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RESUMO

A insuficiéncia cardiaca (IC) esta associada a miopatia dos musculos esqueléticos com
aumento da expressdao das isoformas rapidas da cadeia pesada de miosina e alteragdes na
matriz extracelular. Os fatores de regulacdo miogéncia(MRF),como a MyoD e MRF4,
pertecem a uma familia de fatores transcricionais que controlam varios genes musculo-
especificos.Esses fatores forma heterodimeros com proteinas HLH e ligam-se a seqiiéncias de DNA
conhecidas como Ebox, presentes na regido promotora de varios genes musculo—especificos, incluindo
todos aqueles que codificam as subunidades dos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) da
juncdo neuromuscular (JNM). Baseado no fato de que na IC ha uma diminui¢do na expressdo da
MyoD e MRF4 no musculo séleo de ratos com IC induzida por monocrotalina, o objetivo do presente
trabalho ¢ verificar possiveis alteracdes na expressdo dos receptores de acetilcolina, bem como
realizar uma analise morfoldgica e morfométrica das JNMs. Neste estudo foram utilizados ratos
Wistar, machos, divididos em grupos controle e experimental e a Insuficiéncia cardiaca (IC) foi
induzida pela injecdo de monocrotalina intra-peritoneal.Quando os sintomas de IC foram visualizados
(apo6s 22 dias) os animais foram sacrificados pentobarbital sodico i.p. (50 mg/Kg). A seguir foram
mensurados o peso corporal (PC) dos ratos, bem como outros parametros. O musculo séleo de ambos
os antimeros foram dissecados e preparados para: avaliacao da expressao génica das subunidades
g, ¥ € a dos receptores de acetilcolina por PCR em Tempo Real; para analise morfologica e
morfométrica da Jungdo Neuromuscular através da técnica de Esterase inespecifica; para
analise ultra-estrutural da JN. Os resultados indicam que ndo houveram alteragdes
morfologicas e morfométricas na JN, mas houve um aumento da expressdao da subunidade
alpha dos receptores de acetilcolina nos animais com IC. Desse modo podemos inferir que o
aumento da expressdao da subunidade alpha pode estar relacionado a uma tentativa da fibra
muscular em manter sua atividade normal, tendo em vista que a subunidade alpha possui o
sitio de ligacdo com o neurotransmissor, promovendo abertura do canal i6nico, que
desencadeia a contracao muscular.

Palavras-chave: jung¢do neuromuscular, insuficiéncia cardiaca, expressdo génica, musculo

sbleo
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1. INTRODUCAO

Juncdo Neuromuscular

A Juncdo Neuromuscular (JNM) ¢ wuma sinapse quimica
anatomicamente ¢ funcionalmente diferenciada para a transmissdo de um
sinal do terminal nervoso para a fibra muscular (ENGEL, 1994). Na regidao de
contato, o potencial de acdo do nervo ocasiona a liberacdo de um transmissor
quimico, a acetilcolina, que atua na membrana da fibra muscular para iniciar
um potencial de agdo (WALTON, 1988).

O numero e posicdo da JNM na fibra muscular, a configuragao da
terminagdo nervosa na JNM e a complexidade da regido pos-sinaptica podem
variar de acordo com o filo e a espécie animal, entre diferentes musculos em
uma mesma espécie e, entre diferentes fibras de um determinado musculo
segundo ENGEL (1994).

Apesar de algumas variagdes que possam existir na morfologia das

JNMs elas possuem trés compartimentos: o compartimento pré-sinatico, onde

estdo presentes a terminacdo nervosa € a c€lula de Schwann terminal; o

compartimento extracelular, preenchido pela lamina basal juncional; e o

compartimento pds-sindptico, que compreende o sinuoso sarcolema juncional

que apresenta as dobras juncionais € o sarcoplasma juncional que proporciona
suporte estrutural e metabdlico para a regido pos-sinaptica (ENGEL, 1994).

Profundamente a membrana poés-sindptica hd um aglomerado de
nucleos sindpticos que sdo morfologicamente diferentes dos ndo sinapticos,
pois sdo maiores € seus genes transcrevem proteinas encontradas apenas na
membrana sarcoplasmatica sinaptica (transcricdo do RNAm das subunidades
de AChR, mitocondrias, REL, RER, Complexo de Golgi) (RUFF,2003,
HALL; SANES, 1993).



Nas dobras juncionais estdo presentes duas regides distintas: o apice, onde
os receptores de acetilcolina (AChRs) estdo agrupados em uma densidade de
aproximadamente 10*/um’ ¢ o fundo das dobras, onde estio os canais de sodio
responsaveis pela geracdo do potencial de acao (RUFF, 2003). Os AChRs
possuem forma de rosicea (CHANGEUX; EDELSTEIN,1998) e sdo
pentameros dispostos em torno de canais i0nicos, que se abrem quando a
acetilcolina liga-se a eles, sendo responsaveis pela recepcdo e transducao de
sinais quimicos (HALL; SANES, 1993). Existem duas formas de receptores:
uma forma extrajuncional imatura, presente na fibra embrionaria ou na fibra
desnervada, composta pelas subunidades a, B ,0 € y (y AchR); e a forma
juncional madura, presente na JNM da fibra inervada, consistindo das
subunidades a,, B ,0 ¢ € (¢ AChR) (figura 1) (SHUETZE; ROLE , 1987,
SHAKMAN; BRENNER, 1978, MISHINA et al., 1986).
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Figu ra 2. Modelo tridimensional das subunidades 02,p ,3 e y de receptores fetais de ACh. Na
NMJ adulta a subunidade vy, € substituida pela subunidade &

(http://www.coloradocollege.edu/idprog/Neuroscience/Cellular%20slides/nACh%?20receptor.GIF).

Durante a embriogénese, antes que o processo de inervacao tenha ocorrido, a

subunidade y AChR esta distribuida difusamente sobre a superficie das fibras



musculares, durante a formacdo inicial da sinapse, essa subunidade estd
concentrada na NMJ e desaparece dos sitios extra-juncionais (ENGEL,1994).
Em ratos, nos primeiros 14 dias de vida, a subunidade yAChR ¢ substituida
pelo eAChR na NMJ (SHAKMAN; BRENNER,1978, MISHINA et al, 1986,
SCHUETZE; ROLE, 1987). Em camundongos que geneticamente nao
expressam MyoD, a transi¢cdo dos tipos fetais de AchRs para os tipos adultos
¢ diminuida (WANG et al., 2003). Essa modula¢do das subunidades ocorre
sob a influéncia neural e a regulacdo da expressao diferencial dos genes das
subunidades de AChR ¢ mediada pelos MRFs (WANG et al., 2003). Segundo
Charbonnier et al. (2003), durante o desenvolvimento de Xenopus,0 Myf-5
induz especificamente a produ¢do de AchRd, enquanto que MyoD e MRF4
induzem a expressdo génica da subunidade YyAChR mas ndo da subunidade
O0AchR.

As JNMs sdo passiveis de remodelacoes devido a diversos fatores: idade
(ANDONIAN; FAHIM, 1987; BARKER; I.P, 1965; FAHIM, 1997,
PRZYBYLA, 2005), compressdes, esmagamentos € seccOes traumaticas de
nervos periféricos (GATTUSO et al., 1988), grau de atividade (DESCHENES,
1993; FAHIM, 1997; FAHIM; ROBBINS, 1986) e algumas patologias
(KALAMIDA et al., 2007, MAHADEVA et al., 2008).

Alteragdes na estrutura da juncdo neuromuscular podem estar
relacionadas com alteragdes no seu tamanho (ANDONIAN, 1988;
WAERHAUG, 1992; DESCHENES, 1993), comprimento (WAERHAUG,
1992; FAHIN, 1997), e dispersdao das vesiculas sinapticas e receptores
(DESAULNIERS, 1998; DESCHENES, 2000).

