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Resumo

Em varias espécies de mamiferos o muasculo esquelético expressa “splicings”
variantes do mRNA da isoforma neuronal da enzima Oxido Nitrico Sintase (nNOS). O
musculo esquelético € composto por uma populacdo de fibras musculares
metabolicamente heterogéneas. A distribuicao destas fibras no musculo esquelético
de equinos esta correlacionada com aptidao atlética destes animais. Investigamos a
expressao da nNOS em musculo esquelético equino, e analisamos se esta
expressao esta relacionada a tipologia muscular e ao estado atlético de cavalos
treinados para competicoes de enduro. Bidpsias musculares foram removidas, a uma
profundidade de 5 cm, do musculo gluteo médio esquerdo de nove cavalos arabes
sedentarios e nove treinados para enduro. O homogenato das amostras foi analisado
quanto ao conteudo de cadeias pesadas de miosia (MyHC), segundo sua mobilidade
em gel de eletroforese (SDS-PAGE), e quanto a atividade enzimatica de sintese de
oxido nitrico. Ainda, através de cortes transversais seriados, as amostras foram
submetidas a ensaios histoquimicos para as atividades enzimaticas de adenosina
trifosfatase da miosina (MATPase) e da nicotinamida adenina dinucleotideo tetrazélio
redutase (NADH-TR). As amostras foram submetidas também a ensaios
imunohistoquimicos para a nNOS. Os dados referentes ao conteudo relativo dos
diferentes tipos de fibras musculares e a expressao da nNOS, foram obtidos através
de andlise em microscopia éptica, enquanto que, os dados referentes ao conteudo
de MyHCs e ao tamanho das fibras musculares foram obtidos através de
densitometria e morfometria, respectivamente. Trés isoformas de MyHC foram
identificadas no musculo gluteo médio esquerdo eqtiino, a saber, MyHC I, MyHC lla

e MyHC lIx. Os cavalos pertencentes ao grupo treinado (GT), quando comparados

XV



Resumo

aos do grupo sedentario (GS), apresentaram maior capacidade oxidativa e maior
porcentagem das fibras lentas oxidativas (tipo I) e das fibras rapidas oxidativas e
glicoliticas (tipo 1lA) e menor porcentagem de fibras rapidas glicoliticas (tipo 11X). Os
cavalos treinados apresentaram maiores niveis de expressao e atividade da nNOS,
quando comparado com os cavalos sedentarios. A localizacdo da nNOS em cavalos
sedentarios se apresentou restrita a areas subsarcolemais enquanto que em cavalos
treinados a nNOS também foi identificada em éareas citoplasmaticas. A nNOS se
apresentou heterogeneamente distribuida entre os diferentes tipos de fibras. Sua
expressao foi mais alta nas fibras rapidas oxidativas e glicoliticas do tipo IIA do que
nas fibras rapidas glicoliticas do tipo IIX e ausentes nas fibras lentas do tipo I. A
pratica de enduro induziu uma adaptagdo aerdbia oxidativa, no sentido de rapida
para lenta, no musculo esquelético gluteo médio esquerdo de eqliinos e um aumento
na expressao da nNOS. Além disto, foi possivel demonstrar que a nNOS possui
expressao e localizacao diferenciada no musculo gluteo médio de equiinos que estao

relacionadas com os tipos de fibras musculares e com o estado atlético dos cavalos.
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Abstract

Background: Skeletal muscle of many mammalian species is known to express
variant splicings of the neuronal nitric oxide synthase (NNOS) isoform. Skeletal
muscles are composed of a metabolically heterogeneous population of myofibers,
and fiber composition in equine skeletal muscle is correlated to their athletic ability in
endurance events. In this study we investigated if nNOS is expressed in equine
skeletal muscle according to fiber typing and the athletic performance of endurance-
raced horses.

Methods: Biopsy samples from 5 cm depth of the gluteus medius muscle of nine
sedentary (SH) and nine endurance trained (TH) horses were examined, for myosin
heavy chain (MyHC) electrophoretic mobility and NOS activity and, using serial cross
sections, for myosin adenosine triphosphatase and nicotinamide adenine dinucleotide
reductase histochemical activities, and also for immunostaining against nNOS. Data
about relative content of the various myofiber types and nNOS expression, were
obtained by optical microscopy, while data about relative content of MHC and
myofiber sizes were collected by densitometry and morphometry, respectively.
Results: Three MyHC isoforms, MyHC I, MyHC lla and MyHC lIx, were identified in
the left gluteus medius equine skeletal muscle. Endurance-trained horses presented
a higher oxidative capacity and a higher percentage and a larger size of slow-aerobic
oxidative (type |) and fast-aerobic oxidative (type IlA) and a lower percentage and
size of fast-glycolytic, type IIX fibers when compared with those of the sedentary
animals. Trained horses presented higher levels of nNOS expression and activity
when compared with that of sedentary ones. nNOS in sedentary horses is restricted

to the subsarcolemal area while in endurance-trained animals it is also present in
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Abstract

cytoplasmic sites. nNOS is heterogeneously distributed among the different
myofibers, its expression is higher in fast-oxidative type IlA, then in the fast-glycolytic
type IIX myofiber and is absent in slow-twitch type | fibers. The differences
encountered between the two groups of horses constitute an expected alteration in
muscular typology resulting from an endurance-training program in equines, what
validates our analyses about the effects of endurance training on the nNOS
expression in equine skeletal muscle using an experimental model with two
independent groups of horses.

Conclusion: Endurance training induced a fast to slow (aerobic oxidative) adaptation
on gluteus medius equine skeletal muscle and an increase in NNOS expression. In
addition, muscular nNOS isoform was differently expressed and localized in

myofibers according to the fiber typing and the athletic conditioning of the horses.
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1 — INTRODUCAO

1.1 - Justificativa

Um bom desempenho atlético requer adaptagcbes metabdlicas
compativeis com a disciplina praticada. Adaptacdes bioquimicas compativeis com
um bom desempenho atlético, e desejaveis em um atleta, apresentam caracteristicas
geneticamente configuradas, ou induzidas pela pratica desportiva.

As caracteristicas atléticas intrinsecas ou herdadas devem ser
observadas no momento em que escolhemos cavalos para a préatica de competicoes
de resisténcia ou de velocidade, pois a influéncia genética € determinante (Fink et
al.,1977). Individuos com caracteristicas metabdlicas de resisténcia, quando
utilizados na pratica desportiva onde a velocidade é fator preponderante, obviamente
terdo seus desempenhos comprometidos. Uma idéntica inadeqliacéo atlética pode
ser observada quando um individuo com caracteristicas de velocista for treinado para
provas de resisténcia.

Na bioquimica do exercicio a utilizacdo de avaliagbes qualitativas e
quantitativas de marcadores bioldgicos pode auxiliar na busca de um melhor
desempenho atlético humano ou animal. No condicionamento fisico 0 mecanismo de
estimulo e resposta € indispensavel para a inducdo de adaptagdes anatbmicas,
fisiolégicas e bioquimicas desejaveis e necessérias para a pratica saudavel e
eficiente de qualquer atividade fisica. Neste mecanismo, a interpretacdo das
respostas fornecidas por eqlinos em treinamento é tradicionalmente delegada a

profissionais com diferentes graus de sensibilidade e formacéao técnica. A confiabilida
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1- I ntroducao

de desta tradugcéo € questionavel, pois € subjetiva, e ndo possui uma padronizagao.
Especialmente quanto a identificacdo de caracteristicas intrinsecas de eqlinos
atletas, necessitamos de novas tecnologias que nos possibilitem mensurar e
comparar caracteristicas metabdlicas individuais. Portanto, um adequado repertério
de parametros fisiol6gicos e bioquimicos é indispensavel para um melhor diagnéstico
da aptidao individual, e para a interpretacdo das respostas fornecidas por um
organismo submetido a um processo de condicionamento fisico.

A identificacao através de tipagem muscular de caracteristicas aerébias
individuais de um atleta, como a porcentagem de fibras musculares oxidativas do tipo
|, pode servir como parametro de selecdo. O monitoramento de adaptacées
metabdlicas conhecidamente desejaveis, como uma adequiada tipagem muscular,
especialmente no caso dos cavalos da raca Puro Sangue Arabe, que é a raga mais
utilizada em competicdes de enduro em todo o mundo, podera auxiliar enduristas e
profissionais ligados ao esporte, na escolha de um bom cavalo de enduro (Lopez-
Rivero., 1992). Rotineiramente a escolha da distancia em que um cavalo vai competir
e consequentemente o seu treinamento, € baseado em critérios subjetivos como
fenotipia e genealogia.

Cavalos de competicao sao submetidos a um alto nivel de estresse. Em
provas de resisténcia equestre, que podem atingir a distancia de até 160 km, a
incidéncia deste estresse é intensa e possui componentes oxidativos, térmicos e
mecanicos. O estresse de treinamento é bastante estudado em equinos, e € motivo
de preocupacgao cotidiana para os profissionais do desporto equino, podendo resultar

em baixo desempenho e aumento na susceptibilidade a doengas (Mills et al., 1996 e
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1997).

O estresse oxidativo e os efeitos sinalizadores e deletérios de suas
reacOes radicalares sob condi¢cdes de exercicio, ja estd sendo estudado ha algum
tempo (Ji LL., 1993). A descoberta na década de 90 da fungéo sinalizadora do 6xido
nitrico (NO) e sua ligagdo com o estresse oxidativo, desencadearam um grande
interesse na comunidade cientifica internacional, iniciando-se uma intensa busca por
seus possiveis alvos e efeitos metabdlicos. A relevancia destes estudos pode ser
demonstrada pela matéria de capa da revista Science, que concedeu ao “NO” o titulo
de molécula do ano em 1992. Em 1998, o Prémio Nobel de Medicina foi oferecido
aos pesquisadores Louis J. Ignarro, Robert F. Furchgott e Ferid Murad pelo trabalho
entitulado “Oxido nitrico como uma molécula sinalizadora no sistema cardiovascular”.

Um recente artigo de revisdo (Stamler & Meissner, 2001), discorre
sobre os alvos e efeitos do NO no musculo esquelético, e sobre a expressao e
localizagdo sub-celular da Oxido Nitrico Sintase (NOS) neste mesmo tecido. Varios
alvos e efeitos do NO, bem como varias localizacées e interacées da NOS, nao sao
ainda entendido/as ou sequer conhecido/as. Em musculo esquelético equino, por
exemplo, a expressdo da NOS ainda ndo havia sido demonstrada. A figura 1B
mostra os resultados de uma revisdo bibliografia onde a combinagdo de palavras
chave demonstra a ndo existéncia de publicacdes correlacionando a expressao da

NOS no musculo esquelético eqliino com o exercicio.
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Figura 1 - Gréaficos das citagdes pesquisadas no banco de dados, “Science Citation
Index Expanded”, do site “Web of Science” (de 1945-54 até 2004). (A) Numero de
trabalhos encontrados entre um total de 26.901.573, usando-se as palavras chave
NO(S), “muscle” e “exercise”. (B) Numero de trabalhos encontrados usando-se as

M

palavras chave NO(S) (“expression”), “horse”, “muscle” e “exercise”.
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Em 1990, de um total de 689.629 artigos indexados, apenas 241
(0,03%) artigos citavam a palavra chave “NO”, enquanto que em 2003 este numero
subiu para 11.676 (1,05%) artigos de um total de 1.111.377 indexados (“Web of
Science”). Comparando-se o numero de artigos com a palavra chave “NO” até 2004
acumulados (99200) com o numero total de artigos indexados no “Science Citation
Index Expanded” até 2004 (26.901.573), encontraremos uma porcentagem de
0,37%, que é muito préxima da porcentagem de artigos até 2004 publicados, onde a

palavra chave “DNA” pode ser encontrada (0,45%).

1.2 - Plasticidade Muscular

O musculo esquelético é um tecido extremamente heterogéneo (Pette
& Staron, 1997 e 2001) e possui a capacidade de adaptar-se quando estimulado por
diferentes fatores como, variagcdées na atividade contratil, fornecimento de substrato
energético e alteragbes em fatores ambientais (Flick & Hoppeler, 2003). A
interconversao entre os diferentes tipos de fibras é, aparentemente, a indicacao
desta capacidade de resposta adaptativa (Pette & Staron, 1997). A mais importante
alteracdo molecular no fendétipo das miofibrilas e nas propriedades contrateis do
musculo esquelético, quando estimulado pelo treinamento, € a expressao das
isoformas da cadeia pesada da miosina - Myosin Heavy Chain / MyHC - (Pette &
Staron, 2001). A Figura 2 mostra uma representagcdo esquematica das diferentes

estruturas filamentares e globulares que compdem a molécula de miosina.
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Figura 2 - Modelo da molécula de miosina mostrando as duas cadeias filamentares
que compdem a cauda e as estruturas enoveladas, parte das cadeias pesadas e as
duas cadeias leves, que compdem cada cabeca da miosina (Barrey et al., 1995).

Diferencas  moleculares  resultam em uma  diferenciagdo
macroscopicamente visivel, onde varios musculos esqueléticos podem ser
classificados em mduasculos brancos e vermelhos. Os musculos vermelhos
diferenciam-se dos brancos essencialmente pela alta concentracao de ferro heminico
das globinas, especialmente a mioglobina. Sdo musculos ricos em fibras oxidativas

que possuem uma grande quantidade de mitocondrias.
1.2.1 - As Fibras musculares

Os mausculos denominados brancos e vermelhos, possuem um
conteldo diferenciado de fibras musculares que determinam estas coloragdes.
Musculos ricos em mitocéndrias apresentam coloracdo mais avermelhada devido a

alta concentracdo de heme-proteinas. Uma classificacdo bastante simples destas
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fibras musculares esta baseada na sua velocidade de contracdo, que determina uma
diferenciacdo de duas distintas sub-populagcdes de fibras, sendo uma de contragao
lenta (tipo |I) e uma de contragao rapida (tipo Il). As fibras do tipo | possuem uma
velocidade de contracéo lenta e sdo capazes de se contrair repetidamente com uma
forca moderada. Utilizam preferencialmente acidos graxos como fonte de energia e
sao muito resistentes a fadiga. Por outro lado, as fibras do tipo Il sdo de contragao
rapida, com um desenvolvimento de forga muito maior. Contudo, as fibras do tipo Il

possuem baixa resisténcia a fadiga, e sao ricas em glicogénio.

