binding site for the ACh neurotransmitter, which promotes opening of the ion channel
during muscle contraction (ARIAS, 1997), an increase in the gene expression of these subunit in AS
group could influence the NMJ modulation and muscle contraction. The decreasing in this subunit
expression in ASTR show that the aerobic training was efficient to change the alphal subunit of the
nAChR activity, although the nAChR morphology was similar in AS and ASTR groups. On the
other hand, the increased gene expression of the epsilon subunit may be associated with the high
expression level of the alphal subunit, because, according to Schwarz et al. (2000), the epsilon
subunit is essential for the structural maintenance of the NMJ thus contributing to the maintenance
of the ACh subunit receptor structure (KALAMIDA et al., 2007).

AS group presented a high expression of y subunit. This subunit is expressed during the
embrionic and fetal period and in NMJs during denervation. In the last situation, increased
embryonic type receptor expression (y subunit) may be a consequence of other events that are
required for maintenance of musle in a receptive state for reinnervation and functional recovery
(ADAMS et al., 1995). In our study, we think that the increase in y subunit can be related to the



68

change in muscle fiber that frequently occur during heart failure (CARVALHO et al., 2003). This
fact did not occur in HF induced by monocrotaline, drug that induce this syndrome in a short period
(22 days). (SOUZA et al., 2011). The training was effective to reduce the expression of this subunit.
Similar behavior was detected for the structural subunits Bl and 6 -nAChR, with the last not
statistically significant.

Although the MyoD expression did not change between the groups, the expression pattern
was similar to the e-nAChR subunit. Ma et al. (2007) showed an increase in gastrocnemius MyoD
expression and change in nAChRs subunits one month after tibial nerve injury. The authors suggest
that the upregulation of MyoD during this period may play a significant role in the NMJs
stabilization. In our study, based on the results obtained, it is possible that MyoD is not involved in
the control of NMJs stabilization.

Similar to MyoD, myogenin gene expression did not change between the groups. However,
AS group showed a tendency for an increase in the Myogenin mRNA and in ASTR a tendency in a
decrease of the Myogenin expression was observed. The expression pattern was similar to the o-
nAChR, y-nAChR, B1- nAChR and 8-nAChR subunits. Macpherson et al. (2006) found that
myogenin expression is essencial for a nAChR clustering during muscle differentiation. The
expressions of MRFs and nAChRs (NUMBERGER et al., 1991; PRODY; MERLIE, 1991; MA et
al., 2007) require a specific sequence E-box (or CACCTG CAGCTG) and suggests that proteins
binding to the region E-box are required for the expression of molecules that organize the NMJ
struture. Then, in our study, the myogenin could be involved with the a-nAChR, y-nAChR, B1-
nAChR and 6-nAChR subunits expression, but others molecules also have an important function in
regulating the nAChR subunits activity.

Our study showed changes in the distribution and expression of nAChRs subunits during
heart failure. Aerobic training was beneficial and attenuated nAChRs subunits changes in the
neuromuscular junctions. This protocol could be critical to the intervention of future therapies for

life quality improvement in patients with heart failure.
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Table 1. Physical training protocol.

Weeks Duration (min)
1 5
2 10
3 12
4 14
5 16
6 18
7 20
8 20
9 22
10 22

Fonte: Adaptado de Sousa et al. (2002) e Siu et al. (2004).
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Table 2: Oligonucleotide primers used for real-time PCR amplification of reverse transcribed RNA

Gene Acession no. Seqiiéncia of primer (5° — 37) PCR lenght (pb)
F:CCACCAGAAGGTGGTGTTCT
Gamma NM_019145 91
R:TGAGGAGATGAGCACACAGG
F:TCCCTTCGATGAGCAGAACT
Alpha 1 NM_024485 56
R:AGCCGTCATAGGTCCAAGTG
F:GGCTCAACTTCAGCAAGGAC
Epsilon NM_017194 70
R:AGCCATACATGTTCGGAAGG
F:CATCGAGTCTCTCCGTGTCA
Beta 1 NM_012528. 1 88
- R:GGCAACGTCAAAGTTTCCAT
F:ACCACCAAGACGTCACCTTC
Delta NM_019298. 1 144
R:CCGAGGTCTTCTCTCCACAG
F-TTTTTCATGCGACTCACAGC
MyoD NM_176079.1 137
R:GAAGGCAGGGCTTAAGTGTG
. F:TGCCACAAGCCAGACTACCCACC
Myogenin M24393 246
R:CGGGGCACTCACTGTCTCTCAA
TBP NM 001004198.1 F:GCCACGAACAACTGCGTTGAT 132
- ' R:AGCCCAGCTTCTGCACAACTCTA
F:TCAGGTCATCACTATCGGCAATG
ACTB NM_031144 61
- R:TTTCATGGATGCCACAGGATTC
F:CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC
HPRT NM_012583 123
- R:GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC
F:CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA
GAPDH NM_017008.3 118
R:GGCATGGACTGTGGTCATGA
- F:-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG
Cyclophilin A NM_017101.1 127

R:ICTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC

Accession no. GenBank accession number, bp base pairs



Table 3. Clinical and pathological data from aortic stenosis AS (n = 9) and aortic stenosis with
physical training ASTR (n = 9) 28 weeks after surgery.

Relative

HF signs Groups Symptomintensity  frequency
(%)
AS + 33
Tachypnea AS ++ 67
ASTR + 33
. AS + 22
Ascite AS 4 78
ASTR + 55
AS + 56
Pleural Effusion AS +t 22
AS +++ 22
ASTR + 55
Left atrium thrombi AS 56
ASTR 11

Intensity: + = mild; ++ = moderate; +++ = severe.
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Table 4. Anatomical parameters cardiac of four groups (n = 11): Control (C), Control Training
(TR), Aortic Stenosis (AS) and Aortic Stenosis Training (ASTR) 28 weeks after surgery.

Parametros C TR AS ASTR

Body Weight (g) 489.4+293  4753+47.9  464.3+356 440 + 45.2

LV (9) 0.77 +0.07 0.65+0.07  115+0.15* 1.06+0.13 ¥
LV/FBW (mg/g) 1.57+0.18 1.37+0.2 2.53+0.23* 2454022 %

RV (g) 0.25 + 0.05 0.24+0.03  0.46+0.10* 0.35+0.09 T #
RV/FBW (mg/g) 0.51+0.09 051+0.04  1.00+0.26* 0.86+0.25 1 #

ATs (g) 0.11 +0.03 0.10+0.01  0.40+0.08* 0.28 +0.09 T #
ATs/FBW (mg/g) 0.23 +0.06 020+0.02  087+017* 0.64+0.22 1 #

LV: left ventricular weight; FBW: body weight; RV: right ventricular weight; ATs: atrium weight
Values are means £ SD . * p < 0.05 compared to C; 1 p < 0.05 compared to TR, # p < 0.05

compared to AS.



Table 5. Echocardiographical evaluation for control (C, n=11) and aortic stenosis groups (AS,

n=11), 18 weeks after surgery.

Parameters Groups
C AS
Heart Rate (bpm) 293 £ 34 284 + 34
LVDD (mm) 8.01+0.46 8.23+£0.75
LVSD (mm) 3.61+0.56 3.78 £ 1.04
LVWT (mm) 1.44 +0.08 206+£0.21*
LVRT (mm) 0.36 £ 0.04 0.50+0.05*
LA/ Ao 1.47 £0.16 191+£027*
LVEFS (%) 55.29 +5.89 54.48 + 9.58
LVPWSV (mm/s) 39.41 +4.47 27.34 £5.63 *
E/A 1.46 £0.28 506+261*

LV: left ventricle; LVDD: LV diastolic diameter; LVSD: LV systolic diameter;
LVWT: LV posterior wall thickness; LVRT: LV relative thickness in diastole; LA/Ao
ratio: left atrium/aorta; LVEFS: LV endocardial fractional shortening; LVPWSV:
LV posterior wall shortening velocity; E/A ratio: E wave mitral flow; A wave mitral
flow. Values are means + SD. * p < 0.05 compared to C.
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Table 6. Echocardiographical for control (C, n= 11), trained (TR, n=11), aortic stenosis (AS, n=

11) and aortic stenosis with physical training (ASTR, n=11) groups 28 weeks after surgery.