Insuficiéncia Cardiaca




A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ uma dessas condi¢des patoldgicas que
induz adaptagdes qualitativas e quantitativas nas propriedades do musculo
esquelético. Essa patologia constitui um importante problema clinico devido a
gravidade de suas manifestacdes e a sua prevaléncia. Estima-se que existe por
volta de 23 milhdes de portadores em todo o mundo, com dois milhdes de novos
casos surgindo a cada ano (MADY, 2007). Dados obtidos nos Estados Unidos ¢
na Europa mostram que a incidéncia média de IC ¢ de 1 a 5 casos por 1000
habitantes/ano e sua prevaléncia ¢ de aproximadamente 1% a 2% da populagdo
(COWIE et al., 1997). No Brasil, conforme dados publicados pelo Ministério da
Saude, a IC encontra-se entre as principais causas de internagdo do Sistema
Unico de Satde (ALBANESI FILHO, 2005). De acordo com o IBGE, a
populagao em 2007 sera de quase 190 milhdes de habitantes, sete milhdes dos
quais portadores dessa sindrome. O nimero de novos pacientes vem crescendo,
apesar dos avangos cada vez maiores adquiridos no tratamento (MADY, 2007).

Entre os principais sintomas dos pacientes com IC encontram-se a fadiga
e a fraqueza muscular (POOLE-WILSON; FERRARI, 1996; WILSON, 1996;
BIGARD et al., 1998). Esse fenomeno ¢ decorrente, em parte, da presenca de
alteragdes nos tipos de fibras musculares (LIPKIN et al., 1988; SULLIVAN et
al., 1990; MANCINI et al., 1992; DE SOUSA et al., 2000; CARVALHO et al.,
2003) e da mudanga no metabolismo de oxidativo para glicolitico (VESCOVO
et al., 1998). Outro fator responsabilizado pelo desenvolvimento de fadiga e
fraqueza muscular na IC ¢ a presenca de atrofia da musculatura esquelética,
observada em diferentes modelos animais (SIMONINI et al., 1996; DE SOUZA
et al., 2000; VESCOVO et al., 1998; DALLA LIBERA et al.,, 1999;
CARVALHO et al., 2003; CARVALHO et al., 2005) e em pacientes com essa
sindrome (MANCINI et al., 1992; HARRINGTON et al., 1997; TOTH et al.,
1997; POEHLMAN, 1999; ANKER et al., 2003). Os mecanismos responsaveis
por essas alteracoes do musculo esquelético na IC ndo estdo completamente

definidos. E provavel que os fatores de transcrigdo pertencentes a familia “basic
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helix-loop-helix” (bHLH), da qual fazem parte a MyoD, Miogenina, Myf-5 e o
MRF4, conhecidos como fatores de regulagdo miogénica (MRFs), sejam
responsaveis. Na miogénese, esses fatores transcricionais musculo-especificos
regulam a ativacao, proliferacdo e diferenciacdo de células miogénicas. A MyoD
e a Myf-5 sdo expressos em mioblastos na fase de proliferacdo, que antecede a
de diferenciacao, enquanto que a Miogenina e 0 MRF4 sdo expressos em células
no final da fase de diferenciacio (MEGENEY; RUDNICKI, 1995). Esses
fatores formam heterodimeros com proteinas HLH e ligam-se a seqiiéncias de
DNA (5'-CANNTG-3"), conhecidas como E-box, presentes na regido promotora
de véarios genes musculo-especificos, incluindo todos aqueles que codificam as
subunidades dos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) da juncao
neuromuscular (JNM) (PIETTE et al., 1990; GILMOUR et al, 1991;
NUMBERGER et al., 1991; PRODY; MERLIE, 1991; SIMON; BURDEN,
1993, LIU et al., 2000).
A manutencdo, funcionamento e regeneragdo dos musculos
esqueléticos dependem da integridade da jung¢do neuromuscular, aumentando
a importancia do conhecimento da sua organizacdo estrutural, arquitetura
molecular e fungdes (SANES; LICHTMAN, 1999; KOIRALA et al., 2003)
Levando-se em conta que o musculo esquelético possui uma alta
plasticidade, podendo alterar sua matriz extracelular e suas caracteristicas
morfoldgicas, metabdlicas, contrateis e funcionais de suas fibras musculares em
diversas patologias (DAL PAI SILVA et al., 2005), alteracdes que acometem a

juncdo neuromuscular acabam interferindo na agao muscular.

2. OBJETIVO:
Verificar se a Insuficiéncia Cardiaca promove alteracoes:
- na morfologia da juncdo neuromuscular (microscopia Optica,

morfometria e ultraestrutura).
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- na expressao génica das subunidades AChRy , AchRa, e AchRe dos

receptores nicotinicos de acetilcolina

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais e Protocolo Experimental

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso corporal
de 70 a 100 g, provenientes do Biotério Central - UNESP - Campus de
Botucatu - SP. A Hipertrofia Ventricular Direita (HVD) e a Insuficiéncia
Cardiaca (IC) foram induzidas pela injecdo de monocrotalina (C 2401 -
Sigma), que induz severa hipertensdo arterial pulmonar, seguida de HVD e
IC, sem acarretar, per si, alteracdes na musculatura esquelética (REINDEL et

al., 1990; VESCOVO et al., 1998).
3.2. Coleta das Amostras Musculares

Foram utilizados dois grupos experimentais.

Grupo | para expressao génica
Grupo IC — animais com insuficiéncia cardiaca (n=10);

Grupo CT — animais controles da insuficiéncia cardiaca (n=8).

Grupo Il para Morfologia e Ultraestrutura.
Grupo IC — animais com insuficiéncia cardiaca (n=10);

Grupo CT — animais controles da insuficiéncia cardiaca (n=10).

A monocrotalina foi injetada intraperitonealmente numa unica dose (30

mg/kg i.p.) dentro dos dois grupos. Esses animais receberam ragao e agua ad
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libitum. No grupo CT, foi injetada solugao salina e esses receberam a mesma

quantidade de racao consumida, no dia anterior, pelo grupo IC.

Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais, a temperatura
de 23°C e com ciclos de luminosidade de 12 horas, no Biotério do
Laboratério Experimental do Departamento de Clinica Médica — FMB —
UNESP — Botucatu.

Os animais foram observados diariamente para a detec¢do dos sinais
compativeis com o diagnoéstico clinico de IC, como taquipnéia. A presenca de
IC foi confirmada, no sacrificio dos ratos, pelo encontro de derrame pleural,
ascite, trombo em atrio direito e hipertrofia do ventriculo direito (DALLA
LIBERA et al., 1999). Quando os sintomas de IC foram visualizados, o que
ocorre neste modelo aproximadamente apds 22 dias da injecdo de
monocrotalina, todos os animais foram sacrificados mediante anestesia com
injecdo intraperitoneal de pentobarbital sodico (50 mg/Kg). Em seguida, foi

mensurado o peso corporal (PC) dos ratos.