A velocidade méaxima de encurtamento de uma unica fibra muscular
esta diretamente relacionada as isoformas de MyHCs que nela predominam (Reiser
et al., 1985) e a inervagao eferente terminal desta fibra (FIick & Hoppeler, 2003). Na
fiora de contracdo lenta do tipo | predomina a MyHC I, enquanto que na fibra de
contracdo rapida do tipo Il predomina as MyHCs [l. Em mamiferos foram
caracterizados trés tipos basicos de fibras musculares. As fibras do tipo | sdo de
contracdo lenta, oxidativas aerébias e expressam a MyHC I. As fibras do tipo Il sao
subdivididas em 1lA, IIB e 11X ou D. As fibras IIA sao glicoliticas aerdbias, rapidas,
medianamente resistentes a fadiga e expressam a isoforma MyHC lla. As fibras 11B
sao glicoliticas anaerdbias, rapidas, conseguem sustentar a forgca por muito pouco
tempo e expressam a isoforma MyHC IIb (Bar & Pette, 1988; Pette & Staron, 1990;
Schiaffino & Reggiani, 1994). Em musculos de ratos e camundongos, e também em
lhamas, uma quarta isoforma de MyHC, e consequientemente um quarto tipo de fibra
foi encontrado. A MyHC IIx é expressa nestes animais e configura a fibra muscular

do tipo IIX que possui caracteristicas metabdlicas e funcionais intermediarias entre

7
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as fibras IIA e IIB. A fibra tipo 1IB esta relacionada a velocidade intrinseca das
espécies de pequeno porte citadas (Winder et al., 1974; Thomason et al., 1986;
Schiaffino et al., 1989; Larsson et al., 1991; Chang & Fernandes 1997). A Tabela |
mostra os principais tipos de fibras musculares ja descritas em musculo esquelético

de mamiferos adultos.

Tabela |1 — Caracteristicas bioquimicas e metabdlicas dos quatro tipos de fibras
musculares de mamiferos adultos e distribuicao relativa dos substratos metabdlicos
associados ao exercicio.

TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES

Caracteristicas

Metabdlicas I A X B

Isoformade | myHCI | MyHClla | MyHClix | MyHC lib

Velocidade + ++ +++ -+

Cgpa(;:ldade ++++ +++ ++ +
xidativa

Tamanho ++ ++ +++ ++++
Fadiga Resistente | Intermediaria | Intermediaria | Sensivel
Cor Vermelha | Intermediaria | Intermediaria | Branca

Glicogénio > o

(substrato) * j ‘ it
Lipideo n > o

(substrato) et y ‘ f

Extraido de Chang & Fernandes, 1997. ( ? ) indica que a distribuicao relativa dos

metabdlitos ainda ndo esta bem esclarecida e exige maiores investigacoes.

Uma grande porcentagem de fibras musculares expressa mais de uma

isoforma de MyHC. Pette & Staron (1997) demonstraram a ocorréncia de varios tipos
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intermediarios, ou hibridos, de fibras musculares, tais como: IC, IIC, IIAX e IIXB.
Estas fibras correspondem a wuma verdadeira especializacdo individual,
essencialmente genética, mas passivel de modificacdes induzidas pela preparacao
fisica. Desta forma, o estimulo adequado pode fazer uma fibra muscular, inicialmente
adaptada para a contragao rapida passar a expressar isoformas de contragao lenta,
tornando-se de contracdo lenta, e vise-versa. (Pette & Vrbova, 1992; Rivero et al.,
1996b).

A existéncia de varias isoformas de MyHC, significa que as fibras
musculares podem alterar suas propriedades em resposta a diferentes estimulos,
como 0 exercicio, através da reconstrucdo das miofibrilas com novas MyHCs de
atividade mais apropriada para a situa¢do. Porém, mudancgas de tipos de fibras séo
possiveis apenas dentro de uma faixa limitada de adaptabilidade, que é

caracteristica para diferentes musculos e espécies.

1.2.2 - Tipagem Muscular

A tipagem de fibras musculares leva em consideragédo caracteristicas
bioquimicas, histoquimicas e funcionais. As técnicas qualitativas para a atividade
enzimatica da mATPase (Snow & Guy, 1976), para a NADH diaforase (Dubowitz &
Brooke, 1973) e a imunohistoquimica (Rivero et al., 1996a e b) possibilitam com
diferentes niveis de precisdo, a identificacdo individualizada de cada tipo de fibra.
Além da tipagem das fibras musculares, outras técnicas permitem a quantificacdo do

conteuldo dos diferentes tipos de miosina do tecido muscular. Através da eletroforese
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em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e, mais recentemente, do método de ELISA
(Barrey et al., 1995), as MyHCs podem ser quantificadas. A expressao das MyHCs
também pode ser estuda através de imunoblotting (Rivero et al. 1999) e hibridizacao
‘in situ” (Chang et al. 1997). Todas estas técnicas constituem um portifélio
metodolégico para o estudo da plasticidade muscular. Entretanto, cabe aqui
mencionar que uma técnica atualmente muito utilizada em estudos de proteoma, a
eletroforese em duas dimensdes, ndo € capaz de separar os “spots” de MyHCs,
devido a limitacao desta técnica para proteinas com tao alta massa molecular (~210

KDa).

1.2.3 — Tipagem muscular em eqliinos

A tipagem muscular € uma metodologia que pode ser empregada em
cavalos para avaliar as caracteristicas funcionais geneticamente herdadas, e as
adaptagbdes induzidas pelo treinamento (Lopez-Rivero,1992). O musculo gluteo
médio foi considerado por alguns pesquisadores como sendo bastante adequado
para o estudo da tipologia muscular, pois € um musculo muito recrutado durante
exercicios. Sua contracédo € responsavel pela flexdo da coxa e consenquentemente
pela propulsdo do membro posterior equino. Portanto, ele esta sujeito as inexoraveis
interconversdes miofibrilares provocadas pelo treinamento (Snow & Guy, 1976). O
gluteo médio também possui adequadas concentracdes dos trés diferentes tipos de
fibras musculares puras, sendo assim representativo de todo o espectro de miofibras.

Ele também possui uma localizacao que facilita 0 acesso cirurgico, e é utilizado ha

10
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décadas como sitio preferencial para extracdo de amostras musculares para a
tipagem de fibras.

No mdusculo esquelético equino (Rivero et al. 1996a), como em
humanos (Pette & Staron, 1997), ocorrem trés tipos de fibras musculares
denominadas “puras”. Estas fibras expressam trés isoformas de MyHC (MyHC |, lla e
Ix), que foram identificadas pelas suas mobilidades especificas por eletroferese em
gel de poliacrilamida (Rivero et al., 1996b) e sdo denominadas de fibras musculares
tipo I, 1A e lIX.

A existéncia de cinco tipos diferentes de fibras musculares foi
demonstrada em tecido muscular esquelético equino, através principalmente da
reagcao imunohistoquimica para as MyHCs (Rivero et al., 1996a,b) que correspondem
as fibras dos tipos I, C, llA, IIAX e IIX. As fibras dos tipos I, lIIA e 11X sdo puras e as
dos tipos C e IIAX sdo hibridas. As fibras hibridas denominadas tipo C sé&o
intermediarias entre as fibras do tipo | e IlA, e as fibras denominadas tipo I1AX sao
intermediarias entre as fibras IIA e IIX. As fibras tipo C expressam a MyHC | e a
MyHC lla, e as fibras tipo IIAX expressam a MyHC lla e a MyHC IIx (Barrey et al.,

1999; Serrano & Rivero, 2000).

11
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Tabela Il — Classificacao dos diferentes tipos de fibras musculares identificadas pela
técnica de imunohistoquimica no musculo gluteo médio equino (Rivero et al., 1996b).

TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES EM EQUINOS

TIPO I C A lIAX )4
MyHC I + MyHC lla +
MIOSINA MyHC | MyHC lla MyHC lla MyHC lix MyHC Iix
CLASSIFICACAO | Pura Hibrida Pura Hibrida Pura

Portanto, a isoforma MyHC IlIb ndo é expressa em tecido muscular
equino (Rivero, 1995), sendo maior sua ocorréncia em animais de pequeno porte.
Sua funcao parece estar relacionada com a velocidade instrinseca da espécie onde
ela & expressa. Segundo Rivero e colaboradores (1996b), as fibras denominadas
“hibridas” dos tipos C e IIAX estdo presentes em musculos que apresentam um
processo de interconversao miofibrilar, e representam passos intermediarios do
intrincado processo de adaptagdo da plasticidade muscular induzida pelo exercicio
(Rivero et al., 1997; Pette & Vrbora, 1992).

A técnica de histoquimica para a NADH desidrogenase também tem
sido utilizada na tipagem muscular e, em equinos, a tipagem por esta técnica
corresponde exatamente aquela baseada na atividade de mATPase das isoformas
de miosina (Rivero et al., 1995) . Assim, as fibras SO (Slow Oxidative) sdo as que
possuem a maior capacidade oxidativa e correspondem as fibras tipo I. As fibras
FOG (Fast Oxidative and Glycolytic) sdo intermediarias, e as FG (Fast Glycolytic) sdo

pouco oxidativas. Entre a subpopulacédo de fibras FOG podem ser identificadas as

12
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fibras tipo IIAX, que apresentam uma capacidade oxidativa intermediaria entre as

fibras tipo llA e tipo IIX.

1.2.3.1 — Fatores que influenciam a tipagem muscular em cavalos

Em varias racas equinas ja estudas, individuos ainda n&o treinados e
pertencentes a0 mesmo grupo racial quando comparados entre si, através de
estudos anatomo-funcionais podem evidenciar, do ponto de vista do metabolismo
muscular, uma diferenciada aptidao atlética (Barrey, 1994). Cavalos sedentarios de
uma mesma raca apresentam diferentes proporcdes relativas de MyHCs, que
traduzem uma maior adaptabilidade para competicbes de longa duracdo e baixa
intensidade, possuindo maior concentragdo relativa de fibras oxidativas aerobias do
tipo I, ou para competicdes de curta duracado e alta intensidade, possuindo maior
concentracao relativa de fibras glicoliticas anaerdbias do tipo Il (Lopez-Rivero, 1992).

Tradicionalmente as ragas Puro Sangue Arabe e Quarto de milha séo
internacionalmente consideradas especialistas em provas de resisténcia e
velocidade, respectivamente (Barrey, 1994). A andlise comparativa de diferencas
metabdlicas e morfologicas relevantes entre diferentes ragas eqlinas, e entre
diferentes individuos de uma mesma raca, deve levar em consideracao varios
fatores. A padronizacdo das técnicas de coleta de bidépsia muscular, bem como do
processamento das amostras e das analises laboratoriais € indispensavel. A
profundidade de coleta deve ser rigorosamente respeitada, pois o0 musculo é

heterogéneo possuindo uma maior concentragéo de fibras do tipo | no seu interior,

13
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enquanto na superficie do ventre muscular predomina as fibras do tipo Il (Serrano et
al., 1996) a. Amostras musculares removidas sucessivamente através de biopsia, de
um mesmo individuo, e em um mesmo sitio de coleta, podem apresentar uma
variabilidade de resultados da ordem de 6 a 12% (Rivero et al., 1991).

Os mecanismos de regulagéo e interacdo da expressao génica estdo
sob intensa investigacdo, pois, complexas mudangas fenotipicas quanto a
composi¢ao de miosinas do musculo esquelético, ocorrem nos mamiferos logo apés
0 seu nascimento, e se prolongam por toda a vida. Tanto o avango da idade quanto o
treinamento direcionam uma interconversdo no sentido aerdbio, aumentando a
concentracao de fibras do tipo | e llA, e diminuindo a concentragéo de fibras do tipo
lIX ou IIB. Os musculos esqueléticos envelhecidos apresentam uma alta proporg¢éao
de fibras hibridas do tipo C (I+11A) e do tipo IAX (IIA+11X) (Flick & Hoppeler, 2003).

Quanto a influéncia do sexo sobre a tipologia muscular, aparentemente
apenas as fibras do tipo Il apresentam variagdo (Roneus & Lindholm, 1991; Roneus
1993). As éguas apresentam uma menor proporcao de fibras IIA e IIX, uma menor
area de seccao transversal nas fibras IIA, e uma maior area nas fibras X,

comparando-se com o musculo gluteo médio de garanhdes.

1.2.4 - Treinamento de resisténcia

Esta claramente estabelecido em animais que a ativacao de células
satélites estd envolvida e pode ser um pré-requisito para a hipertrofia das fibras

musculares (Schultz & McCormick, 1994). Usando um marcador para células
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satélites, foi demonstrado que a precoce expressao de marcadores da miogénese foi
ativada em fibras musculares de humanos, em resposta ao treinamento de
resisténcia (Kadi & Thornell, 1999). Acredita-se que células satélites proliferam e se
fundem com fibras musculares ja existentes, contribuindo para aumentar o nimero
de nucleos destas fibras. Outro estudo indicou que o nimero de nucleos musculares
aumentou em fibras hipertrofiadas, e este aumento apresentou uma correlagéo
positiva com um aumento no numero de células satélites (Kadi & Thornell, 2000).
Estes resultados sao evidéncias disponiveis de que a aquisicdo de nucleos
adicionais € necessaria para dar suporte a um processo de hipertrofia das fibras
musculares durante treinamento intenso, e sugere que células satélites sao
recrutadas durante esta hipertrofia para manter constante a razao citoplasma/nucleo.

Geralmente o treinamento de resisténcia induz adaptagbes oxidativas
no musculo esquelético de varias espécies de mamiferos, tais como, aumentos na
densidade capilar, numero de mitocdndrias e acumulo de glicogénio, provocados por
um aumento na distribuicdo relativa das fibras oxidativas dos tipos | e oxidativas e
glicoliticas do tipo IIA, enquanto diminui a de fibras glicoliticas do tipo [IX. Também
ocorre uma hipertrofia muscular provocada pelo aumento na expressao de proteinas
filamentares que resulta em um aumento no numero de sarcdémeros (Pette & Staron,
1997). Fatores que aumentam a atividade neuromuscular ou aumentam a carga de
trabalho muscular resultam em uma transicdo no sentido de rapido para lento nas
isoformas protéicas e nos tipos de fibras musculares, enquanto fatores que diminuem
a atividade neuromuscular ou diminuem a carga de trabalho muscular, provocam

uma adaptacdo no sentido oposto (lento para rapido). A figura 3 mostra o efeito
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destes fatores sobre o fenétipo muscular.

PLASTICIDADE MUSCULAR

eletroestimulacdo exercicio envelheciment o

AUMENTO DA ATIVIDADE NEUROMUSCULAR - TREINAMENTO

IHX €< ||A <> |

DIMINUICAO DA ATIVIDADE NEUROMUSCULAR - DETREINAMENTO

imobilizacdo denervacdo microgravidade

Figura 3 - Esquema representativo dos mais importantes fatores que afetam as
transi¢cdes seqlenciais dos tipos de fibras musculares (Modificado de Staron RS. &
Pette D., 1997).