Parameters Groups
C TR AS ASTR
Heart Rate (bpm) 317 + 38 310+ 49 282 + 49 282 + 55
LVDD (mm) 8.40 £ 0.65 8.42 +0.38 9.14+0.32* 8.19+0.77#
LVSD (mm) 3.82+0.63 3.84+£0.36 5.05+0.60 * 341+ 1.11#
LVWT (mm) 1.46 £0.05 1.43£0.07 2.27+0.20 * 2.15+0257
LVRT 0.35+0.02 0.34 £ 0.02 0.51+0.05* 0.53+0.08 T
LA /Ao 1.44 £0.09 1.56 £0.18 221+0.30* 2.08+0.24 7
Vol VED (ml) 0.57+0.11 0.60 + 0.08 0.73+0.11* 056 +0.15#
LVEFS (%) 55.3+4.40 54.4 +4.02 448 +7.20* 58.8+10.72 #
LVPWSV (mm/s) 37.72+4.381 37.17 £ 351 23.39+3.72* 29.18 £ 5.17 t#
E/A 1.33+£0.31 1.36 £0.23 793+1.75* 424 +£2.70 T#
EF 0.90 £ 0.03 0.90 £ 0.03 0.82+£0.07 * 0.92£0.06 #

LV: left ventricle; LVDD: LV diastolic diameter; LVSD: LV systolic diameter; LVWT: LV
posterior wall thickness; LVRT: LV relative thickness in diastole; LA/ Ao ratio: left atrium/aorta;
Vol VED: LV volume at end diastole; LVPWSV: LV posterior wall shortening velocity E/A
ratio: E wave mitral flow; A wave mitral flow; EF: ejection fraction. Values are means = SD.* p
< 0.05 compared to C; 1 p < 0.05 compared to TR; #p < 0.05 compared to EAo.



Figure 1. (A) General view of diaphragm muscle nAChRs and terminal axon.
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The acetylcholine receptor was labeled by a-bungarotoxin

associated with rhodamine (red) terminal axon was labeled by anti-neurofilament (green). Scale bar: A =10 um; B = 40 um e C =40 pm. (D)

Frequency distribution (%) of NAChRs area in rat diaphragm muscle.
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Figure 2. mRNA expression of nAChRs subunits in the diaphragm muscle of C, TR, AS and ASTR groups. Values are means + SD. n=7 rats
per group. * Significant difference compared to their respective C , ** Significant difference AS compared to their respective TR, * Significant

difference AS compared to their respective ASTR (p< 0.05) (ANOVA + Tukey test).
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Figure 3. Myogenin and MyoD mRNA expression in the diaphragm muscle of C, TR, AS, ASTR groups. Values are means = SD. n= 7 rats per
group. No significant difference (p < 0.05) (ANOVA + Tukey test).
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[Intensity o - nAChR] | [Intensity b - actin]
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Figure 4. a-nAChRs and &-nAChRs protein expression in the diaphragm muscle of C, TR, AS, and ASTR groups. Values are means £ SD. n=8

rats per group. * Significant difference compared to their respective control at (p < 0.05) (ANOVA + Tukey test). * Significant difference
compared to AS groups at (p < 0.05) (ANOVA + Tukey test).
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Figure 5. Miogenin and MyoD protein expression in the diaphragm muscle of of C, TR, AS, and ASTR groups. Values are means = SD. n=8

rats per group. No significant difference (p < 0.05) (ANOVA + Tukey test).
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6 CONCLUSOES

'
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Os resultados obtidos em nosso trabalho permitiram concluir que:

A Insuficiéncia Cardiaca

- Né&o altera a morfologia dos nAChRs e apresentam a forma pretzel ou bragos continuos.

- Modula a distribuicdo dos NAChRs, formando uma area maior no grupo AS(31a40 pm?).

- Aumenta a expressdo génica das subunidades v, a, €, Bl ¢ 6 dos nAChRs.

- Aumenta a expressao protéica das subunidades a, € dos NAChRs.

- Aumenta a expressdo génica e protéica dos MRFs (Miogenina e MyoD) (dados néo significativos

estatisticamente).

A Insuficiéncia Cardiaca com Treinamento Aerdbico

- Néo altera a morfologia dos nAChRs e apresentam a forma pretzel ou bragos continuos.

- Modula a distribuicdo dos nAChRs, formando uma area maior no grupo ASTR(31 a40 um?)

- Diminui (Atenua) a expressao génica das subunidades vy, a, Bl e 8 dos nAChRs.

- Aumenta a expressdo génica da subunidade & dos nAChRs.

- Diminui (Atenua) a expressdo génica da Miogenina (dados ndo significativos estatisticamente).

- Aumenta a expressdo génica da MyoD (dados ndo significativos estatisticamente).

- Diminui (Atenua) a expressdo protéica da subunidade o dos nAChRs.

- Aumenta a expressao protéica da subunidade € dos nAChRs.



- Diminui (Atenua) a expressao protéica da Miogenina comparado ao grupo EAo (dados ndo
significativos estatisticamente).

- Aumenta a expressdo protéica a MyoD comparado ao grupo EAo (dados néo significativos

estatisticamente).
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