Os ventriculos esquerdos e direito foram dissecados e pesados
separadamente. As relagdes entre os pesos do ventriculo esquerdo (VE) e direito
(VD) sobre o peso corporal (PC) dos ratos (VE/PC e VD/PC) foram utilizadas
como indices de hipertrofia dos ventriculos (VESCOVO et al., 1998), a relagao
entre o peso do Soleo (Sol) sobre o peso corporal (PC) dos ratos (Sol/PC) foi
utilizada como indice de atrofia da musculatura esquelética. No grupo I — o
antimero direito foi utilizado para mensuragao do peso corporal € o antimero
esquerdo foi utilizado para expressao génica.No grupo II, o antimero direito foi
utilizado para mensuragdo do peso e a seguir foi fixado em glutaraldeido para
posterior marcagao das JNM com reagdo de esterase inespecifica e morfometria,
os musculos do antimero esquerdo foram processados para analise

ultraestrutural.
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3.3. Metodologia para Grupo |

A. Extracao do RNA

Extragao do RNA com TRIzol (Invitrogen)
a) Homogeneizacao

Os musculos soleos esquerdos apods retirada foram congelados em nitrogénio
liquido do grupo IC (n=10) e do grupo CT (n=8) foram homogeneizados com
homogeneizador de tecidos (IKA UltraTurrax/T-25) em 1 mL de TRIzol/50-
100 mg de tecido. O material insoluvel resultante da homogeneizacdo foi
retirado por centrifuga¢do a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. Essa solucao foi
coletada e transferida para um tubo de 1,5 mL e incubada durante 5 minutos, a
temperatura ambiente, para permitir a completa dissociacdo dos complexos

nucleo-protéicos.
b) Fase de separacédo

Foram acrescentados 200 pl de cloroférmio em cada amostra, por mL de
TRIzol utilizado, homogeneizando vigorosamente e incubando por trés minutos
a temperatura ambiente. Apds essa segunda incubacdo, o material foi
centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O RNA permaneceu na fase

aquosa.
¢) Precipitacdo do RNA

A fase aquosa formada apos a centrifugagdo do material, foi transferida
para um segundo tubo autoclavado. O RNA foi precipitado por intermédio da
incubacdo com 500 ul de alcool isopropilico, por mL de TRIzol utilizado
inicialmente, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo, o
material foi novamente centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O
precipitado de RNA, invisivel antes dessa centrifuga¢do, formou um pellet no

fundo de tubo.
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d) Lavagem do RNA

O sobrenadante foi removido cuidadosamente e, apds a retirada do
excesso de liquido do fundo do tubo, o pellet formado foi seco a temperatura
ambiente durante cerca de 5 minutos. Em seguida, esse sedimento de RNA
formado foi lavado com ImL de etanol 75% (por mL de TRIzol utilizado

inicialmente) a 4°C e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4 °C.
e) Redissolvendo 0 RNA

O RNA total foi dissolvido em agua destilada e autoclavada (tratada com
Dietilpirocarbonato-Sigma® - DEPC, a 0,01%), incubado por 10 minutos a
temperatura de 60°C para a inativagao de qualquer possivel residuo de RNase e,

finalmente, armazenado em freezer a - 80°C.

O RNA total, extraido dos grupos IC e CT, foi quantificado por
espectrofotometria a 260 nm, usando-se o fator de corregao proprio para o RNA
(40). Foi também determinada a razdo entre 260 e 280 nm, o que nos forneceu

uma estimativa da qualidade da extracao (razao > 1.4).

B. Gel Analitico de Agarose para RNA

A qualidade (integridade) do RNA extraido dos grupos IC e CT foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose (1%) em tampao TAE 1X (40 mM
de Tris-acetato e ImM de EDTA 0,5M a pH=8,0).

Em seguida, foi aplicado no gel 1 ul da solu¢do contendo o RNA total
(20 pl) diluido em 4ul de corante Orange. A eletroforese foi realizada a uma
voltagem de 70 mV durante 60 minutos, sob agitacdo do tampao TAE 1X, pH
8.0, para manutengdo do pH. Terminada a eletroforese, o gel foi corado com

SYBR Safe (Invitrogen) durante 40 minutos.

C. Desenho e Diluicdo de Primers
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Os primers, utilizados para a amplificacdo do cDNA, foram construidos
a partir da seqiiéncia codificante do RNAm das subunidades descrita em
espécies de rattus norvergicus Utilizando-se o banco de dados GenBank, foram
obtidas seqiiéncias dos RNAm das seguintes subunidades: sub gamma, alpha e

epsilon.

Para cada uma dessas subunidades foram desenhados um primer senso e
um antisenso, utilizando-se o programa computacional Primer3 (ROZEN;
SKALETSKY, 2000). Os primers foram sintetizados comercialmente
(Invitrogen) e diluidos em agua livre de DNase e RNase (Gibco) para uma

concentracao final de 100 pM.

Os primers senso e antisenso utilizados para a amplificacdo do cDNA do

gene estudado, pode ser observado, conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados na padronizacdo da RT-PCR para os genes das

subunidades dos nAchR estudados.

N° de Acesso no n . s, Tamanho do
Gene GenBank Seqiiéncia do primer (5° — 3°) produto (pb)

F: CCACCAGAAGGTGGTGTTCT

Gamma 1 NM 019145 91
- R: TGAGGAGATGAGCACACAGG

F: AACGCAAGCCCCTCTTCTAT
Gamma 2 X06364 91
R: GAGGATCGCAACTGAGGAGA

F: TCCCTTCGATGAGCAGAACT
Alpha 1 NM_024485 56
R: AGCCGTCATAGGTCCAAGTG

F: GGCTCAACTTCAGCAAGGAC

Epsilon 1 NM 017194 70
R: AGCCATACATGTTCGGAAGG

F: GACTACTGCCCAGGCATGAT
Epsilon 2 X06365 60
R: TTCTCCAGGGTCTTCTGTGG

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

D. Tratamento do RNA com DNase
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Conforme as instru¢des do protocolo DNase I - Amplification Grade
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), o RNA total destinado a
reacdo de transcricdo reversa foi transferido para microtubo estéril, onde foi
acrescentado 2 ulL. de tampao DNase, 2 uL de DNase I (lunidade/mL) e agua
destilada tratada com DEPC e autoclavada na quantidade suficiente para
completar 20 uL. de solugdo. Essa solu¢cdo permaneceu a temperatura ambiente
durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida de 2 uLL de EDTA (25 mM) e
incubada a 65°C por 10 minutos.

No projeto inicial, foi proposta a andlise da expressao génica dos nAchr
por Reagdo em Cadeia da Polimerase apos Transcricdo Reversa (RT-PCR). No
entanto, o Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Morfologia -
Instituto de Biociéncias, UNESP-Botucatu, adquiriu o equipamento para a
realizagdo do RT-PCR em Tempo Real (QRT-PCR) (FAPESP, Proc. 06/54419-
9). Desta forma, foi realizada a andlise da expressdo quantitativa das

subunidades dos nAChR no musculo soéleo.

E. Reacado de Transcricdo Reversa (RT) do RNA

A transcrigao reversa (RT) do RNA total, extraido do musculo séleo, foi
realizada utilizando-se o High Capacity cDNA archive kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) com de 2 pg de RNA total obtido do musculo
esquelético, ao qual foi adicionado 10 pl de tampao de transcriptase reversa (10
x RT buffer), 4 uL de ANTP (25 x), 10 uL. de Randon Primers (10 x), 2,5 uL de
enzima de transcriptase reversa (50 unidades/pl), 2,5 pL de inibidor de
ribonuclease recombinante RNaseOUT (40 unidades/ulL) (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e o volume final da reacdo ajustado para 100
puL H,O livre de RNases. Cada amostra foi incubada a 25 °C por 10 minutos e
em seguida, por 42 °C por duas horas e, em seguida, o volume final do produto

da RT ajustado para 200 pL.
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F. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em Tempo Real

A PCR em Tempo Real foi realizada com o Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando-se 3 pL do
produto da RT (equivalente a 40 ng de RNA total), 12,5 uL de Power SYBR®
Green Mix (2,5 x) e 400 nM de cada primer, em um volume final de 25 uL Os
primers para os genes analisados (Tabela 1) foram obtidos através do software
Primer Express® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), a partir de
seqliéncias publicadas no GenBank (www.pubmed.com) e, sintetizados pela
Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA). Posteriormente foram
diluidos em agua livre de DNase ¢ RNase (Gibco) para uma concentragdo final
de 5 uM.