1.2.4.1 — Treinamento de resisténcia e tipagem muscular em cavalos de enduro

As adaptacbes musculares induzidas pela pratica de competicées de
longas distancias (enduro) envolvem trés aspectos essenciais. A mais marcante
adaptagdo metabdlica ocorre no metabolismo oxidativo, onde concomitantemente ao
aumento no ndmero e tamanho das mitocdndrias, ocorre também um aumento na
expressao e na atividade de enzimas do metabolismo energético de vias bioquimicas
como glicélise, glicogendlise, ciclo de Krebs, ciclo de Lynen (B-oxidacao de &cidos
graxos) (Flick & Hoppeler, 2003). Todos os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
envolvidos na captacéao, transporte e utilizacdo do oxigénio, como concentragéo de

hemaceas e hemoglobina, neovascularizacdo, também sao estimulados no exercicio
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de resisténcia. Outra adaptacédo essencial é a capacidade de armazenamento de
substratos energéticos. Um grande acumulo intracelular de glicogénio € um dos
aspectos envolvidos na hipertrofia muscular induzida por exercicio (Pette & Staron,
2001). Além destas adaptacdes diretamente envolvidas na fungdo mecano-quimica
de encurtamento do sarcémero, uma adaptacdo antioxidante também ocorre
concomitantemente. O aumento das defesas enziméticas antioxidantes &
fundamental para evitar um ataque radicalar (oxidativo) as estruturas protéicas e
membranas bioldgicas, que inevitavelmente ocorrem concomitantemente ao aumento
do consumo de oxigénio pela fibra muscular em condicdes de exercicio.

Todas estas adaptagcbes convergem para a unidade motriz muscular.
Portanto, as fibras musculares da musculatura esqueléticas de cavalos de enduro
sdo altamente adaptadas para a oxidagdo aerdbia dos substratos energéticos
disponiveis e necessitam estar morfo-funcionalmente estruturadas para resistir a
fadiga induzida por exercicio cronico. Neste caso, as fibras musculares
geneticamente melhor adaptadas sdo as fibras puras dos tipos | e IlA, e as fibras
hibridas que expressam variadas concentragées destas duas isoformas. Nas fibras
musculares onde estas isoformas sdo expressas, caracterizando assim sua tipologia,
todo o metabolismo enzimatico destas fibras esta melhor adaptado para o exercicio
de resisténcia. Portanto, as isoformas de miosina sdo marcadores moleculares da
plasticidade muscular.

Em cavalos, o treinamento de resisténcia induz a um aumento na
expressao de MyHC | e MyHC lla, e uma diminuicdo na expressao de MyHC lIx

(Rivero et al., 1997 e 2000). Segundo revisao de Pette & Staron (2001), em varios
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estudos envolvendo o treinamento de resisténcia, a maior resposta adaptativa
encontrada foi 0 aumento na atividade das enzimas oxidativas aerdbias responsaveis
pelo suprimento energético. Em equinos, exercicios de longas distancia e duracao
em baixa intensidade, resultam em aumento na concentragdo das fibras lentas
oxidativas do tipo | e das fibras rapidas oxidativas e glicoliticas do tipo IIA, enquanto
as fibras rapidas glicoliticas do tipo IIX diminuem (Rivero et al., 1993 e 2000).

Em cavalos especializados na disciplina de enduro, Rivero e
colaboradores (1991), demonstraram uma composicao de aproximadamente 30% de
fibras tipo I, e 40 a 50% de fibras tipo IIA. Nestes mesmos cavalos um periodo de
seis meses de treinamento foi suficiente para alterar significativamente a propor¢ao
de fibras IIA em relagcdo as 11X (Lopez-Rivero et al., 1991). Em cavalos adultos de
corrida um treinamento intenso durante duas semanas foi suficiente para provocar
alteragdo na proporgao das fibras musculares e na area de seccao transversal das
fibras. A proporgéo de fibras tipo A aumenta e a de fibras |IX diminui, enquanto as
fibras tipo | permanecem inalteradas apds o treinamento de duas semanas (Gottlieb
& Vedi, 1988).

Sobre influencia de um intenso treinamento de resisténcia, observa-se
geralmente uma hipertrofia muscular provocada tanto pelo aumento no didmetro das
fioras musculares como pelo aumento no numero de fibras (hiperplasia). Esta
hiperplasia foi descrita em gato e rato (Mikesky et al.,, 1991, Tamaki et al., 1992).
Todas as modificagdes estruturais sdo acompanhadas de aumento nas atividades de

enzima das vias metabdlicas aerébias.
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1.3 - Estresse oxidativo e nitrosativo

1.3.1 - Radicais livres no exercicio

Embora a caracterizagdo definitiva do mecanismo de fadiga muscular
ainda esteja sob intensa investigacao, inUmeras evidéncias quanto ao envolvimento
dos radicais livres neste mecanismo, sugerem que o aumento na formagado de
espécies reativas de oxigénio (EROs), produzidas principalmente como
consequéncia do aumento na respiragao celular, exerce um importante e controverso
papel sobre a contracdo muscular. Os radicais de nitrogénio (RNs) produzidos por
um aumento da atividade da Oxido Nitrico Sintase, sinalizada por um aumento da
concentracdo citosodlica de calcio (Ca®*), também podem contribuir para o
desencadeamento de reagbes radicalares envolvidas na quebra da homeostase
intracelular, que podem resultar em disfuncao tecidual sob condi¢cdes de exercicio, e
consequentemente fadiga muscular (Fitts, 1994; Bredt, 2003).

Em uma situagao onde o organismo esta produzindo ATP, normalmente
cerca de 4 a 5% do oxigénio é parcialmente reduzido, formando superéxidos
(Jenkins & Goldfarb, 1993). Um excesso de formacéo de radicais de oxigénio é
denominado estresse oxidativo, e esta envolvido no processo de fadiga muscular
(Davies et al., 1982). Um excesso de formacdo de radicais de nitrogénio é
denominado estresse nitrosativo e também estd envolvido na fadiga e lesao
muscular (Stamler & Hausladen, 1998), especialmente pelas estratégicas
localizagbes sub-celulares (especialmente a mitocondrial) da Oxido Nitrico Sintase

(Bates et al,, 1996), geradora do radical 6xido nitrico (‘NO). Tanto o estresse
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oxidativo, quanto o nitrosativo, provocados pelo exercicio fisico, sdo potencialmente

deletéreis (Stamler & Hausladen, 1998; Stamler & Meissner, 2001).

1.3.2 - Fontes produtoras de radicais livres no exercicio

O exercicio fisico, entre outros fatores, aumenta o fluxo de elétrons na
cadeia respiratoria, esta condicdo pode levar a um aumento na formacao do radical
anion superéxido (O.7) pelo vazamento de elétrons na cadeia respiratéria. O Oy~
produzido na célula € muito instavel e se dismuta espontaneamente a H>O, (perdxido
de hidrogénio), ou ocorre a catalise enzimatica via superdxido dismutase (SOD).
Tanto o HxO, como o Oy estdo correlacionados com a formagdo de espécies
radicalares potentes, entre elas o radical hidroxila (‘OH) , capazes de atacar
moléculas biolbgicas.

O mdusculo esquelético também produz éxido nitrico ((NO), pela reagao
da enzima Oxido nitrico sintase, tendo arginina como substrato (Reid, 1996). O ‘NO
pode reagir com o radical anion superdxido Oz e formar peroxinitrito (ONOQO’), um
intermediario instavel, que pode se decompor em um oxidante tdo potente quanto o
‘OH (Mahdavi et al., 1987; Beckman et al., 1990), e é produzido tanto em condi¢oes
patolégicas (Moro et al., 1994), quanto em condigcdes normais, como durante o

exercicio fisico (Esik & Nosek, 1997).
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Cadeia de transporte de elétron
Xantina Oxidase

NADPH Oxidase

Citocromo P- 450 Oxidase

> H,0,

0, 0o,
-2
‘NO Fe
Oxido Nitrico
Sintase

ONOO- -OH

Arginina

Figura 4 - Vias de formacdo de EROs e RNs. Oy" (radical anion superéxido); "OH
(Radical hidroxila); H,O2 (peroxido de hidrogénio); ‘NO (6xido nitrico); ONOO™ (anion
peroxinitrito) (Essig & Nosek, 1997).

Podemos considerar que o peroxinitrito € a molécula que une o
estresse oxidativo, provocado pelo vazamento de elétrons na cadeia respiratoria, ao
estresse nitrosativo, provocado pelo aumento na producédo de NO (Figura 4).

Os alvos mais importantes das ROs e RNs sdo: as membranas
celulares e intracelulares, com o inicio e a propagacao da peroxidacao lipidica; as
proteinas, que sofrem maior ataque proteolitico devido a sua carbonilacédo; e as
moléculas do DNA (nuclear e mitocondrial), com o aparecimento de quebras e/ou
ligagbes cruzadas com proteinas, eventualmente irreversiveis, (Imlay & Linn, 1988;

Farber et al., 1990).

1.3.3 - Defesa enzimatica antioxidante
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Embora fisiologicamente todas as células aerdbias gerem,
enzimaticamente ou nao, espécies radicalares, as abundantes defesas antioxidantes
dos organismos previnem o dano celular causado por EROs. O sistema de defesa
antioxidante enzimatico é constituido principalmente pelas enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase

(GR).

1.3.4 - Sistema Oxido Nitrico / Oxido Nitrico Sintase

1.3.4.1 - Oxido Nitrico (NO)

O Oxido Nitrico (NO) é uma espécie reativa de nitrogénio e uma das
menores moléculas sinalizadoras com atividade bioldgica, pois é relativamente
instavel e apresenta propriedades que facilitam sua difusdo através das membranas
celulares sem o auxilio de transportadores especificos (Mayer & Hemmens, 1997).
Apesar de sua baixa reatividade, a difusdo do NO ¢ facilitada devida a sua carga
neutra em solugdes aquosas e sua alta lipofilia (Bredt, 2003). Estas propriedades
quimicas do NO determinam importantes interacées com varios tipos de enzimas e
tornam este radical uma molécula potencialmente toxica. Entretanto, muitas reagdes
quimicas do NO com centros redox de proteinas e membranas, anteriormente
associadas com efeitos toxicos deste radical, sdo atualmente reconhecidas como
componentes moleculares de vias de sinalizagdo que controlam diferentes processos
como: tbnus muscular (musculatura lisa e esquelética), neurotransmissao,

angiogénese, proliferacdo celular (Stamler & Meissner 2001), respiragdo celular
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(Cooper, 2002), apoptose (Sandri et al., 1995), necrose (Rubistein et al.,, 1998), e

reagao contra infecgées (MacMicking et al., 1997).

1.3.4.1.1 - A biosintese de NO

O principal mecanismo de geragdo de NO em células de mamiferos é
através da atividade da enzima éxido nitrico sintase (NOS) (EC.1.14.13.39) que
catalisa a conversdao do aminodacido L-arginina para L-citrulina com a formacéao
concomitante de NO (Tayeh & Marletta, 1989; Pollock et al., 1991). A sintese de NO
ocorre através de uma reagao em dois passos onde o nitrogénio terminal guanidinico
da L-arginina é primeiramente oxidado formando o intermediario, NG-hidroxi-L-
arginina (NOH-Arg) e posteriormente, através da oxidagao deste, sado produzidos NO
e L-citrulina (Figura 5). Esta reacdo ocorre com a participacdo de co-fatores redox
(Leone et al, 1991; Mayer et al, 1991; Marletta, 1993; Stuehr, 1997) que sao
necessarios para a atividade da NOS, tais como: (1) NADPH, que é o verdadeiro
doador de elétrons da reacao; (2) FAD e FMN, cofatores que canalizam os elétrons
do NADPH para o grupamento heme, onde o ferro reduzido pela transferéncia de um
elétron vindo do NADPH se liga ao oxigénio molecular, que é entao clivado, liberando
um atomo de oxigénio como agua, sendo o outro incorporado em um dos nitrogénios
guanidinicos terminais da arginina para produzir o intermediario NOH-Arg; em
seguida, a ativacao de outra molécula de oxigénio facilita a oxidagdo do NOH-Arg,
produzindo agua, NO e L-citrulina; (4) calmodulina (CaM), que tem o papel de

desencadear a transferéncia de elétrons das flavinas para o grupo heme e finalmente
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(5) tetrahidrobiopterina (BH4), com fung¢édo ainda pouco esclarecida, mas de grande
importancia para a catalise da reacao de sintese de NO a partir da L-arginina. Na
auséncia desse co-fator, alguns produtos tais como anion nitroxila (NO") e L-citrulina
podem ser formados pela NOS, mas somente com a adicado de substratos como

NOH-Arg e NADPH (Rusche et al., 1998).

(|300H (|300H (|ZOOH
NH2—(|3H NH2—(|3H NH2—(|3H
CH2 CH2 CH2
| NADPH NADP* | 05NADPH 0,5 NADP* |
CHy N\~ CH, CH, -
CHs O, Ho0 C|3H2 *Oy *Ho0 C|3H2
rlle rlle rlle
c|:=NH c|:=N—0H clz—*o
NH, NH, NH,
L-Arginina N-Hidroxi-L-arginina L-Citrulina

Figura 5 — Reacdo de formagao do radical éxido nitrico (NO) pela enzima éxido

nitrico sintase (NOS).

1.3.4.1.2 - Ac¢ées e alvos do NO

Varias acoes fisiologicas do NO (vasodilatacao, inibicdo da agregacao
plaguetéria, neurotransmissdo) sdo mediadas por alteragdes nos niveis de cGMP,
devido a ativacao da guanilato ciclase, provocada pela ligacdo do NO ao grupo heme

desta enzima (Moncada et al., 1991; Griffith & Stuehr, 1995). A ativacao da guanilato
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ciclase celular parece ser a principal fungao sinalizadora do NO. A guanilato ciclase
converte GTP em guanosina monofosfato ciclica (cGMP) que é o segundo
mensageiro celular na via de sinalizacdo do NO (Stamler & Meissner, 2001). Uma
das ag¢Oes conhecidas do cGMP, esta ligada ao funcionamento de canais idnicos e a
regulacdo de uma classe especifica de fosfodiesterases. No entanto, a maioria dos
alvos das Proteinas G Quinase ainda sao desconhecidos (Stamler & Meissner,
2001).

As respostas biolégicas do NO sao mediadas através de nitrosilagcao de
centros redox de cisteina ou através de coordenacdao com heme, Ferro ou Cobre. O
NO é capaz de formar complexos com proteinas que contém grupamentos heme
como, Hemoglobina, Mioglobina, Citocromo C, além da guanilato ciclase
(Christopherson & Bredt, 1997). A S-nitrosilagdo também foi identificada em
receptores, enzimas, fatores de transcricdo e em proteinas G pequenas (Stamler et
al., 1997).

O NO foi identificado primeiramente como um fator de relaxamento
derivado do endotélio (EDRF-endothelium-derived relaxing factor), que atua como
uma molécula sinalizadora, nitrosilando e alterando o estado redox de muitas
proteinas regulatérias e enzimas constituintes de inumeros tecidos, incluindo
musculos cardiacos e esqueléticos (Stamler & Meissner, 2001; Bredt, 2003). Uma
alta liberacdo de NO resulta em um alto nivel de S-nitrosilacdo de muitos tipos de
biomoléculas envolvidas em processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos (Foster, 2003).