A reagdo para cada gene foi realizada em duplicatas, no Sistema Real Time
PCR 7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), utilizando-se os
seguintes parametros: 95 °C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95 °C por
15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Ao término de cada PCR, foi realizada a
analise da curva de dissociagdo dos fragmentos amplificados.

Para cada amostra, foi plotado um grafico de amplificacdo mostrando o
aumento da fluorescéncia do SYBR® Green (ARn) em cada ciclo da PCR. A
partir desse grafico, foi determinado o ciclo onde a reacdo cruza o limiar de
deteccdo (cycle threshold - Cy), utilizando-se o software 7300 System SDS
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) pelo método da segunda derivada
maxima. Curvas padrdes relativas para cada gene foram plotadas tendo o Ct
(eixo y) versus o log de uma série de sete diluigdes (2x) de uma mistura inicial
contendo quantidades iguais de cDNA de todas as amostras (eixo x). A
inclinagdo de uma curva-padrao (a) descreve a eficiéncia da PCR e, ¢ definida
pela equacdo: Cr =a (log Q) + b, onde Cr ¢ o ciclo onde a reagdo cruza o limiar

de detecgao (cycle threshold - Cr), Q ¢é a quantidade inicial e b ¢ a intersecdo do
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eixo y. Quando a amplificacdo da PCR possui 100 % de eficiéncia, resultando
no dobro do produto a cada ciclo, a inclinacao serd -3,32 (MEDHURST et al.,
2000). Para garantir a qualidade das medidas, cada placa de PCR incluia duas
curvas-padrdo, uma para o gene alvo e outra para a referéncia endéogena (TBP),
um controle negativo da PCR (amostra substituida por agua livre de RNase) e
um controle negativo para a reacdo de transcricdo reversa (amostra substituida
por mistura inicial contendo quantidades iguais de RNA de todas as amostras).
O TBP foi utilizado como controle interno, para verificar a integridade das

amostras que foram amplificadas.

3.4. Metodologia para Grupo Il

Os musculos do antimero direito foram utilizados para mensuragdo do
peso e posteriormente foram fixados em glutaraldeido para posterior reacao de
Esterase Inespecifica, onde as JNMs foram marcadas e a seguir submetidas a
analise morfométrica. Os musculos do antimero esquerdo foram imediatamente

fixados em glutaraldeido e processados para andlise ultraestrutural.

A. Microscopia de luz e morfometria das JINM

ApoOs retirada dos musculos soOleos estes  foram cortados
longitudinalmente em 3 ou 4 fatias. A seguir o material foi submetido a reagao
de Esterase Inespecifica, para caracterizacio das JNM, preconizada por
LEHRER; ORNSTEIN (1959).

Técnica de Esterase Inespecifica (LEHRER;ORNSTEIN, 1959)

= Lavar as pecas durante 1 minuto em tampao fosfato 0,1M pH 7,4
= Incubar as por¢des musculares a 37 C durante 5-10 minutos, no seguinte
meio:
Solucdo Tris HCI — 20ml (Tris aminometano 6,05g + acido cloridrico
concentrado 3,34ml + 4gua destilada 100ml)
Alfa naftil acetato a 1% - 0,5 ml (alfa naftil 1,0g + acetona 100ml)
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Pararosanilina Azotizada — 1,6ml (pararosanilina® 0,8ml + nitrito de sédio a 4%
0,8ml)

*Solugdo estoque de Pararosanilina:

pararosanilina..............ccccceeveenee. 1,0ml
agua destilada...........ccceeeeeneennnnne 20,0ml
acido cloridrico concentrado........ 5,0ml

Aquecer, resfriar e filtrar
= Ajustar pH entre 6,8-7,2
= Lavar em dgua corrente durante 5 minutos

= Desidratar, diafanizar ¢ montar

B. Analise Morfométrica

Para a anélise morfométrica foram utilizadas as laminas preparadas
para o estudo da morfologia das jungdes neuromusculares. Para cada animal
estudado foram tomadas medidas do diametro méaximo de 50 jun¢des. Essa
analise foi realizada através de Sistema de Andlise de Imagens
Computadorizado (KS300 Zeiss) utilizando-se um programa do analisador de
imagens (Axionvision 4.0). Os dados obtidos serdo submetidos a analise

estatistica (5% de significancia).

C. Microscopia Eletrdnica de Transmissdao (MET)

Para este estudo os musculos do antimero esquerdo depois de
dissecados ¢ removidos, foram cortados transversalmente eliminando-se as
extremidades: origem e inser¢do. A seguir, a por¢ao muscular contendo o ponto
motor foi novamente seccionada no sentido longitudinal. Esses fragmentos
foram entdo imersos na solugdo fixadora e submetidos a técnica de rotina para
MET. Os tecidos foram incluidos de modo que se obtenham cortes transversais

dos musculos com a finalidade de se identificarem as jungdes neuromusculares.
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ApoOs inclusdo em araldite, cortes ultrafinos foram obtidos,
examinados ¢ documentados em microscopio eletronico de transmissao Philips

(modelo CM100 FEI).

3.5. Analise Estatistica dos Dados

Todos os dados referentes aos parametros anatdmicos € morfometria
estdo apresentados como média + erro padrao (EP). Para a comparagdao dos
resultados entre grupos experimentais foi utilizado o teste t de Student
(ZAR,1999). Uma diferenca de 5% foi considerada estatisticamente
significativa.

Os dados referentes ao PCR em tempo Real estdo apresentados como
mediana e valores minimo ¢ maximo das expressoes. Para a comparagdo dos
resultados segundo grupo e método entre os grupos experimentais foram
utilizados o teste da andlise de varidncia ndo paramétrica para o modelo de

medidas repetidas em grupos independentes (ZAR, 1999).

3.6. Resultados para grupo |

A. Dados Anatomicos
» Presenca de insuficiéncia cardiaca nos ratos tratados com
monocrotalina referentes a Tabela 2.

Apos 22 dias, todos os ratos tratados com monocrotalina (MCT)
apresentaram sinais de insuficiéncia cardiaca (IC) apds serem sacrificados,
confirmados pela hipertrofia dos atrios e do ventriculo direito, efusdo pleural e
pericardica, taquipnéia e figado congesto. Nenhuma alteragao foi encontrada nos
animais controle (CT).

Nao houve diferenga significativa no peso corporeo (PC) entre os grupos

controle (CT) e tratado (IC). O peso do coracdo aumentou no grupo IC,
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comparado com o grupo CT, como demonstrado pelo peso do ventriculo
esquerdo (VE), ventriculo direito (VD) e atrio (AT). Os indices de hipertrofia do
coracao observados pela relacio VE/PC, VD/PC, AT/PC apresentaram diferenca

estatisticamente significativa entre os animais estudados.

Tabela 2: Dados anatdmicos dos grupos CT ¢ IC.

Grupos Experimentais

CT IC

(n=8) (n=10)
PC (g) 151,91 + 8,89 157,79 + 16,88 +++
VE (g) 0,39+ 0,036 0,48 + 0,084 *
VD (g) 0,13+ 0,013 0,36 + 0,050 ++
AT (g) 0,06 = 0,0051 0,14 + 0,0291 ++
VE/PC (mg/g) 2,6 40,0001 3,1 40,0004 +
VD/PC (mg/g) 0,9 +0,0001 2,3 +0,0004 ++
AT/PC (mg/g) 0,4 + 0,0001 0,9 + 0,0003 ++
Soleo Direito (g) 0,08+ 0,014 0,09+ 0,016 +++
Sol/PC (g) 0,00053 + 0,00008 0,00058 + 0,00009+++

Valores estdo expressos como média = EP; n, nimero de animais; CT: grupo controle; IC: grupo
insuficiéncia cardiaca; PC: peso corporeo; VE: peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do
ventriculo direito; AT: peso dos atrios e, Soleo Direito: peso do musculo Séleo Direito.

* p<0.01, + p<0.005, ++ p<0.001,: estatisticamente significativo versus grupo controle. +++ p

>(),05: estatisticamente nao significativo versus grupo controle.

» Peso e indice de atrofia do musculo Séleo referentes a Tabela 2.
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O musculo Soleo direito, bem como a relacio Soéleo/PC quando

comparado entre os grupos CT e IC ndo apresentaram diferenca.

B. Analise da expressdo génica das subunidades dos nAchR

Analise da extracao do RNA total com Trizol

Os dados referentes a quantificagio do RNA por espectrofotometria, a
260 nm, que nos mostrou a quantidade de RNA e a razdo entre 260/280 nm, que
nos forneceu uma estimativa da qualidade da extracdo (razao > 1,4), estdo
expostos na Tabela 3. A pureza do RNA foi garantida pela obtencdo de razao

260/280 >1.4.

A concentracdo de RNA (ug/ul) em cada amostra foi calculada pela
seguinte expressao matematica: 40 x 70 x Absorbancia a 260 nm. O valor 40
indica que para cada unidade de absorbancia ha 40 ng de RNA; o valor 70 indica

o volume de solucao de RNA quantificado.
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Tabela 3. Resultado da espectrofotometria para estimativa da qualidade e¢ da

quantidade do RNA total isolado do musculo Soéleo de ratos Wistar

Grupo Amostra 260 nm 280 nm 260 r?ﬁ?fggo am [/ L]
01 0,384 0,261 1,471 1,7520
02 0,434 0,278 1,573 1,2152
03 0,355 0,214 1,659 0,9940
04 0,332 0,185 1,795 0,9296
Controle
05 0,129 0,072 1,792 0,3612
06 0,45 0,218 2,064 1,2600
07 0,337 0,134 2,515 0,9436
08 0,309 0,123 2,512 0,8652
04 0,305 0,160 1,906 0,8540
06 0,380 0,125 1,504 2,4640
07 0,511 0,277 1,845 1,4308
11 0,397 0,255 1,557 1,1116
Insuficiéncia 13 0,238 0,134 1,776 0,6664
Cardiaca 17 0,678 0,416 1,630 1,8984
18 0,247 0,104 2,375 0,6916
20 0,416 0,292 1,425 1,1648
21 0,323 0,139 2,324 0,9044
22 0,193 0,085 2,271 0,5404

Apos a eletroforese em gel de agarose (1%) da solu¢dao contendo o RNA
total de cada amostra dos animais dos grupos estudados, a integridade do RNA
extraido foi constatada pela presenca das bandas dos RNAs ribossomais 28S e
18S. A eletroforese do Grupo CT esta apresentada na figura 3. A eletroforese do

grupo IC esta apresentada na figura 4.
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Figura 3. Gel ilustrativo de agarose a 1 %, demonstrando a qualidade da
extragdo do grupo CT, constatada pela integridade das bandas referentes aos

RNAs ribossomais 28S e 18S. L: Padrao de peso molecular conhecido (Ladder).

- PN o s ithy b B By 28S

Figura 4. Gel de agarose a 1 %, demonstrando a qualidade da extragao do grupo
IC, constatada pela integridade das bandas referentes aos RNAs ribossomais 28S

e 18S. L: Padrdo de peso molecular conhecido (Ladder).

Especificidade dos primers

As seqiliéncias dos primers estdo representadas na Tabela 1. Todos os

primers foram testados. Os produtos da PCR dos genes gamma I, gamma II,
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alpha, epsilon I e epsilon II foram observados através do pico presente na curva
de dissociacgao.

A analise da curva de dissociacdo permite ndo apenas a identificagdao do
produto esperado, como também a distingdo entre 0 DNA alvo e a formacgado de

dimeros de primers.

Quantificacdo e normalizacao

A exatidao da quantificacdo do RNA mensageiro depende da linearidade
¢ eficiéncia da amplificacdo da PCR, a qual pode ser determinada por dois
métodos: a analise da curva padrdo e o Ct comparativo (WONG; MEDRANO,
2005).

Analise da curva padrao

Nos constituimos uma série de 5 diluigdes (1:10) a partir de uma mistura
inicial contendo quantidades iguais de cDNA de todas as amostras, gerando
assim 5 pontos de uma curva padrdo, para cada um dos conjuntos de primers
escolhidos inicialmente para a RT-PCR em tempo real. A linearidade e a
eficiéncia da PCR em tempo real foram deduzidas a partir da inclinagdo da
curva-padrao gerada pelo software 7300 System SDS (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) para cada um dos genes analisados. A andlise de todas as
curvas-padrdo demonstrou uma alta linearidade (r*= 0,99). A eficiéncia da PCR

-1/inclinagdo

(Ey) foi calculada a partir da equagao E,= 10 -1 -1. Uma inclinagao de -
3,32 implicardo numa eficiéncia de reacdo de 100%. Todos os genes
apresentaram uma eficiéncia entre 99,8% e 100,8%. Os valores de inclinacao
foram: Gamma 1 (-3,97), Gamma II (-3,80), Alpha (-3,63), Epsilon I (-3,37),
Epsilon II (-3,78).Uma quantificacio de confianca requer a corre¢do da
variabilidade experimental entre as diferentes amostras, por exemplo,

quantidade de RNA e eficiéncia da reagdo de transcrigdo reversa. A

normalizagdo por um gene constitutivo ¢ o0 método mais aceito para evitar essas
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disparidades (GIULIETTT et al., 2001, RADONIC et al., 2004). A escolha de
um gene apropriado € crucial para confiabilidade dos resultados, porém o nivel
de expressio desse gene deve permanecer inalterado durante diferentes
condi¢des experimentais (ALWAY et al.,, 2002, SANCHEZ et al., 2006).
Entretanto, essa normalizacdo nem sempre € possivel, pois podem ndo existir
genes conhecidos para essa finalidade (DHEDA et al., 2004; NOLAN et al.,
2006 ¢ ELDSTROM et al., 2006). No presente experimento, testamos os genes
constitutivos beta actina (ACTB), hypoxanthine phosphoribosyltransferase
(HPRT) e Tata Box binding Protein (TBP). Os resultados referentes a expressao
desses genes foram avaliados pelo software GENORM para estabelecer os genes

para normaliza¢do, como descrito por VANDESOMPELE et al., 2002.

Método do Cr comparativo (Método do A Cr)

ApoOs a analise das curvas-padrao e da eficiéncia da reagdo de PCR para
cada gene, foi verificada a possibilidade de validacio do método do Cy
comparativo, de acordo com o User Bulletin #2 (Applied Biosystems). Essa ¢
uma alternativa ao método da curva-padrao. O método do ACt ¢ um método
simples e facil de quantificacdo do RNA mensageiro, o qual ¢ baseado na
eficiéncia de amplificagdo entre os genes alvo e de referéncia (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).Porém, nao foi possivel validar nossos resultados pelo

método ACt

Expressao génica das subunidades dos receptores de Acetilcolina (Tabela 4)

Analisando-se a expressdo génica dos receptores de acetilcolina no
musculo sdéleo de ratos controle temos que, a subunidade epsilon I ¢ mais
expressa seguida pelas subunidades epsilon II, alpha, gama II, gama I(menos
expressa).
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Nos ratos com insuficiéncia cardiaca observamos que houve diferenca
significativa em relagdo a subunidade alpha,indicando que a insuficiéncia
cardiaca promoveu um aumento da expressao do RNAm dessa subunidade no
musculo séleo de ratos.