Altas concentracées de NO provocam modificagdes nitrosativas que,

como as oxidativas, possuem atividades ambiguas, agindo como sinalizadores
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ligados ao estado redox de moléculas, e também como indutores de lesbes protéicas
(Stamler et al., 1992). Sob condicao de estresse nitrosativo, a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, aconitase e o complexo | da cadeia respiratéria sdao considerados
alvos do NO (Stamler., 1994). Em altas concentragcdes o NO é também capaz de
estimular as ciclo-oxigenases (ligando-se ao grupamento heminico destas enzimas)
com subsequiente aumento na sintese de prostaglandinas (Stadler et al, 1993,
Salvemini et al., 1993).

Também em altas concentracdes, o NO pode ter um efeito benéfico
impedindo o crescimento de células tumorais, ao inibir a atividade da
NADH:ubiquinona oxidoredutase e da cis-aconitase ao interagir com o grupamento
heme destas enzimas (Christopherson & Bredt, 1997).

O NO ao reagir com o anion superoxido (Oz”) formando o peroxinitrito
(ONOQ), causa rapida oxidacdo de grupos sulfidrilas e tioésteres, bem como
nitracao e hidroxilacao de compostos aromaticos como tirosina e triptofano (Beckman
& Koppenol, 1996). Sua producao ocorre em varias condicbes patolégicas como
inflamacao crbnica e aguda, reperfusdo de orgaos isquémicos, entre outras (Moro et
al., 1994). Como todo radical livre, o NO também pode causar injurias ao DNA
provocando a quebra de fitas Unicas com subsequente ativagdo da enzima de reparo
do DNA, a poli-ADP ribosil transferase (Szabd & Oshima., 1997). A ativacao desta
enzima rapidamente reduz a concentragdo celular de seu substrato, o NADY,
diminuindo a velocidade da glicolise, o transporte de elétrons e, como conseqliéncia,

a formagéao de ATP, resultando na disfungédo e morte celulares. Além disto, o dano
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persistente ao DNA (que ocorre, por exemplo, na inflamagao crénica) pode aumentar
a taxa de mutagénese e o risco de cancer (Krdncke et al., 1997).

O NO compete com o oxigénio, ligando-se reversivelmente ao grupo
heme da citocromo-C oxidase, conseqientemente, inibindo a respiracdo celular
(Stamler et al, 1997).

Um outro efeito paradoxal do NO, que ainda esta sob intensa
discussdo, é uma agao antioxidante contra espécies reativas de oxigénio (Paxinou et
al., 1998). Postula-se que a reagdao do radical anion super6xido com o NO,
produzindo peroxinitrito, evita a formacao do radical hidroxila, a mais reativa espécie
de oxigénio (Silveira et al, 2003).

Silveira e colaboradores (2003) demonstraram em experimentos de
eletroestimulacao de fibras musculares isoladas, que grandes quantidades de NO e
peréxido de hidrogénio sdo produzidas durante o exercicio. Entretanto, a membrana
plasmatica & permeavel a estas duas substancias, ocorrendo nestas condicées um
grande efluxo de ambos (NO e H>O5) para o exterior da célula, evitando a formacéao

intracelular do radical hidroxila e de peroxinitrito.

1.3.4.1.3 - Ac¢bes e alvos do NO no musculo

Nos dUltimos cinco anos as pesquisas realizadas em musculo
esquelético evidenciam o surgimento de um paradigma relacionado as acées do NO
no musculo (Stamler & Meissner, 2001). Sua funcédo de sinalizador biolégico esta

intimamente ligada ao estado redox de inimeras proteinas com as quais ele (NO)
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reage (Stamler, 1999). Suas acdes deletérias ou sinalizadoras e seus efeitos
inibitérios ou estimulatérios, dependem de suas concentracdes celulares, no primeiro
caso, e da localizacdo subcelular e interacées das isoformas de NOS com outras
proteinas, como por exemplo: caveolina (Feron et al., 1998), sintrofina e distrophina
(Brenman et al., 1996), receptores de ryanodina de canais de calcio (Xu, 1998), no
segundo caso.

No musculo esquelético, além da acdao do NO mediada pela ativacao
da guanilato ciclase, aumentando os niveis de cGMP, a ligagdo da NOS nos
receptores de ryanodina dos canais de liberacao de calcio também esta diretamente
relacionada, “in vivo”, com a fisiologia da contragdo muscular (Eu et al., 2000). A S-
nitrosilagdo destes canais liberadores de calcio, aumenta a probabilidade de sua
abertura, enquanto a denitrosilagcao diminui (Eu et al., 2000). Estes mesmos autores
também demonstraram que varios liberadores de NO alteram reversivelmente a
funcéo destes canais.

A atividade enzimatica da guanilato ciclase e consequentemente as
concentracdes de cGMP do musculo sdo baixas em relagdo a outros tecidos (Katsuki
et al., 1977). Um aumento de sua producdo no musculo sugere um fino ajuste
regulatorio de algumas vias metabdlicas, tal como, aumento da glicélise via aumento
de cGMP induzido pela acao contratil (Stamler, 1999). Entretanto, os mecanismos de
acao do cGMP no musculo, ainda nao estdo bem esclarecidos (Stamler & Meissner.,
2001). Kobzik e colaboradores (1994) determinaram a co-localizagdo do NO e do

cGMP nas proximidades da sarcolema, levantando evidéncias quanto a acdo de
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ambos na fibra muscular. Chao e colaboradores (1997) demonstraram que a inibigao
da producao de cGMP, esta envolvida na inibicao da producao de forca.

A deficiéncia ou auséncia de expressdo da NOS pode acarretar
patologias hereditarias. Camundongos da linhagem mdx, que sao portadores de
deficiéncia de expressao da distrofina, apresentam uma distrofia musculo-esquelética
que compromete a atividade fisica (Chao et al., 1996). Neste animais, a auséncia da
distrofina impede a ligagdo na nNOS a sarcolema. Em experimento onde
camundongos normais e distréficos foram submetidos a eletroestimulagdo, a
concentragao intramuscular de cGMP aumentou 250% nos normais, enquanto
nenhum aumento ocorreu em camundongos mdx (Lau et al., 1998).

Perkins e colaboradores (1997), também demonstraram que musculo
tratado com liberadores de NO teve inibida a formacao das pontes cruzadas entre
actina e miosina, evidenciando a acao do NO no mecanismo de contragdo muscular.

A citocromo-C oxidase, a creatina quinase e a ATPase de calcio de
reticulo sarcoplasmatico, estdo sendo bastante estudadas como alvos do NO
(Stamler & Meissner., 2001). Experimento utilizando ratos exercitados a uma
intensidade 40 a 50 % da intensidade méaxima, demonstrou através de
“‘imunoblotting” usando anticorpos anti-nitrotirosina, um aumento no conteudo de
proteinas carboniladas e concomitante inibicdo da ATPase de Célcio (Klebl et al.,
1998). Segundo estes autores a nitrotirosina pode estar envolvida na inativacdo da
ATPase de célcio. Também em ratos, a Creatina Quinase foi inibida por S-
nitrosilagéo, o que também poderia levar a inibicdo da ATPase de Calcio (Wolosker

et al.,, 1996).

29



1—1Introducéo

Um dos mais importante efeitos do NO no musculo esquelético,
especialmente sob condi¢cdes de exercicio, € a redugao da forca de contracado
muscular (Stamler & Meissner, 2001). Kobzik e colaboradores (1994), também
atribuiram a nNOS o efeito de limitar a geracdo de forgca durante contracdes
musculares esqueléticas. Grandes quantidades de NO liberadas durante a contra¢ao
muscular podem suprimir a contragdo isométrica e provocar relaxamento (Balon e
Nadler 1994). Paradoxalmente, Wang e colaboradores (2001) descreveram, em
ratos, uma progressiva e severa reducao na velocidade de deslocamento quando a
NOS foi inibida por L-NAME, um analogo da L-arginina. Em atletas humanos a
administracdo de um doador de NO resultou em aumento da forca de contracéao
voluntaria (Folland et al. 2000). As exatas implicacdes da liberacdo de NO e seus
efeitos sobre diferentes condicbes de exercicio, ainda estdo sob intensa e
controversa discussdo. Em artigo recente Cooper (2002) questiona se o NO seria
substrato, inibidor ou efetor da citrocromo-C oxidade. Neste trabalho fica evidente
uma interferéncia do estado redox intracelular sobre a atividade de catalise desta
enzima, podendo resultar em diferentes produtos sobre diferentes estados redox.

Em mdsculo cardiaco, uma poli S-nitrosilagdo dos receptores de
rianodina dos canais de calcio provocam uma abertura reversivel destes canais,
enquanto que uma excessiva S-nitrosilacdo destes receptores provocam uma
abertura irreversivel (Stamler et al., 1999). Neste mesmo trabalho, ficou demonstrado
gue os canais iGnicos diferenciam sinais nitrosativos de oxidativos (Stamler et al.,
1999).

Outras fungdes que tém sido atribuidas ao NO produzido pela nNOS de
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fibras musculares sdo: ativagao da captagao de glicose (Kapur et al., 1997; ; Young
et al., 1997); inibicdo da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Mohr et al., 1996);
inibicdo da captacdo de oxigénio (King et al., 1994) e inibicdo da respiracao
mitocondrial (Cleeter et al. 1994).

Além dos efeitos ja citados do NO liberado pelas fibras musculares
durante a contragdo, um outro hipotético efeito é explicado pela vasodilatacdo que
ele provoca, quando a contragdo muscular voluntaria estd aumentada. Esta
vasodilatacao protegeria as fibras musculares contra uma isquemia local induzida por
uma vasoconstricdo de origem simpatica, provocada pelo aumento no estimulo
nervoso contratil (Rando, 2001).

Interessantes resultados descritos por Lau e colaboradores (2000),
usando camundongos "knockout" para a nNOS (camundongos nNOS 2242
submetidos a um protocolo de estimulacdo elétrica, mostraram um moderado
aumento nos niveis de cGMP no musculo esquelético de contracao rapida extensor
digital longo, enquanto nenhuma alteragao foi encontrada no musculo esquelético
sbleo. Estes dados sugerem que, em musculos considerados de contragdo rapida,
onde predominam fibras do tipo Il, uma ativagéo sarcolemal da nNOS pode resultar
em um aumento na sintese de cGMP e relaxamento da musculatura lisa vascular.
Isto pode ser uma evidéncia de um intrigante papel do sistema NO/NOS na
hiperemia induzida pelo exercicio (Bredt, 2003). Uma reducado na atividade da nNOS
em fibras e em musculos de contracdo rapida pode diminuir a perfusao arterial e
pode promover degeneracao seletiva destas células. Este papel do sistema NO/NOS

também pode ser muito importante na patogénese da distrofia muscular (Rando,
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2001) e presumivelmente na miopatia induzida pelo exercicio (Bredt, 2003).

1.3.4.1.4 - Ativagao de células satélites pelo NO

A ativagédo das células satélites é um fator de iniciagdo do processo de
reparo de lesdo muscular, promovido por células precursoras quiescentes presentes
nas fibras musculares. Observacdes realizadas sobre a diminuicdo da atividade da
nNNOS em camundongos mutantes (camundongos mdx), a auséncia de distrofina ou
de parte deste complexo protéico e inibidores farmacolégicos de células satélites,
levaram a elaboracao da hipétese do envolvimento da liberacdo do NO pelas fibras
musculares na ativacdo das células satélites e na reparagdo da lesdo muscular
(Anderson & Pilipowicz, 2002). Resultados obtidos em cultura de fibras musculares
sugerem que a ativacdo das células satélites € mediada via fibras “maduras”. A
regulacao da ativacdo de células satélites aparenta ser um promissor método

terapéutico (Anderson & Pilipowicz, 2002).

1.3.4.2 - Oxido Nitrico Sintase (NOS)

A NOS é uma proteina dimérica e 0 mondémero de suas isoformas
possue massa molecular que varia de 135 a 164 kDa. Trés isoformas distintas de
NOS de mamiferos foram purificadas e clonadas, e representam os produtos de trés
genes distintos (Nathan & Xie, 1994). Estas enzimas sdo designadas nNOS, iNOS e

eNOS de acordo com as células teciduais nas quais elas foram originariamente
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descobertas (neur6nios, macrofagos e células endoteliais, respectivamente)
(Férstermann et al., 1991). Entretanto, verificou-se posteriormente que as trés
isoformas de NOS sao amplamente distribuidas em tecidos de mamiferos (Michel &
Feron, 1997) e que um "splicing" variante da nNOS (nNOSu) é especificamente
expresso em musculos esquelético e cardiaco (Silvagno et al., 1996).

Com o objetivo de evitar confusdo na nomenclatura, Férstermann e
colaboradores (1991) propuseram uma classificacdo numérica para as diferentes
isoformas de NOS, baseada na ordem histérica de purificacao e isolamento dos
cDNAs das diferentes isoformas.

A isoforma | (NOS 1) é Ca**-dependente, constitutivamente expressa no
sistema nervoso central e periférico, tendo sido inicialmente purificada de cerebelo
de rato e porco (Bredt & Snyder, 1990; Mayer et al., 1990; Schmidt et al., 1991). A
NOS | cerebral € normalmente soluvel e migra com uma massa molecular de 150-
160 kDa em gel de eletroforese de SDS-poliacrilamida (Bredt & Snyder, 1990;
Schimidt et al.,, 1991). O NO produzido por esta isoforma tem um importante papel
fisioldgico como neurotransmissor, participando na génese da meméria e na
regulacéo do fluxo sanglineo no cérebro (Moncada et al., 1991; Christopherson &
Bredt, 1997). Por outro lado, a excessiva produgdo de NO pela NOS | pode provocar
injuria neuronal durante o derrame, a neurodegeneracao aguda e cronica e o ataque
epiléptico (Bredt & Snyder, 1994; Garthwaite & Boulton, 1995).

A NOS 1l originalmente descoberta em macrofagos é encontrada
normalmente em condi¢cdes patologicas, produzindo altas concentracbes de NO,

representando  um componente importante na atividade antimicrobial e
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antineoplastica destas células. Dependendo da espécie, a atividade da NOS Il é
grandemente ou completamente independente de Ca?*. Sua expressdo é induzida
por agentes como lipopolissacarideos bacterianos (LPS) e citocinas (interferon-y,
entre outras), em quase qualquer tipo de célula (Lowenstein et al., 1993; Xie. et al.,
1993). Algumas células podem expressar a NOS |l constitutivamente (Gath et al.,
1996). Assim como a isoforma |, a NOS-Il é predominantemente uma enzima soluvel
(Stuehr et al.,, 1991; Hevel et al., 1991). Em gel de eletroforese SDS-poliacrilamida
(SDS-PAGE), a enzima purificada, a partir de macrofagos induzidos de
camundongos, migra com uma massa molecular de 125-135 kDa (Stuehr et al,,
1991; Hevel et al., 1991).