Esse aumento de expressdo da subunidade alpha ¢ seguida pela subunidade
epsilon I, epsilon II,gama I e gama II.Observa-se uma tendéncia de aumento em
relacdo a subunidade epsilon I embora nao sido estatisticamente significativa.

Comparando-se a expressao das subunidades de acetilcolina entre si (animais
CT e IC) verificamos que a expressao das subunidades gama I e II, mas a
expressao da subunidade alpha ndo difere significativamente da expressdo da
subunidade epsilon I e II. Ou seja, o padrao de expressao das subunidades se

mantém nos animais controle e tratados.

Tabela 4: Mediana e valores minimo e maximo das expressoes segundo grupo e

método. Letras maitsculas: comparacdo de grupos fixado meétodo. Letras

minusculas: comparacao de métodos segundo grupo.

Grupo Método
Gamma | Gammalll Alpha Epsilon | Epsilon I
0,165 0,07 7,411 4,231 1,253
IC (0,001-1,334) (0,039-1,080)  (0,315-43,329) 0,012-10,637  (0,639-284,072)
aA aA bB aB aB
0,039 0,074 0,854 1,221 1,184
CcT (0,012-1,000) (0,042-1,000)  (0,250-63,721) (0,848-5,918)  (0,811-78,041)
aA aA aB aB aB
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3.7. Resultados para Grupo |1

A. Dados Anatbmicos
» Presenca de insuficiéncia cardiaca nos ratos tratados com

monocrotalina referentes a Tabela 5.

ApoOs 22 dias, todos os ratos tratados com monocrotalina (MCT)
apresentaram sinais de insuficiéncia cardiaca (IC) apds serem sacrificados,
confirmados pela hipertrofia dos atrios e do ventriculo direito, efusdo pleural e
pericardica, taquipnéia e figado congesto. Nenhuma alteracao foi encontrada nos

animais controle (CT).

Nao houve diferenga significativa no peso corporeo (PC) entre os grupos
controle (CT) e tratado (IC) conforme indicado na tabela 2. O peso do coragdo
aumentou no grupo IC, comparado com o grupo CT, como demonstrado pelo
peso do ventriculo esquerdo (VE), ventriculo direito (VD) e atrio (AT). Os
indices de hipertrofia do coragdo observados pela relagio VE/PC, VD/PC,
AT/PC apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os animais

estudados.

» Peso e indice de atrofia do musculo Soleo referentes a Tabela 5.
O musculo Soleo esquerdo ndo apresentou diferenca significativa
indicando a presengca de atrofia muscular. A relacdo So6leo/PCF quando

comparado entre os grupos CT e IC ndo apresentaram diferenca significativa.
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Tabela 5: Dados anatomicos dos grupos CT ¢ IC

Grupos Experimentais

CT IC
(n=10) (n=10)

PC (g) 148,039 + 55,095* 146,529 + 43,934

VE (g) 0,434+0,046+ 0,519+0,049

VD (g) 0,156+0,035+ 0,384+0,042

AT (g) 0,073+0,016+ 0,157+0,023

VE/PC (mg/g) 0,00249+0,00014+ 0,00300+0,00036

VD/PC (mg/g) 0,00089-+0,00013+ 0,0022+0,00033

AT/PC (mg/g) 0,000420,000053+ 0,000913+0,000184

Séleo Direito (g) 0,0941+0,0183* 0,0872+0,0114

Sol/PC (g) 0,000536+0,000072* 0,0005050,00008 1

Valores expressos como média + desvio padrao. CT: grupo controle; IC: grupo insuficiéncia cardiaca; PCF:
peso corpdreo final(g); VE: peso do ventriculo esquerdo(g); VE u/s: peso do ventriculo esquerdo relagdo
umido/seco(g);; VD: peso do ventriculo direito(g); VD u/s: peso do ventriculo direito relagdo imido/seco(g);
AT: peso dos atrios(g); AT u/s: peso do atrio relagdo timido/seco(g); SOL: peso do Soéleo Direito (mg).
+p<0.001: estatisticamente significativo versus grupo controle, **p<0,05: estatisticamente significativo versus
grupo controle, *p>0,05: estatisticamente ndo significativo versus grupo controle. Teste t Student para
amostras independentes. * peso dos animais : p>0,05: estatisticamente ndo significativo versus grupo controle.
Analise de varidncia para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes
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B. Microscopia de luz e morfometria das JNM

Através da técnica de esterase foi possivel observar a distribui¢ao das
JNM no terco médio do musculo soleo de ratos com insuficiéncia cardiaca
(Figura 5).

As JNMs estdo alinhadas transversal ou obliquamente ao maior eixo do
das fibras musculares, proximas aos ramos nervosos que levam os axonios para
essas terminagdes. Essas jungdes se caracterizam por apresentar goteira sinaptica
bastante ramificada, larga e com estriacdes transversais que correspondem as
dobras juncionais. Algumas formas caracterizam-se por apresentar menos
ramificacdes e pequenas proje¢des terminais. Outras sdo pequenas com formato
eliptico e aparéncia compacta. Formas intermediarias sdo observadas e algumas
sdo dificeis de serem caracterizadas. Variagdes da forma (abertas, irregulares,

compactas) caracterizam o polimorfismo dessas estruturas (Figura 6).

FIGURA 5: JNM no terco médio do musculo séleo. Reacao de Esterase

Inespecifica. Montagem total.
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FIGURA 6: INMs marcadas pela reacdo de Esterase Inespecifica no musculo

soleo de animais controle (CT) e tratado ( IC). Montagem total.

A: controle, escala de barra: 30 um ; A": insuficiéncia cardiaca, escala de barra: 30 um; B:
controle, escala de barra: 20 um; B’: insuficiéncia cardiaca, escala de barra: 30 um; C:

controle, escala de barra: 10 um; C”: insuficiéncia cardiaca, escala de barra: 10 um.
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C. Analise Morfométrica

ApoOs marcagao das juncdes com Esterase Inespecifica foram
realizadas medidas do didmetro maximo de 50 JNMs de cada animal (N=20) de
cada grupo estudado (CT= 10, IC=10). As medidas foram obtidas utilizando-se
programa do analisador de imagens (Axionvision 4.0) acoplado ao microscopio
KS300 Zeiss. Essa andlise permitiu verificar que as JNMs do musculo SOL

frente a insuficiéncia cardiaca nao sofreram alteracdo em seu diametro ( tabela

6).

Tabela 6: Média e desvio-padrio do didmetro maximo das JNM (pm?).

IC CT
. (n=10) (n=10)
SOLEO
31,146 + 2,419% 31,110 + 2,096*

Diametro maximo das JNMs dos musculos So6leo de animais controle (CT) e com insuficiéncia cardiaca (IC).
* p>0,05 Estatisticamente nao significativo se comparado o grupo CT com o grupo IC. Teste t Student para
amostras independentes.

D. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Em nivel ultraestrutural foi possivel observar as caracteristicas
morfologicas das JNM presentes no musculo soleo. O padrao morfologico das
JNMs manteve-se semelhante nos grupos experimentais estudados (Figura 7) e

(Figura 8).

Em varias seccdes observou-se a presen¢a de axonios mielinizados
proximos a regido da sinapse neuromuscular (figura 7 A). As fibras musculares

em ambos os grupos estudados nao apresentaram alteragdes morfoldgicas, onde
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sarcOmeros integros foram observados além de mitocondrias intermiofibrilares

e presenca do nucleo fundamental (Figuras 7B e 8A).

As juncdes neuromusculares apresentaram-se caracterizadas por varios
terminais axdnicos, dispostos em goteiras sindpticas, ora mais rasas ora mais
profundas (Figura 7 E, F). Os terminais axOnicos apresentaram aparéncia
normal, contendo muitas vesiculas sindpticas, mitocondrias e processos
citoplasmaticos das C¢lulas de Schawnn, por vezes caracterizadas pela presenca
de seu nucleo sobre o terminal axonico (Figura 7 D). Nota-se ainda na figura 7
D a presenca de corpo multivesicular, resultante da reabsor¢dao do
neurotransmissor. Chama ateng¢do a observacdo de grande quantidade de
vesiculas sinapticas presentes em alguns terminais axonicos dos animais tratados
(Figura 8 B, C).Muitas vezes observamos na membrana pré-sindptica a

localizagcdo da zona ativa (local de exocitose das vesiculas sinapticas) (Figuras
8C).

A regido da fenda sinaptica estava integra e, imediatamente abaixo dela a
membrana pds-sinaptica contendo muitas dobras juncionais. Em alguns pontos
ficou evidente no dapice dessas dobras uma regido mais eletron-densa
correspondente aos receptores de Ach(figura 8C).O sarcoplasma juncional
associado a sinapse mostrou-se repleto de mitocondrias e ribossomos, reticulo

endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi também estavam presentes.
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FIGURA 7: Eletromiografias do musculo s6leo de ratos controle.

Em A ax6nio mielinizado associado a JNM. Em B fibra muscular com sarcomeros (S) e ntcleo
fundamental (N).Em C,D,E axénios terminais (AT), mitocondrias (m), inimeras vesiculas sinapticas
(—),dobras juncionais ( 4) ,em D processos citoplasmaticos da célula de Schwann (—),e corpo

multivescular ("= Escala da barra: A:1,0 um, B: 0,7 um, C e D:0,4 um, E e F: 0,3 um..
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FIGURA 8: Eletromiografias do musculo soleo de ratos com insuficiéncia

cardiaca.

Em A fibra muscular com sarcomeros (S) e ntcleo fundamental (N). Em B,C axdnios terminais (AT),

mitocondrias (m), inimeras vesiculas sinapticas (—),dobras juncionais ( “’).Em C local de zona

ativa (l ), regido receptores de Acetilcolina( 3) Escala da barra: A:1,7 um. B: 0,6 um, C: 0,4 um.
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3.8. Discussao e Conclusao

Baseando-se nos resultados anatomicos obtidos no nosso estudo, verifica-
se que embora nao tenha havido diferenca significativa entre o peso corporal dos
animais CT comparados aos animais com IC, os sinais clinicos da IC foram
comprovados através da observagdo de derrame pleural, ascite, trombo em atrio
direito e hipertrofia do ventriculo direito (DALLA LIBERA et al., 1999,
FELDMAN et al., 1993; DING et al.,, 2000). Além disso, houve aumento de
peso das camaras cardiacas (VE, VD, AT) bem como aumento na relacao desses
parametros/peso corporal. Esses dados também comprovam a presenca da

insuficiéncia cardiaca (CARVALHO et al., 20006).

A atrofia da musculatura esquelética na IC ¢ acompanhada por alteracdes
na matriz extracelular adjacente as fibras musculares e envolve, principalmente,
apoptose de células intersticiais (VESCOVO et al., 1998; DALLA LIBERA et
al., 1999; VESCOVO et al.,, 2000), aumento no conteido de colageno
(FILIPPATOS et al., 2005) e da atividade de metaloproteinases (MMPs)
(SCHIOTZ THORUD et al., 2005).

A atrofia das fibras musculares na IC tem sido comumente observada
tanto em estudos clinicos (SULIVAN et al., 1990; MANCINI et al., 1992;
ANKER et al., 1999), como em trabalhos experimentais (DELP et al., 1997;
CARVALHO et al., 2003; SCHULZE et al., 2003; DALLA LIBERA et al.,
1999). No entanto, a atrofia ¢ dependente do modelo utilizado bem como do tipo
de musculo analisado. No nosso estudo, o musculo séleo nao apresentou atrofia
muscular. No modelo de IC induzida por monocrotalina, droga que induz severa
hipertensdo arterial pulmonar seguida de hipertensdo ventricular direita e
insuficiéncia cardiaca aguda (REINDEL et al., 1990; VESCOVO et al., 1998),
nao foi observada atrofia no musculo s6leo (CARVALHO et al., 2006) e
diafragma (LOPES et al., 2008), porém o musculo EDL apresentou atrofia
(CARVALHO et al., 2006). Ja, Martinez, 2008 observou atrofia no musculo
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soleo em ratos com IC induzida por infarto (ZORNOFF et al., 2000).Carvalho
et al. 2003, evidenciaram atrofia nesse musculo em ratos com IC induzida por
estenose aodrtica (EAo). Alguns fatores parecem estar envolvidos na atrofia
muscular, como condi¢des de desuso (GUNDERSEN;MERLIE, 1994),
envelhecimento (ALWAY et al. 2002b), reducdo da atividade fisica e
neuromuscular, ativagao sist€émica de neurohormonios e citocinas inflamatérias
que acompanham o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (DALLA
LIBERA et al., 1999; FILLIPATOS et al., 2005; TOTH et al., 2006).

O grau e a duragdo da disfuncdo causada pela IC podem influenciar
mudancas estruturais e bioquimicas no musculo esquelético (COIRAULT et al.,
1999).Essas mudangas podem direta ou indiretamente influenciar a atividade da
Jun¢do Neuuromuscular, incluindo a atividade das subunidades do receptor de
acetilcolina.Mudancas na expressao génica das subunidades do receptor podem
estar relacionadas a mudangas nas propriedades do canal i6nico e na membrana
juncional(ADAMS, 1995).

Nossos resultados indicam uma tendéncia de aumento na subunidade
epsilon. E bastante descrito que essa subunidade ¢ encontrada apenas em
musculos adultos em substitui¢ao a subunidade gama encontrada apenas na fase
embrionaria (MILLAR; HARKNESS, 2008). Essa tendéncia de aumento na
expressao génica da subunidade epsilon pode estar relacionada com o aumento
da expressiao da subunidade alpha, pois segundo Schwarz et al, 2000 a
subunidade epsilon ¢ essencial para a manutencdo estrutural da juncao
neuromuscular, auxiliando na estruturacdo do pentamero formado pelas
subunidades (KALAMIDA et al., 2007).

Com relagdo a expressao génica da subunidade gama, era de se esperar
que ela nao fosse expressa no musculo soleo estudado, pois estd presente apenas
na fase embriondria ou em situagdes que remetem a fibra muscular a essa
situagdlo  (SHAKMAN;BRENNER, 1978, MISHINA et al., 1986,
SCHUETZE;ROLE, 1987). A subunidade gama ¢ controlada por sinais neurais ¢
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sinais dependentes da atividade elétrica do musculo. E fibras normais, a
expressao do RNAm da subunidade gama ¢ muito baixa sendo ligeiramente
aumentada nos musculos que mantém a inatividade elétrica pelo desuso da
sinapses neuromusculares (WITZEMANN et al., 1991).Segundo Gattenlohner et
al, 2002 esse tipo de receptor € apenas expresso em fibras do tipo I ou Slow fato
que explica os nossos resultados obtidos no musculo soleo, predominantemente
lento. O estudo das subunidades de ACh revelaram aumento na expressao da
subunidade alpha ¢ uma tendéncia de aumento na subunidade epsilon. E
bastante descrito que a subunidade epsilon é encontrada apenas em musculos
adultos em substituicdo a subunidade gama, encontrada apenas na fase
embrionaria (MILLAR; HARKNESS, 2008). Essa tendéncia de aumento na
expressao génica da subunidade epsilon pode estar relacionada com o aumento
da subunidade alpha, pois segundo Schwarz et al., (2000) a subunidade epsilon ¢
essencial para manutengdo estrutural da jung¢do neuromuscular, ou seja, ela
auxilia na estruturacdo do pentamero formado pelas subunidades (KALAMIDA
et al., 2007).