A terceira isoforma, NOS IIl, é Ca?*-dependente e constitutivamente
expressa em células endoteliais. Esta isoforma purificada a partir de células
endoteliais de aorta de boi, nativas ou mantidas em cultura, apresenta uma massa
molecular de 135 kDa em SDS-PAGE (Pollock et al., 1991). Diferentemente das
outras isoformas, a NOS-Ill € mais do que 90% particulada (Férsterman et al., 1991)
sendo que a miristoilacao da glicina N-terminal é responsavel pela associacao desta
isoforma a membrana (Pollock et al., 1992). O NO produzido pela NOS endotelial
esta envolvido na regulacdo da pressdo sangulinea, na distribuicdo do fluxo
sangliineo para os orgaos e na inibicdo da agregacdo e adesao plaquetarias
(Moncada et al., 1997). A producgéo diminuida de NO pelo endotélio vascular tem sido
implicada na fisiopatologia do diabetes, na hemorragia subaracndide, na injuria que
ocorre na reperfusdao de orgaos isquémicos e no aneurisma vascular (Vane, 1994;

Harrison, 1997).
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Figura 6 - Estrutura das isoformas e “splicings” alternativos da NOS mostrando seus

dominios. (Mungrue et al., 2003).

1.3.4.2.1 - Expressao da nNOS e de seus “splicings” alternativos

A isoforma neuronal da NOS (nNOS ou NOS |) é expressa em tecido

nervoso, tanto em neurbnios adultos (Cork et al., 1998) como em neur6nios em

desenvolvimento (Bredt & Snyder, 1994b) e acumula-se na juncao neuromuscular de

musculo esquelético de humanos e ratos (Yang et al., 1997). Células (fibras)

musculares também expressam nNOS. Midcitos cardiacos (Xu et al., 1999), midcitos

esqueléticos (Kobzik et al., 1994), e a adventicia de um subconjunto de vasos

sanguineos neuronais (Nozaki et al., 1993) mostraram expressar nNOS.
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O estudo da expressao e localizagao sub-celular da nNOS ¢é bastante
complicado devido a ocorréncia dos quatro “splicings” alternativos no mRNA da
nNOS (Figura 6) que determinam a sintese de quatro peptideos diferentes (Wang et
al., 1999). nNOSa e nNOSu possuem o dominio PDZ que ancoram estes "splicings"
alternativos em estruturas sub-celulares especificas (membranas bioldgicas). A
expressao da nNOSy foi principalmente demonstrada ligada a sarcolema (Silvagno
et al, 1996). A nNOSa foi localizada em mitocondrias e portanto também é
denominada de mtNOS (Elfering et al, 2002). Dois outros splicings sdo expressos no

citoplasma, a nNOSB e a nNOSy (Mungrue et al., 2003).

1.3.4.2.2 - Regulacgéo da atividade da NOS.

Devido ao fato de ser o NO um radical gasoso e com alta capacidade
de difusdo, sua formagcdo deve ser rigorosamente controlada para que haja
especificidade em sua sinalizacdo. Sobre este aspecto, a familia de enzimas
sintetizadoras de NO realmente dispdem de uma grande variedade de mecanismos
regulatorios, incluindo interacdes com proteinas e modificagdes transcricionais, pos-
transcricionais, traducionais e pés-traducionais que controlam a biossintese de NO
(Stamler & Meissner, 2001; Bredt, 2003).

A INOS ¢é tipicamente regulada (estimulada) por citoquinas, através de
mecanismos transcricionais, assim como as citoquinas também estimulam a nNOS e
a eNOS no musculo esquelético (Endo et al.,, 1994). Todas as isoformas de NOS

também podem sofrer regulacao transcricional por hipoxia (Stamler & Meissner,
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2001). A regulacao por hipdxia em musculo esquelético envolve um mecanismo
fisiologico bastante conhecido como indutor de ataque oxidativo, a
isquemia/reperfusao (Vane, 1994; Harrison, 1997). No exercicio fisico anaerobio,
onde a producao de radicais € comprovadamente aumentada (Alessio & Goldfaber,
1988), secbes repetitivas de exercicio agudo, seguidas de intervalos regulares,
constituem um estado metabdlico onde ocorre hipoxia/reperfusdo. Este tipo de
exercicio é conhecido como treinamento intervalado e € bastante utilizado na pratica
desportiva. Tidball e colaboradores (1998), demonstraram que a eNOS, vascular e
muscular, também aumentam com o exercicio cronico.

Nas cavéolas sarcoplasmaticas, a eNOS é modificada através
miristoilagdo em um mecanismo de co-tradugdo e por palmitoilagdo em um
mecanismo de pos-traducédo (Sasa, 1997). A expressdo da nNOS apresenta-se
aumentada na lesdo muscular (Rubinstein et al., 1998), no envelhecimento (Capanni
et al., 1998), e na atividade muscular (Balon & Nadler, 1997) e diminui em musculo
denervado (Tews et al.,, 1997). Algumas proteinas como a PIN (Jaffrey & Snyder,
1996) e a CAPON (Jaffrey et al., 1998) sao inibidoras enddgenas da nNOS e sao

altamente expressas em musculo esquelético (Guo et al., 1999).

1.3.4.3 - NO/NOS na lesdo muscular

O NO e os produtos derivados de sua oxidagao, quando produzidos em
alta concentracao pela iNOS, estao implicados na fisiopatologia de varios processos

inflamatorios e doengas degenerativas. O envolvimento do NO na lesao muscular e
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na fadiga, ainda ndo estd bem esclarecido. Durante um processo inflamatério
muscular um aumento tardio na atividade da iNOS, quando associado a um prévio
aumento da atividade da nNOS, causa um devastador efeito sobre o musculo e
contribui para a rabdomidlise (Rubinstein et al. 1998). Um concomitante aumento na
expressdo da eNOS também ocorre sob estas circunstancias. Ainda ndo esta
esclarecido se este aumento na expressdo da eNOS é benéfico ou deletéril. Um
aumento na perfusao capilar é desejavel para a manutengao da viabilidade tecidual,
mas por outro lado, provoca edema. Apesar destas controvérsias, o envolvimento de
todas as isoformas de NOS no processo inflamatério muscular é bastante evidente
(Stamler & Meissner, 2001). A Figura 7 mostra o efeito do NO liberado durante a

contracdo muscular sobre o endotélio dos vasos capilares.

Dilatagao
de vasos
8 sanguineos

Distrofina. L Distrobrevina

> [y,

Arg

Figura 7 - NO liberado pelas fibras musculares aumenta o fluxo sanguineo para o
musculo em contracdo. Localizacdo subcelular da nNOSu ancorada a membrana
sarcoplasmatica através do complexo distrofina/sintrofina. A distrofina liga-se a

sarcolema através de uma glicoproteina (distroglicano) (Bredt, 2003).
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Uma excessiva producdo de espécies reativas de nitrogénio esta
relacionada a fadiga e a lesdo muscular. Por outro lado, infusées de SNAC, um
doador de NO, protegeu o musculo esquelético contra danos provocados pela
isquemia-reperfusao (Stamler & Meissner, 2001). Paradoxalmente, Chen e
colaboradores (1998), demonstraram que a infusdo de SNAC protegeu as funcdes
contrateis do musculo EDL de rato apresentando lesédo por reperfusdo. Microscopia
eletrénica deste musculo revelou que severo inchamento mitocondrial e degeneracao
causada pela isquemia-reperfusao foram significativamente atenuados ap6s infusdo
de SNAC. Em um outro experimento uma infusdo de L-arginina provocou um
aumento na formacao de NO e bloqueou a formacdo do radical anion superoxido
(Huk et al. 1997). Estes dados sugerem que um aumento na producao de NO pode
proteger o musculo de danos provocados pela isquemia-reperfusdo. Concluindo, a
preservacao da microcirculacdo, que pode ser colapsada pelo edema, e a indugao
de uma neovascularizagao, através do efeito angiogénico do NO, podem ser fatores
determinantes na recuperagcdo da lesdo muscular. Neste caso, um avango
terapéutico poderia ser uma suplementacao na atividade da eNOS pela infusdo de
L-arginina, provocando uma adequada irrigacdo sanguinea, e uma concomitante
utiizacdo de um inibidor especifico para a nNOS, evitando as consequéncias

indesejaveis de um edema (Stamler & Meissner, 2001).

1.3.4.4 - NO e NOS no exercicio

Sob condicées de exercicio, Vassilakopoulus e colaboradores (2003)
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demonstraram um grande aumento (400%) na atividade da NOS, induzido por um
protocolo de treinamento de resisténcia aplicado em ratos. A estimulacao elétrica
cronica em coelhos, também aumentou a expressao da nNOS (Reiser et al., 1997).
Por outro lado, Frandsen e colaboradores (2000), depois da aplicagdo de um
protocolo de resisténcia de seis semanas em atletas humanos, ndo encontraram
nenhuma mudanga na expressao da nNOS.

Embora nenhum trabalho tenha sido encontrado na literatura
relatando a expressao da NOS em equinos, Mills e colaboradores (1996) mostraram
em cavalos de corrida (Puro Sangue Inglés) uma reducao na velocidade maxima,
quando uma perfusao intravenosa de L-NAME foi aplicada. Boffi e colaboradores
(2002) mostraram sob condi¢cbes experimentais (cavalos correndo sobre esteira
rolante), que o exercicio exaustivo aumentou a produgédo e liberacdo de radicais

livres de oxigénio e induziu a apoptose em fibras musculares.

1.3.4.5 - Oxido Nitrico Sintase e Tipagem Muscular

Algumas investigagbes demonstraram, em ratos e camundongos, uma
expressao da nNOS tanto exclusivamente (Kobzik et al, 1994) como
predominantemente (Grozdanovic et al., 1995; Hussain et al., 1997; Kapur et al.,
1997; Chao et al., 1998) restrita as fibras musculares de contragdo rapida do tipo Il
Em humanos, a nNOS ¢é aparentemente expressa em ambas as fibras musculares,
tipo | e Il (Grozdanovic et al, 1997). No entanto, no musculo vastus lateralis de

humano, a nNOS é aparentemente restrita as fibras lentas oxidativas do tipo |
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(Kobzik et al., 1995; Frandsen et al.,, 2000). Entretanto, a andlise de imagens de
reacao histoquimica para a NADH diaforase mostrou em roedores que uma atividade
especifica na sarcolema (Planitzer et al., 2001) é significativamente mais alta em
fibras de contracao rapida oxidativas e glicoliticas do tipo IIA do que em fibras lentas
oxidativas do tipo | (Grozdanovic et al., 2001). Resultado diferente também foi obtido
por Kobzik e colaboradores (1995) e Frandsen e colaboradores (2000), que
encontraram no musculo vastus lateralis de humanos, uma expressdao da nNOS
aparentemente restrita as fibras lentas oxidativas do tipo |I. Porém, outros
pesquisadores (Gath et al., 1996; Tews et al., 1997; Segal et al, 1999) nao
encontraram nenhuma expressao preferencial da nNOS em um subtipo especifico de
fiora muscular, mas, uma distribuicdo quase onipresente em fibras musculo-
esqueléticas. A exata correlagdo entre a expressao muscular das isoformas de NOS
e a tipologia das fibras musculares, ainda nao estd bem definida (Stamler &
Meissner, 2001) e uma especifica caracterizacao da nNOS quanto a sua expressao
nos diferentes tipos de fibras musculares, também ainda apresenta muita
controvérsia.

Embora a compartimentalizagcdo especifica da nNOS em mdusculo
esquelético possa variar entre diferentes espécies, estas variacoes também podem
ser explicadas pelos diferentes estados de condicionamento muscular que

sabidamente podem alterar a composicao de miofibrilas do musculo.
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2 - OBJETIVOS

O presente estudo foi realizado com o objetivo de analisar as
diferencas encontradas na expressao das isoformas da cadeia pesada da miosina e
compara-las com distribuicdo dos diferentes tipos de fibras musculares no musculo
gliteo médio de cavalos sedentarios e treinados para competicbes de resisténcia
(enduro). Além disso, em vista da falta de informacado na literatura sobre as
correlagdes entre a expressao da enzima NOS e a tipagem muscular em equinos,
procurou-se demonstrar a expressdo da isoforma neuronal da Oxido Nitrico Sintase
(nNOS) em musculo esquelético equino, e analisou-se como esta expressao é
distribuida entre os diferentes tipos de fibras musculares. Também comparou-se esta
expressao com a tipagem de fibras musculares pelas técnicas histoquimicas para a
mATPase e NADH desidrogenase, procurando demonstrar que o treinamento de

resisténcia pode induzir mudancas na expressao da nNOS.
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3.1 - Animais

Dezoito cavalos arabes clinicamente sadios, separados em dois
grupos, foram analisados no presente estudo. O primeiro grupo foi formado por nove
cavalos sedentarios (grupo GS), machos castrados e fémeas de 4 a 10 anos de
idade. O segundo grupo foi formado por nove cavalos treinados (grupo GT) para
competicdes de enduro, machos castrados e fémeas de 6 a 11 anos de idade. Os
cavalos pertencentes ao grupo GS nunca haviam sido treinados para qualquer tipo

de disciplina equestre, enquanto que, os cavalos do grupo GT possuiam grande

3 — MATERIAIS E METODOS

experiéncia em provas de enduro de longa distancia (80 a 160 km).

Tabela Il - Caracterizagao dos cavalos utilizados nos experimentos.

SEDENTARIOS | IDADE (anos) SEXO PESO (kg) TREINO (anos)
GS 1 7 castrado 390 -
GS 2 8 castrado 380 -
GS3 4 fémea 390 -
GS 4 6 fémea 400 -
GS5 7 fémea 410 -
GS 6 6 fémea 420 -
GS7 7 castrado 450 -
GS 8 10 castrado 440 -
GS9 10 garanhao 400 -

TREINADOS
GT 1 11 castrado 390 5
GT 2 11 castrado 430 3
GT3 10 fémea 380 5
GT4 9 castrado 380 4
GT5 9 castrado 370 4
GT 6 6 castrado 400 1
GT7 9 fémea 450 2
GT 8 9 castrado 400 3
GT 9 9 castrado 460 3
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E importante ressaltar que a obtencdo do consentimento dos
proprietarios dos animais pertencentes ao grupo treinado, para a realizagdo das
biépsias musculares, foi uma dificuldade suplementar consideravel. A utilizacdo de
equinos pertencentes a terceiros foi conseguida fazendo-se as coletas de bidpsias
em um periodo de repouso obrigatério, que normalmente é feito apds o término de

uma temporada anual de competicoes.