Além desses fatores que interferem nos niveis de expressao do RNAm
das subunidades dos nAchR, estes sdo regulados pelos MRFs, pois mudangas no
RNAm das subunidades sdao refletidas concomitantemente na expressao de
receptores distintos.Como na IC hd uma diminui¢do da expressao de MyoD |,
MRF4 e ¢ conhecido que a MyoD e Myf-5 sdo regulados pela atividade
muscular e permanecem elevados em musculos desnervados por um longo
periodo de tempo talvez estes receptores estejam envolvidos na manutengdo do
estado de inervagao (ADAMS, 1995;MA et al., 2007). Possivelmente o aumento
da expressdo génica da subunidade alpha no grupo IC deve estar relacionada a
uma tentativa da fibra muscular em manter sua atividade normal, tendo em vista
que a subunidade alpha possui o sitio de ligagdo com o neurotransmissor,

promovendo abertura do canal idnico que desencadeia a contragao muscular.
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Por outro lado como na IC existe uma modulacdo das fibras slow para
fast (CARVALHO et al., 2003;SULLIVAN et al., 1990;MANCINI et al.,
1992;DE SOUSA et al, 2000) e levando-se em consideragdo que
estruturalmente as JNMs das fibras fast diferem das fibras slow
(MATHEUS;SOARES, 2006), ¢ provavel que o aumento na expressdo do
receptor alpha de acetilcolina esteja relacionado a essas modulacdes adaptativas
tanto metabolicas quanto fisioldgicas do musculo.Estudos futuros deverdo ser
realizados a fim de verificar se essas modulagdes afetam a morfologia das JNM,
bem como a distribuicdo dos receptores de Ach ao longo da membrana pos-
sinaptica.

As fibras musculares do soleo mostraram resultados a aplicacdo da
técnica de Esterase Inespecifica. As JNM foram marcadas nos grupos controle e
tratado. O método de Esterase Inespecifica ¢ baseado na hidrélise do acetato a-
naftil pela enzima, o produto fendlico da rea¢do e combinado com pararosanilina
marca exatamente o local da reagdo, permitindo a observagao da distribuicao da
JNM ao longo da fibra muscular do musculo s6leo (MATHEUS; SOARES,
1999). Os musculos estriados esqueléticos em geral possuem as jungdes
neuromusculares distribuidas no seu ter¢o médio. Outros musculos como o0s
extra-oculares apresentam juncdes neuromusculares “simples” localizadas no
terco médio e jungdes multiplas localizadas nos terco proximal e distal dos
musculos (MATHEUS; SOARES, 1999, 2006).

De acordo com nossos resultados ndo houve alteracdes na média do
diametro das JNMs bem como na sua morfologia.

Alteragdes da juncdo sdo comuns com a idade (ANDONIAN; FAHIM,
1987; BARKER; IP, 1965; FAHIM, 1997, PRZYBYLA, 2005), traumas de
nervos periféricos (GATTUSO et al., 1988) e grau de atividade ( DESCHENES,
1993; FAHIM, 1997;FAHIM;ROBBINS,1986), imobilizacao
(PACHTER;EBERSTEIN, 1984, 1986) em casos de desnervagdo e dependentes
da intensidade do estimulo nervoso (SOMASEKHAR et al., 1996
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A diversidade funcional e metabolica dos diferentes tipos de fibras
confere ao musculo esquelético uma alta capacidade para realizar uma variedade
de demandas funcionais (CAMPOS et al., 2002). Contudo, as fibras musculares,
bem como as juncdes associadas, exibem uma alta plasticidade, o que habilita
este tecido a remodelar suas caracteristicas morfologicas, metabdlicas e
funcionais, como resposta a estimulos especificos (PETTE; STARON, 2000;
FLUCK; HOPPELER, 2003; MAGAUDDA et al., 2004). Acreditamos que a
acdo da insuficiéncia cardiaca ndo foi efetiva a ponto de promover alteragdes
morfologicas nas JNMs.

Dentro da andlise ultraestrutural a morfologia da JNM também se
manteve normal em ambos os grupos estudados. As JNMs exibiram padrdes
normais morfoldgicos como o descrito por varios autores em relagdo aos seus
componentes sinapticos, onde os botdes terminais estdo alojados em goteiras
sindpticas, também chamadas fenda sinaptica primaria, correspondendo a uma
depressao da fibra muscular (BOWDEN; DUCHEN, 1976: PETERS ET AL
1976). Os axOnios terminais exibem um aciumulo de vesiculas sinapticas com
diametro variavel (ENGEL; SANTA, 1971). Sendo que nos animais tratados
observamos um actimulo de vesiculas sindpticas no axénio terminal. Nas JNMs
do musculo sartério de coelhos submetidos a restrigdo de oxigénio houve
diminui¢do no nimero e volume dessas vesiculas (WANG ; LIU, 1990).

Essa variagdo pode ser explicada por alteragdes na complexidade da
JNM (GOME-Z et al., 1996;MASELLI et al., 2003b) e pela sua consideravel
habilidade de responder a diferentes estimulos remodelando alguns dos seus
componentes em detrimento de outros ( MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2009).

Muitas dessas vesiculas estdo agrupadas proximas de placas densas,
chamadas zonas ativas, localizadas na superficie interna da membrana pré-
sinaptica que esta relacionada a exocitose das mesmas. Também foram notados

nos animais estudados a presenga de corpos multivesiculares (MATTEOLI et
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al., 1990) e mitocOndrias, responsaveis para suprir a energia necessaria para
sintese, estocagem e liberacdo de transmissores(HALL;SANES, 1993).

Recobrindo os botdes sindpticos estavam presentes processos
citoplasmaticos das células de Schwann terminais (KOIRALA ET AL 2003).

No compartimento pds-sindptico as dobras juncionais estavam integras e
com grau diverso de complexidade que variam de acordo com a espécie, estagio
de desenvolvimento, tipo de inervacao, tipo de terminal nervoso e tipo de fibra
muscular (ENGEL, 1994).

O sarcoplasma pos-juncional apresentou nucleos fundamentais e
grande quantidade de mitocondrias subsarcolemais. O nucleo muscular sinéptico
através da ativacdo transcricional de subunidades de genes , € responsavel pelo
acumulo dos tipos de receptoresde ACh na junc¢ao neuromuscular(RUFF,2003,
HALL & SANES, 1993).

Acredita-se que embora segundo Carvalho et al., (2003) na IC exista uma
modula¢do das fibras slow para fast, e levando-se em consideragdo que
estruturalmente as JNM das fibras fast diferem das fibras slow (MATHEUS;
SOARES,1999, 2006) , ¢ bastante provavel modulagdes ocorreram no musculo
e nas suas JNMs embora ndo tenham sido tdo severas a ponto de promover
alteracoes detectaveis.

Provavelmente em nosso estudo, a insuficiéncia cardiaca nao foi tao
severa a ponto de promover alteracoes na morfologia da JNM embora, tenha
havido remodelagdo dos receptores de acetilcolina. Diante disto estudos futuros
deverdo ser realizados a fim de verificar se ocorrem alteracdes na distribuicao

dos receptores de ACh ao longo da membrana pos-sinaptica.
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