3.2 - Coleta de Biopsias

Apb6s a padronizacdo e marcacao do exato local para a coleta das
bidpsias, amostras de musculo pesando de 30 a 70 mg, foram removidas do musculo
gluteo médio esquerdo de todos os cavalos, a uma profundidade de 5 cm, usando-se
uma agulha tipo Bergstron com sucg¢do (Skeletal muscle biopsy needle, Popper
UCH, 14G - 4,5 mm OD), como mostrado na Figura 8 (A), e um limitador de
penetracdo acoplado a agulha de bibépsia. Esta agulha de maior calibre possibilita
remover uma maior quantidade de tecido que contenha um numero suficiente de
fiboras musculares indispensaveis para a realizagdo da analise histoquimica. Uma
agulha do tipo Trucut (2,0 mm OD) (Figura 8-B), também foi utilizada para a coleta de
pequenas amostras destinadas a preparacdo de homogenato. Esta agulha é menos
traumatica e dispensa o emprego de bisturi, além de provocar menos receio nos
proprietarios dos animais. As amostras foram imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido, transportadas e armazenadas em nitrogénio liquido a =197 °C.
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Figura 8 — Agulhas utilizadas para a coleta de biépsias de musculo de cavalo. (A)
Agulha tipo Bergstron Skeletal Muscle Biopsy needle, Popper UCH 14G, com sucgéo,
(B) Agulha tipo trucut.

3.2.1 - Técnica de coleta

1 - Determinacao do ponto de perfuragdo para coleta das bidpsias usando uma fita
métrica milimetrada. Medida da distancia entre a tuberosidade iliaca, em um ponto
médio entre as duas extremidades palpaveis da tuberosidade e o vértice formado
pela inser¢gdo da cauda e a origem aponeurética do musculo semimembranoso
(Figura 9-A). Determinacao do ponto de coleta na exata juncao entre o primeiro e o
segundo terco desta medida (Figura 9-A).

2 - Tricotomia e anestesia local intradérmica com 0,3 ml de lidocaina 2%.

3 - Antissepsia local com iodopolivinilpirrolidona alcodlico.

4 - Pequena incisao cutanea (~0,7 mm) usando-se cabo de bisturi nUmero 3 e lamina

de bisturi nimero 11.
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5 - Introdugéo da agulha UCH até a profundidade de 5 cm, previamente determinada
através de um limitador colocado na agulha.

6 - Coleta da amostra (Figura 9-B).

Obs. Quando foi utilizada a agulha trucut, a perfuragdo da pele com o bisturi e a
utilizagao do limitador de penetracdo foram dispensados, pois, a agulha trucut possui
um bisel cortante suficientemente afiado e marcagbes externas ao longo de seu

corpo.

2 - Gluteo Médio
7 — Semimenbran

_8

L

Figura 9 - Determinagdo do ponto de coleta (A). Tricotomia, anestesia intradérmica e
incisdo para a penetracao da agulha UCH (B).

3.3 - Processamento das Biopsias

3.3.1 - Histoquimica, Imunohistoquimica e Eletroforese
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Feixes de fibras musculares (fasciculos musculares) foram visualizados
com o auxilio de uma lupa sobre gaze embebida em solugao fisiol6gica. Varios
fasciculos foram orientados verticalmente em “tragacanth gum” sobre suporte de
madeira contendo uma identificacdo da amostra. As amostras montadas foram entao
mergulhadas em isopentano previamente resfriado em um recipiente de aluminio
semi-submerso em nitrogénio liquido. Apdés o congelamento, todas as amostras

foram armazenadas em nitrogénio liquido para posterior analise.

Para a realizagdo das andlises as amostras foram retiradas do
nitrogénio liquido e deixadas no criostato por aproximadamente 60 minutos até
atingirem a temperatura de —25 °C. Cortes transversais seriados na espessura de 9
um foram efetuados. Os cortes destinados as reagdes histoquimicas foram
depositados em laminulas de vidro (22 mm?®), enquanto que os destinados a
imunohistoquimica foram depositados em laminas de vidro previamente tratadas com
3-aminopropil-trietoxisilano. Os cortes destinados a eletroforese das miosinas foram
depositados em tubo Eppendorf contendo tampao de extragao.

Os ensaios de histoquimica e eletroforese foram realizados no
Departamento de anatomia do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob a orientacao
do Prof. Dr. Gerson Eduardo Ramos Campos. Os ensaios de imunohistoquimica
foram realizados no Laboratorio de Patologia Experimental do Centro de Atencao
Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da

UNICAMP, sob orientagao do Prof. Dr. Marcelo Alvarenga.
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3.3.2 - Atividade Enzimatica

FragOes das amostras foram acondicionadas em tubos Eppendorf e

diretamente mergulhadas em nitrogénio liquido, onde foram armazenadas para

posterior analise.

3.4 - Andlise das Isoformas da Cadeia Pesada de Miosina (MyHC)

3.4.1 - Preparo da Amostra

Cortes histolégicos congelados (5 a 12 cortes) das amostras de cada
cavalo foram colocados em tubo Eppendorf com 0,5 mL de tampédo de extragao
contendo 10% (w/v) de glicerol, 5% (v/v) de 2-mercaptoetanol e 2,3% (w/v) de
dodecil sulfato de soédio (SDS) em 62,5 mM de tampao TRIS/HCI (pH 6,8). As
amostras foram agitadas e aquecidas em banho maria a 60 °C durante 5 minutos.
Cinco gotas de glicerol foram entdo adicionadas a cada tubo e uma vigorosa
agitacao em agitador (Vortex) foi realizada para uma completa homogeneizagéao da
amostra. As amostras foram entdo re-congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas.

3.4.2 - Protocolo de Separacao (SDS-PAGE)
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A eletroforese foi realizada usando-se gel denaturante em gradiente de
7 a 10% no gel de separacao e 4% no gel de empacotamento, e com uma proporgcao
de acrilamida/bis-acrilamida de 30.8. Utilizamos uma corrida de 17 a 19 horas em
sistema SE 400 da Hoefer ajustado em 120 V. Este protocolo foi padronizado para
separacao de miosinas humanas e de rato por Bar & Pette (1988). Apds a corrida, os
géis foram corados com solu¢do de Comassie Blue (0,1% em acido acético, metanol

e agua na proporcao de 1:4:5 (v/v/v) durante 3 horas.

3.4.3 - Analise Computacional de Imagens

Para a aquisicdo de imagem foi utilizado o Sharp Scanner JX-330
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia), um “scanner’ especializado para géis e
membranas de transferéncia, acoplados a um computador “Pentium”, onde o
software Image Master 1D Elite esta instalado. Este sistema de analise de imagem
combina as etapas de aquisicdo e processamento digital de imagem dos dados
obtidos de géis de SDS-PAGE e membranas de transferéncia. Dentre outros
recursos, estes aplicativos quantificam proteinas, tragam perfis de variagdo de
quantidade de proteinas entre géis, comparam perfis totais de diferentes géis e

determinam o peso molecular.

3.5 — Tipagem de Fibras Musculares

3.5.1 - Preparo da Amostra
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Varios cortes histologicos com 9 um de espessura foram montados em
laminula de vidro para determinagdo da tipologia muscular através da técnica

histoquimica, miofibrilar actino-miosina adenosina trifosfatase (mATPase).

3.5.2 - Reacao Histoquimica para a mATPase

As amostras de musculo montadas em laminulas foram incubadas
inicialmente em trés diferentes meios, dois em pH acido (Broke & Kaiser, 1970) e um
em pH alcalino (Guth & Samaha, 1970). Para a determinacdo do pH ideal das
solucbes de incubagao para a tipagem de fibras musculares equinas, realizamos
uma bateria de reacdes tendo como parametro inicial os valores de pH descritos por
Rivero e colaboradores (1997). As melhores coloragdes foram obtidas usando-se nas
incubac6es em meios acidos pH 4,35 e 4,55, e em meio alcalino pH 10,35. Um ajuste
no pH de incubacao, através da adigdo de solugdes de NaOH ou HCI, do protocolo
para a mATPase é sempre necessario para que haja um ajuste nas tonalidades da

reacao.

3.5.3 - Reacao Histoquimica Catalitica da Atividade de NADH Diaphorase

A capacidade oxidativa dos diferentes tipos de fibras musculares foi
analisada através de coloracdo especifica da reagdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo tetrazélio redutase (NADH-TR) desenvolvida nas seccdes transversais

seriadas de musculo, segundo Dubowitz & Brooke (1973). Cortes congelados de
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amostras de musculo foram incubados a 37°C por 30 min em tampao Tris 0,2 M, pH
7,4, contendo 0,8 mg/mL de NADH, e 1,0 mg/mL de azul de tetrazélio (NBT). Os
cortes foram entéo fixados por 5 min em formaldeido tamponado 5% (v/v) a 4°C, em
pH 7,0. Os cortes fixados foram fortemente enxaguados com agua e montados em
resina Enttelan ® (1.07961.0100 - Merck, Alemanha) sobre laminula de vidro

(22mm?).

3.6 - Determinacao da Area de Seccao Transversal das Fibras - Morfometria

Andlise morfomeétrica foi realizada usando-se uma céamera de alto
desempenho Express-series CCD conectada a um microscépico éptico Nikon E400
Eclipse. Um campo visual contendo 50 fibras das amostras de cada cavalo foi
selecionado para a determinacdo da seccdo transversal. As imagens foram
digitalizadas e a area de seccao transversal foi calculada usando-se o software

Image-pro Express 4.0.
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Figura 10 - Determinacao da area de seccgao transversal através do software Image-
pro Express 4.0 acoplado a camera digital Express-series CCD e microscopico éptico
Nikon E400 Eclipse. As fibras foram identificadas e seus perimetros foram tracados

com o auxilio de um “mouse”.

3.7 - Imunolocalizacao da nNOS - Imunohistoquimica

3.7.1 - Padronizacao da Imunohistoquimica em Cérebro e Cerebelo de Rato

Cortes congelados de encéfalo de rato (12 um) foram utilizados em
ensaio imunohistoquimico pela técnica de imunoperoxidase, visando uma
padronizagdo adequada da diluicdo do anticorpo priméario a ser utilizado. Nestes
ensaios foram utilizados dois diferentes anticorpos anti-nNOS reativos contra
cérebro de rato, camundongo e humano, produzidos em coelho: o anticorpo
produzido pelo laboratério Transduction (610310) e o anticorpo produzido pelo
laboratério Santa Cruz (sc-648). Um painel de diluicoes foi elaborado para cada

anticorpo, que foi testado em cortes de cérebro, cerebelo, ponte, bulbo e medula, nas
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diluicbes de 1:500, 1:250, 1:125, 1:50, 1:25 e 1:10.

Os cortes histoldgicos foram enxaguados (3 vezes, 5 min.) com tampao
fosfato (“phosphate-buffered saline” — PBS), em pH 7,4, e as peroxidases enddgenas
foram bloqueadas usando-se tampao PBS contendo 3% (v/v) de peroxido de
hidrogénio repetindo-se por trés vezes lavagens de trés minutos. Subseqlientemente,
o anticorpo primario policlonal anti-nNOS de cérebro de coelho (nNOS) (BD
Transduction Laboratérios, Lexington, KY) foi diluido a 1:10 em tampao PBS (pH 7,4)
contendo 1% (w/v) de albumina de soro bovina (BSA) e entdo os cortes foram
incubados por uma noite em camara umida a 37°C. Concomitantemente foi realizado
um experimento controle da reagdo imunohistoquimica onde o anticorpo primario foi
substituido por tampao PBS sem o anticorpo. Depois de intenso enxagule (3 vezes, 5
min.) em agua destilada, os sitios onde ocorreu a reagdo de antigeno-anticorpo
foram revelados através da incubacdo dos cortes com o polimero de dextran
EnVision™ (K1491, DAKO) que contém anticorpos anti IgG de rato e coelho, durante
1 h, a 37°C. A ligacao do anticorpo secundario (EnVision™) ao primario foi revelada
pela peroxidagdo da diaminobenzidina (DAB) catalisada pela peroxidase contida no
EnVision™. A solugdo de DAB continha 1% (v/v) de DMSO, 0,5% (v/v) de peroxido
de hidrogénio e 0,6% (w/v) de DAB (Farr & Nakane 1981). A técnica da hematoxilina
de Meyer foi usada como coloracdo de fundo. Apds a coloracdo, os cortes foram
desidratados em alcool absoluto, enxaguados em xilol e montados com resina

Enttelan ® para microscopia.

3.7.2 - Imunolocalizacao da nNOS em Musculo Esquelético Equino
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Cortes transversais seriados obtidos de amostras do musculo gluteo
médio esquerdo usando-se um micré6tomo de congelamento foram depositados sobre
lamina de vidro previamente tratada com 3-aminopropil-trietoxisilano e armazenadas
em biofreezer a -80°C. Os ensaios imunoldgicos foram processados pela técnica
imunohistoquimica de imunoperoxidase.

Visando uma padronizacdo da diluicdo mais adequada do anticorpo
primario a ser utilizado em cortes de musculo, foi elaborado um outro painel de
diluicdes semelhante ao descrito para cortes de encéfalo. Nestes ensaios foram
utiizados os anticorpos policlonais anti-nNOS produzidos pelo laboratério
Transduction, pois, estes anticorpos demonstraram maior reatividade (veja Figura 16
em 4.5.1, pagina 61). Os experimentos seguiram o protocolo descrito em 3.7.1,

pagina 50.

3.8 - Quantificacdo da Atividade Enzimatica da NOS

As amostras congeladas de musculo esquelético equino foram cortadas
em microtomo de congelamento e foram analisadas para atividade de sintese de
oxido nitrico, que foi determinada pelo método da citrulina descrito por Rees et al.
(1995) e modificado por Modolo et al. (2002).

Amostras de musculo, com aproximadamente 10 a 20 mg, de cavalos
sedentarios e treinados, foram cortadas em criostato e homogeneizadas na presenca
e auséncia de Triton-X100 a 1% (v/v) em 500 pL de tampao de extracdo Tris-HCI (50

mM) em pH 7,4 resfriado, contendo 320 mM de sacarose, 10 ug de leupeptina/mL,
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10 pg de inibidor de tripsina de feijao-soja/mL, 2 ug de aprotinina/mL, 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfonil, 10 mM de ditiotreitol e 10 mM de glutationa. O
homogenato foi centrifugado a 10.000 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante das
amostras, com ou sem 1% de Triton-X100, foram usados no ensaio de citrulina.
Quarenta microlitros de cada sobrenadante foram adicionado a 100 uL de Tampéao
de ensaio HEPES (40 mM) pH 7,2, contendo 1 mM de MgCl,, 0,2 mM de CaCly, 20
UM de L-citrulina, 22,5 uM de L-arginina, 50 mM L-valina, 10 uM de FAD, 10 uM de
FMN, 1 mM de ditiotreitol, 50 uM de 6(R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina, 3,5 pg de
calmodulina/mL, 0,1 mM B-NADPH e 0,5 uCi de L-[U-"*Clarginina/mL (Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK). Apds incubacdao de 30 min a temperatura
ambiente, a reacdo foi paralisada adicionando-se 1 mL de Dowex®-Ag 50W (malha
de 200-400, carregada com 8% de Na®) suspenso em tampdo HEPES (100 mM)
contendo 10 mM de EDTA, em pH 5,55 (1:1.5, v/v). A resina foi posteriormente
removida através de centrifugacdo a 10.000 g durante 10 min a 18 °C e 400 uL do
sobrenadante resultante foi adicionado a 3 mL de liquido de cintilagdo. A emissao de
particulas radioativas foi contada em um cintilador Beckman LS 6000. A atividade de
NO sintase foi determinada como sendo a diferenca entre o total de L-[U-'*C]
citrulina produzida em meio de reacdo completo e a L-[U-'*C] citrulina produzida em
meio de reacdo contendo 3 mM de L-NAME. A dependéncia de Ca?* foi verificada

usando-se um meio de reag¢ao contendo 2 mM de EGTA.

3.8.1 - Dosagem de Proteina

55



3 —Mat eriais e mét odos

As concentragdes de proteina foram determinadas pelo método de
“Coomassie blue” (Bradford, 1976) usando-se reagente para proteinas Bio-Rad e

BSA a 0,1% como padrao.

3.9 - Andlise Estatistica

Todos os dados foram analisados usando-se o Student’s t-teste e
ANOVA seguido de teste de Tukey. O teste de Kruskal-Wallis também foi usado
porque para um pequeno numero de amostras, analises preliminares indicaram que
um teste ndo paramétrico e o uso da mediana, ao invés da média dos dados, seria

mais apropriado para comparagdes entre 0os dois grupos de cavalos.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Cadeia Pesada da Miosina (MyHC)

As andlises das cadeias pesadas da miosina (MyHC) das bidpsias do
musculo gluteo médio esquerdo dos nove cavalos sedentarios e dos nove cavalos
treinados para enduro identificaram as trés isoformas de MyHC, cujas expressdes
em musculo esquelético equiino ja foram anteriormente descritas por outros autores
(Rivero et al., 1996a). Estas isoformas de MyHC foram claramente separadas pela
suas mobilidades especificas em eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE.
A MyHC | foi a banda de mais rapida migragdo (banda inferior), MyHC IIx
apresentou uma migracgao intermediaria (banda intermediaria) e MyHC lla foi a banda
que apresentou a mais lenta migragdo (banda superior), como ficou mostrado pela

coloragao de “Coomassie Blue” dos géis de eletroforese (Figura 11).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
s ey e ol Gk bonid i MHC lla
GS B o LT T T T ——MHCIIx
- SMHCI

1 2 3 4 5 6 7 8 9
MHC lla
GT o0 D Comi T et E == MHCIIx
MHC |

Figura 11 - Gel de eletroforese de bidpsias do musculo gliteo médio esquerdo,
removidas a profundidade de 5,0 cm., de nove cavalos sedentarios (GS) e nove
cavalos treinados para enduro (GT). As isoformas da cadeia pesada da miosina
(MyHC) foram identificadas como MyHC I, MyHC lla e MyHC lIx.
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O contetdo de MyHCs da amostra de cada cavalo foi quantificado
através de densitometria e os valores das porcentagens relativas de cada MyHC dos
dois grupos de cavalos foram calculadas. Apesar da variabilidade individual
observada no conteudo de MyHC, foi possivel verificar uma diferenciada distribuicao
dos tipos de fibras musculares entre o grupo GS e o grupo GT (Figura 12). No grupo
de cavalos treinados (GT) foi observada uma porcentagem relativa significativamente
mais alta (P = 0,047) da isoforma MyHC lla (56.5% contra 46.0% no grupo GS) e,
consequientemente, uma também significativa (P = 0,031) menor porcentagem
relativa da isoforma MyHC IlIx (15,0% contra 29,4% no grupo GS). Os cavalos
treinados também apresentaram uma maior porcentagem relativa da isoforma MyHC
I (28,7% contra 24,4% no grupo GS). Contudo, esta diferenga nao foi significativa (P

> 0,05).

A Figura 11 também mostra que os individuos do grupo sedentario
(GS) apresentaram variagoes significativas na expressao das miosinas, evidenciando
uma variabilidade fenotipica, muito provavelmente devida a uma diversidade
genotipica. Alguns individuos do GS apresentaram um perfil de isoformas de
miosinas semelhante ao perfil apresentado por cavalos pertencentes ao grupo
treinado (GT), que se caracterizou por uma baixa concentragéo da isoforma MyHC
lIx, e uma maior porcentagem relativa das isoformas MyHC | e lla (Figuras 11 e 12).
Também pode ser visto no GT, individuos com um perfil de miosinas semelhante a
média dos membros do GS, onde ocorre uma mais alta porcentagem relativa da

isoforma MyHC IIx, e conseqlentemente uma menor porcentagem relativa das
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isoformas MyHC | e lla (Figuras 11 e 12). Os resultados individuais de todos os

cavalos estao descritos nos apéndices | e Il (paginas 111 e 112).

MIOSINAS (MyHC)
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(GS) Grupo Sedentario (GT) Grupo Treinado

Figura 12 - Concentracdes relativas das isoformas de miosinas MyHC I, MyHC lla e
MyHC IIx em musculo gliteo médio esquerdo de cavalos sedentarios (GS) e
treinados (GT) para enduro. (*) Significativamente diferente de GS.

4.2 - Tipagem Muscular

Para a classificagdo dos diferentes tipos de fibras musculares
constituintes do musculo gluteo médio de cada cavalo pertencente aos grupos GS e
GT, foi utilizada a reacao histoquimica baseada na atividade de ATPase da cabeca
da miosina.

A Figura 13 mostra um painel descritivo das diferentes intensidades da
reacao histoquimica para a mATPase em cortes transversais de amostra de musculo
obtida de um cavalo pertencente ao grupo sedentario (GS), e pré-incubadas em
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diferentes pHs. Em (A), a pré-incubacao no pH de 4,55 mostra quatro diferentes tipos
de fibras musculares. As fibras do tipo [, IIA, 11X e IIAX. Em (B), no pH acido de 4,35
as fibras do tipo Il séo inibidas e apenas as fibras do tipo | sdo coradas. Em (C), no
pH 10,35, as fibras do tipo | sdo inibidas, corando-se apenas as fibras do tipo Il. Os
sub-tipos das fibras do tipo Il puderam ser distinglidos pelas diferengas na atividade
de hidrélise de ATP demonstradas no pH 4,55, onde as fibras “puras” do tipo IIX
apresentam uma alta atividade enquanto as fibras “puras” do tipo IIA apresentam
baixa atividade, quando comparadas as fibras do tipo |. Também, neste mesmo pH
(4,55), uma fibra considerada “hibrida” pode ser identificada devido a sua intensidade

de atividade de mATPase, que é intermediaria entre a tipo IIA e a do tipo IIX.
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I  NA lIAX lIX "¢

Figura 13 - Reacéo histoquimica para a mATPase em corte transversal de musculo
gliteo meédio esquerdo de um cavalo sedentario. A tabela no canto superior
esquerdo da figura mostra a intensidade da atividade ATPésica das miosinas em pH
455 e 4,35 (A e B) e 10,35 (C). No pH intermediario de 4,55 (A) diferentes
intensidades da reacao da mATPase identificam quatro tipos de fibras: |, fibra tipo I;
lIA, fibra tipo lIA; IIX, fibra tipo 11X; [IAX, fibra hibrida do tipo IIAX. Ampliagéo original,
200 X.

Portanto, a analise histoquimica para a mATPase permitiu a
identificagcdo de trés grupos de tipos “puros” de fibras musculares, que incluem as
fibras lentas oxidativas (tipo 1), as fibras rapidas oxidativas e glicoliticas (tipo IIA) e as
fibras rapidas glicoliticas (tipo IIX) e também uma fibra “hibrida” oxidativa e glicolitica
(tipo 1IAX). Fibras musculares “hibridas” do tipo C nao foram identificadas pela

técnica de mATPase, provavelmente porque estas fibras normalmente representam,
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em musculo esquelético equino, uma populagdo pouco consideravel (1-2%) (Rivero
et al., 1993). Este tipo de fibra muscular somente foi identificado em musculo eqino
através de técnica imunohistoquimica (Rivero et al., 1996a).

A distribuicdo dos diferentes tipos de fibras, que foram tipadas
conforme seu conteudo predominante de miosinas em cada grupo de cavalos, foi
quantificada e os conteudos relativos médios destas fibras estdo mostrados na
Figura 14. O musculo gluteo médio de cavalos sedentarios mostrou, na profundidade
de 5,0 cm, ser composto predominantemente de fibras “puras” rapidas oxidativas e
glicoliticas do tipo IIA (39,3%), e fibras rapidas glicoliticas do tipo 11X (31,4%),
possuindo ainda uma populacao significativa de fibras lentas oxidativas do tipo |

(25,1%). As fibras hibridas do tipo IIAX corresponderam a 4,1% da populacao total.

TIPOS DE FIBRAS
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Figura 14 - Distribuicdo relativa dos quatro diferentes tipos de fibras musculares
identificados no musculo gluteo médio esquerdo de cavalos sedentarios (GS) e
treinados (GT). (*) Significativamente diferente de GS.
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O musculo esquelético de cavalos pertencentes ao grupo treinado (GT)
apresentou uma maior porcentagem relativa média de fibras “puras” lentas oxidativas
do tipo | (29,1%), de fibras “puras” rapidas oxidativas e glicoliticas do tipo llA (52,6%)
e de fibras “hibridas” do tipo IIAX (5,3%) quando comparada com as médias do grupo
GS (tipo | 25,1%, tipo IIA 39,3% e tipo IIAX 4,1%, respectivamente). Entretanto, a
andlise estatistica destas médias demonstrou diferenca significativa (P>0,05) apenas
para as fibras do tipo IIA. A porcentagem relativa média das fibras puras rapidas
glicoliticas do tipo IIX foi significativamente menor (P<0,01) no grupo GT (12,8%),
quando comparado com o grupo GS (31,4%). A Figura 14 também mostra que as
diferencas entre os grupos GS e GT, observadas na composicao dos tipos de fibras
musculares do musculo gliteo médio esquerdo, estdo correlacionadas com as
diferencas encontradas no conteudo relativo de MyHC (Figura 11). Os resultados
individuais de todos os cavalos estdo descritos nos apéndices | e Il (paginas 111 e

112).

4.3 - Histoquimica para NADH Desidrogenase

Usando-se cortes transversais seriados de fasciculos musculares,
combinamos a tipagem muscular, baseada nas miosinas, com a reagao histoquimica
para a NADH desidrogenase. Desta forma, caracterizamos o perfil metabdlico de
cada tipo de fibra. Como pode ser visto na Figura 15 (B e D), as fibras do tipo |
mostraram uma alta atividade de NADH diaforase, enquanto as fibras do tipo 11X

apresentaram uma baixa atividade para esta mesma reacgao, caracterizada por uma
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fraca intensidade de coloragao pelo azul de tetrazélio. As fibras do tipo IlA e as fibras
do tipo IIAX mostram um nivel intermediario de atividade de NADH diaforase. Este
resultado mostra que uma decrescente capacidade oxidativa (I > A > IIAX > [IX)
esta relacionada diretamente com a tipagem muscular pela atividade de mATPase
(Figura 15, A e C).

Além disso, a marcagao pela NADH diaforase foi mais forte em todos
os tipos de fibras musculares dos cavalos pertencentes ao grupo GT (Figura 15, D).
Esta diferenga pode ser melhor visualizada comparando-se a coloragéo das fibras do
tipo IIX de cavalo treinado com as mesmas fibras de cavalo sedentério. Este
resultado sugere um maior numero de mitocondrias nas fibras musculares de cavalos
treinados e estaria de acordo com prévias observagées de que o treinamento de

resisténcia induz uma adaptacao oxidativa no musculo (Pette & Staron, 2001).
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Figura 15 - Comparacgao entre a reacao histoquimica para a mATPase (A e C) e
para a NADH diaphorase (B e D) em seccado transversal de amostras de musculo
gluteo médio esquerdo de cavalo sedentario (A e B), e de cavalo treinado (C e D),
mostrando uma mais forte marcacdo na amostra do cavalo treinado. As mesmas
fibras estdo assinaladas em ambas as reagdes. No cavalo sedentario as fibras
musculares apresentam uma crescente marcagao (capacidade oxidativa) no seguinte
sentido: | > IIA > [IAX > lIX. No cavalo treinado as fibras musculares apresentam a
seguinte ordem de intensidade de marcacéo: | = [IA > [IAX > 1IX.

4.4 - Area de Secgao Transversal

A Tabela Il mostra as médias + EPM (em pm?) das &areas de secgao

transversal dos tipos de fibras dos cavalos sedentarios e treinados.
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Tabela Ill — Area de seccéo transversal (um?) dos quatro diferentes tipos de fibras
musculares identificados no muasculo gliteo médio de cavalos sedentarios (GS) e
treinados (GT). Os valores estdo em médias + EPM de um total de 50 fibras de cada
um dos nove cavalos de cada grupo. Nao foi encontrada diferenga significativa entre
GS e GT, para qualquer um dos tipos de fibra, usando-se tanto testes estatisticos

parameétricos como nao-paramétricos.

Tipos de fibras GS GT
I 1813 + 84 1912 + 63
lIA 2130 + 66 2221 + 79
IIAX 2305 +118 2305 * 164
X 2433 + 61 2367 =100

As fibras do tipo | e IIA de cavalos treinados apresentaram uma maior
area de seccao transversal, embora esta diferenca, comparada aos resultados do
grupo GS nao tenha sido significativa (P>0,05). Nao foi encontrada nenhuma
diferenca, entre os dois grupos de cavalos, nos tamanhos das fibras “hibridas” do
tipo 1IAX, enquanto que a area de secc¢ao transversal das fibras do tipo 11X foi menor
nas amostras dos cavalos treinados (P>0,05). Embora as diferencas relativas as
areas de seccéo transversal dos diferentes tipos de fibras encontradas entre os dois
grupos de cavalos ndo tenham sido significativas, os resultados indicam uma
tendéncia de hipertrofia das fibras lentas (tipo ) e rapidas (tipo 1l1A) e uma atrofia das
fibras rapidas do tipo IIX. Além disso, os resultados da morfometria mostram que as
diferencas observadas nos tamanhos das fibras musculares dos dois grupos de
cavalos também estdo diretamente correlacionadas com as diferencas observadas

na expressao das MyHCs e na tipagem muscular baseada na atividade de mATPase.
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4.5 - Imunolocalizacao da nNOS

4.5.1 - Imunolocalizacao da nNOS em Ceérebro e Cerebelo de Rato

Os ensaios realizados em cérebro e cerebelo de rato, onde testamos a
reatividade dos anticorpos anti-nNOS produzidos pelos laboratérios Santa e Cruz e
Transduction, revelaram uma forte marcacdo em corpos celulares de neurdnios
piramidais da segunda camada do cértex cerebral (Figura 16, B), e uma moderada
marcacgao nas células de Purking no cerebelo (Figura 16, D e E). A Figura 16 (A) e
(C) mostram reagdes negativas para a nNOS, nos mesmos campos visuais
mostrados em (B), (D) e (E), onde o anticorpo primario foi substituido por tampéao
PBS. O anticorpo nNOS produzido pelo laboratério Transduction, mesmo em
diluicbes maiores, apresentou uma marcagdo mais forte em todos os cortes
histologicos testados (Figura 16, D). Por este motivo, este anticorpo foi escolhido
para ser utilizado nos experimentos com amostras musculares. A expressdo da
nNOS também foi demonstrada no plexo coridide do cérebro de rato (resultado nao

mostrado).
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Figura 16 — Imunohistoquimica da nNOS em cérebro e cerebelo de rato. Cérebro de
rato: (A) Controle negativo e (B) imonolocalizacdo da nNOS em corpos celulares de
neurbnios piramidais, usando-se anticorpo Transduction - 1:50. Cerebelo de rato: (C)
controle negativo; (D) Imunomarcagao para a nNOS em células de Purking, usando-
se anticorpo Transduction 1:50 e (E) imunomarcacéao para a nNOS em células de
Purkinje usando-se anticorpo Santa Cruz - 1:10. (F) Diagrama esquematico de duas
folhas do cerebelo mostrando o arranjo das células e das fibras no cortex cerebelar
(Machado, 1981). Ampliagéo original 400X (C, D e E) e 1000X (A e B).
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4.5.2 - Imunolocalizacao da nNOS em Musculo Esquelético Eqliino

A andlise imunohistoquimica das amostras musculares, coletadas
através de bibdpsias de cavalos sedentarios e treinados, revelaram uma reacao
positiva em todas as amostras testadas contra o anticorpo policlonal anti-nNOS
(Transduction Lab.). A imunolocalizacdo da nNOS apresentou uma forte marcagao
nas amostras de muasculo dos animais do grupo GT (Figura 17, A), quando
comparado com os resultados do grupo GS (Figura 17, B). A marcacao da nNOS nas
amostras de cavalos sedentarios mostrou-se fraca e praticamente restrita as areas
subsarcolemais, sugerindo ser uma proteina ancorada a membrana, como o
“splicing” alternativo da nNOS, a nNOSp. Diferentemente, a imunolocalizagdo da
NNOS em mdasculo de cavalos treinados apresentou uma forte marcacao,
especialmente nas dreas subsarcolemais, mas também em toda a superficie da fibra,
sugerindo que outros “splicings” alternativos da nNOS, além da nNOSy, podem estar
sendo expressos nestes individuos sob condi¢cdes de exercicio, como a nNOSa, a
NNOSB e/ou a nNOSy. Nenhuma reacao positiva foi visualizada nas amostras
usadas como controle negativo (Figura 17, C), onde o anticorpo primario anti-nNOS
foi substituido por tampao. Nestas amostras a marcagao dos nucleos celulares pela
hematoxilina de Meyer pode ser claramente observada. A Figura 17 (D) mostra o
mesmo campo visual da Figura 17 (C), mas neste caso o corte histologico foi
incubado com o anticorpo primario anti-nNOS. A Figura 17 também mostra que a
marcagao para a nNOS apresenta uma distribuicao heterogénea na superficie do

tecido muscular, indicando a ocorréncia de uma expressao diferenciada entre os
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diferentes tipos de fibras musculares.
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Figura 17 - Imunocoloracdo para a nNOS em musculo gliteo médio de cavalos
sedentarios e treinados. Reacdo positiva para a nNOS em cavalo treinado (A) e
sedentario (B). (C) e (D) sdo cortes transversais seriados subseqlientes de musculo
de um cavalo treinado. Em (C) o anticorpo primario anti-nNOS foi substituido por
tampao PBS (controle negativo). Em (D) a marcacdo positiva em reagao
imunohiostoquimica completa para a nNOS. Os tipos de fibras musculares foram
determinados pela reagdo histoquimica para a mATPase e comparada a
histoquimica para a NADH-diaforase. O painel (B) é uma ampliacdo de uma secgao
transversal seriada subsequente aos cortes histolégicos usados na tipagem muscular
mostrados na Figura 13 (A-C) e na Figura 15 (A) e (B). Ampliagcao original, 400 X.
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Realmente, comparando-se a reagado imunohistoquimica para nNOS
com as reacgdes histoquimicas para a mATPase e a NADH diaphorase, cujos cortes
histolégicos seriados foram processados sequiencialmente, podemos correlacionar a
expressdo da nNOS com a tipagem das fibras musculares. A Figura 15 (A) e (B)
mostra a histoquimica para a mATPase (15-A) e para a NADH-TR (15-B) em uma
area de tecido muscular de um cavalo sedentario, enquanto a Figura 17-B mostra o
mesmo campo visual de um corte subseqlente marcado pela reacdo
imunohistoquimica da nNOS. Como pode ser visto, a marcacao da nNOS aconteceu
principalmente nas areas subsarcolemais das fibras “puras” rapidas oxidativas e
glicoliticas do tipo IIA e das fibras “hibridas” rapidas oxidativas e glicoliticas do tipo
lIAX. As fibras rapidas glicoliticas do tipo IIX e lentas oxidativas do tipo | ndo estédo
marcadas. Como resultado desta ndo marcacdo pela nNOS, uma marcacédo de
organelas basofilas pela hematoxilina (azul) pode ser visualizada como uma
coloracao diferencial de fundo nestes dois tipos de fibras. Uma forte coloracao azul
nas fibras do tipo | contrasta com uma fraca coloracéo nas fibras do tipo IIX. A Figura
17 (A) também mostra que a marcagao mais forte para a nNOS, observada tanto na
periferia como no citoplasma de amostras de cavalos treinados, corresponde a fibra
“pura” rgpida oxidativa e glicolitica do tipo IIA. Além da fibra IlA, as fibras do tipo 11X
de cavalos do grupo treinado também apresentaram reacao positiva para nNOS em
contraste com o0s cavalos sedentarios. As fibras lentas oxidativas do tipo | nao
demonstraram expressar a nNOS em nenhuma das duas condi¢des analisadas,
sedentarismo e treinamento. A analise conjunta de todos os resultados mostra que o

nivel de expressao e a localizagdo subcelular da nNOS no musculo gluteo médio
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equino sao influenciadas pela tipologia muscular e alterada pelo treinamento de

resisténcia.

4.6 - mATPase e Localizacao da NOS em “Ring Fibers”

As fibras musculares em forma de anel (“ring fibers”) sdo pouco
estudas do ponto de vista bioquimico, e sua significancia € controversa. Entretanto,
sua ocorréncia estd bem descrita, associada a inUmeros processos degenerativos
musculares, tais como: miopatias crdénicas, atrofia muscular de origem espinhal e
artrite reumatdide. Nestas fibras ocorre uma orientacdo anormal das miofibrilas. Sua
ocorréncia foi descrita pela primeira vez em 1893 (Dubowitz & Brooke, 1973).

Pode-se notar claramente na Figura 18 (B) e (D), que a fibra
identificada com um asterisco é uma fibra do tipo | e esta incrustrada dentro de uma
fibra do tipo Il. Esta fibra foi encontrada em biépsia de um equino sadio pertencente
ao grupo sedentario (GS 5). Um interessante achado mostrado nesta amostra de

musculo, foi uma forte marcagao para a nNOS nesta “ring fiber” (Figura 19).
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Figura 18 - Reacao histoquimica para a mATPase no pH 4,55 (A) e 4,35 (B), e no pH
10,35 (D), e a reacéo para a NADH desidrogenase (C). A analise dos diferentes pHs
mostra a diferenciacdo entre as fibras dos tipos | e Il, e a provavel expressdo da
MyHC | dentro de uma “ring fiber” contida em uma fibra do tipo II.

Figura 19 — Imunohistoquimica positiva para a nNOS na “ring fiber”. Idéntico campo
visual mostrado na figura 18.
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4.7 - Atividade de Oxido Nitrico Sintase

Conforme pode ser observado na Figura 20 (A), A atividade de 6xido
nitrico sintase, determinada na fracao sollivel dos homogenatos de musculo equino,
nao apresentou diferenca significativa entre os grupos GS (44,5 + 2,1 pmol L-[U-
"4Cleitrulina h' mg™, n=9) e GT (42,8 + 1,2 pmol L-[U-"*C]citrulina h™" mg™, n=9). A
determinagdo da conversdo de L-arginina para L-citrulina na presenca de EGTA
permitiu verificar que a atividade NOS na fragéo soluvel é predominantemente do
tipo Ca?*-dependente (36,1 + 3,7 e 35,7 + 3,8 pmol L-[U-"*C]citrulina h™" mg™ para
amostras do GS e GT, respectivamente), (Figura 20, A). Diferente resultado da
atividade da NOS foi encontrado a nas fragdes particuladas, obtidas pela extragdo
com Triton X-100 1% (Figura 20, B). Nestes ensaios a atividade da NOS foi maior
nos animais treinados (GT). Uma atividade da NOS em torno de 300% maior (163,7
+ 36,1 pmol L-[U-"*CJcitrulina h™" mg™) foi demonstrada em amostras do grupo GT,
quando comparada com os valores obtidos para as amostras do grupo de GS (55,1 +
10,0 pmol L-[U-"*C]citrulina h™" mg™). As atividades da NOS nas fracdes particuladas
das amostras dos grupos GT e GS apresentaram dependéncia parcial de Ca2* (70,0

+ 38,8 € 36,7 + 5,7 pmol L-[U-"*C]citrulina h™" mg™, respectivamente) (Figura 20, B).
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Figura 20 - Atividade de Oxido nitrico sintase em amostras de musculo de cavalos
sedentéarios (GS) e treinados (GT). O tecido foi homogeneizado sem (A) e com (B)
Triton X-100 1%, em meio contendo todos os co-fatores da NOS e, em seguida, os
sobrenadantes foram analisados para atividade NOS. Os resultados foram expressos
como a diferenga entre a formagédo total de L-[U-'*C]citrulina em meio de reacéo
completo e aquela produzida em meio contendo 3 mM de L-NAME (sensivel a L-
NAME) ou 2 mM de EGTA (dependente de Ca®*). Cada barra representa a média +
EPM de dois experimentos processados em triplicata. *P <0.05 (Student’ t test).
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5 - DISCUSSAO

5.1 — Tipagem muscular. Miosinas, mATPase e NADH desidrogenase

As diferencas observadas no feno6tipo muscular de cavalos sedentérios
e treinados, presumivelmente induzidas pela pratica desportiva e evidenciadas tanto
pelo perfil da expressdo das isoformas de miosina como pela tipologia das fibras
musculares, estdo em concordancia com estudos prévios sobre o efeito do
treinamento de resisténcia realizados em equinos (Rivero et al, 1993, 2000).
Naqueles trabalhos foi demonstrado que o treinamento de longa distancia e duracao,
realizado em baixa intensidade, resulta em um aumento na porcentagem relativa de
fibras lentas oxidativas (tipo |) e de fibras rapidas oxidativas e glicoliticas (tipo 11A),
enquanto que, a porcentagem relativa das fibras rapidas glicoliticas (tipo 11X) diminui.
Além disto, também ocorre um aumento na porcentagem relativa de fibras hibridas,
como as do tipo IIAX, e um concomitante aumento na area de seccao transversal das
fioras musculares que se correlaciona positivamente com a interconverséo
miofibrilar. Estas alteracées sdo consideradas adaptacdes induzidas resultantes de
um programa de treinamento de resisténcia em cavalos (Rivero et al., 1993, 2000).

Os resultados referentes a tipologia muscular, descritos no capitulo
anterior, mostram uma caracterizacao fenotipica bem definida, distinglindo os
cavalos sedentarios dos treinados. Mesmo tendo sido usado um modelo biolégico
experimental com dois grupos independentes de cavalos, a caracterizacdo destes
dois grupos (GS e GT) permitiu tragar uma correlagédo entre a tipologia muscular e a

expressao da nNOS, e o efeito do treinamento sobre ambos.
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Esta diferenciacao valida nossa avaliagdo sobre os efeitos da préatica da
disciplina de enduro equestre, que pode ser definida como sendo um treinamento de
resisténcia onde predomina exercicios de baixa intensidade e longa duragao, na
expressao da nNOS em musculo esquelético equlino. Freqlentemente, estudos
objetivando a avaliagdo dos efeitos do treinamento sobre o tecido muscular séo
realizados usando-se amostras dependentes, onde os individuos sdo avaliados antes
e apos o treinamento.

Apesar de uma boa distincdo entre os dois grupos de cavalos,
demonstrada na tipologia muscular, foi observada uma variabilidade fenotipica entre
individuos do mesmo grupo. Esta variabilidade individual determina fendétipos
musculares mais ou menos apropriados para o exercicio de resisténcia. Na Figura 21
podemos observar nas imagens dos géis, as bandas de miosinas e na tabela ao
lado, a porcentagem relativa para cada isoforma. O cavalo 6GT apresenta um perfil
de miosinas semelhante a um perfil de um cavalo sedentario representado pelo
cavalo 7GS. Resultado similar e diametralmente oposto esta representado pelo
cavalo 9GS que apresenta um perfil de miosinas semelhante a de um cavalo treinado

representado por 4GT.
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4GT | 6GT |7GS [ 9GS
MyHC

lIA | 66,4 | 42,6 | 33,6 | 55,4

[1).¢ 6,4 | 425 | 59,4 | 6,6

GT GT GS GS 1 | 272|139 | 70 | 38,0

Figura 21 - Separagédo das miosinas dos cavalos pertencentes ao GS (7 e 9) e dos
pertencentes ao GT (4 e 6) mostrando na tabela ao lado as porcentagens relativas

de cada isoforma de MyHC.

Individuos, linhagens ou ragas de cavalos com um perfil de miosinas
com um conteudo relativo mais alto de fibras oxidativas dos tipos | e IIA, e
consequentemente, baixa porcentagem relativa de fibras glicoliticas do tipo IIX,
podem ser considerados, do ponto de vista do metabolismo muscular, geneticamente
mais adaptados para a pratica do enduro equestre. A Figura 22 mostra o perfil de
miosinas e suas correspondentes porcentagens relativas de trés cavalos (3GT, 9GS
e 8GT) que sao filhos de um mesmo reprodutor em diferentes éguas. Este resultado
sugere que a semelhanca apresentada em seus resultados possui um determinante
hereditario, que aparenta ter mais influencia sobre o fendtipo muscular do que o
treinamento. Portanto, a tipagem muscular pode se tornar uma ferramenta
diagnostica importante para se determinar precocemente uma habilidade atlética

individual, e monitorar periodicamente as adaptacdes desejaveis do tecido muscular.
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3GT | 9GS | 8GT
MyHC

3 9 8 % % %
1A 62,4 | 55,4 | 53,3
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1 34,6 | 38,0 | 42,3

Figura 22 - Separacdo das miosinas dos cavalos pertencentes ao GT (3 e 8) e um
cavalo pertencente ao GS (9) mostrando na tabela ao lado as porcentagens relativas
de cada isoforma de MyHC. Todos os trés cavalos sao filhos do mesmo reprodutor.

5.1.1 - Predicao do desempenho atlético pela tipagem muscular

No cavalo como no atleta humano, a performance esportiva em
qualquer disciplina depende de um grande numero de fatores favoraveis intrinsecos
e extrinsecos. Os atributos neurosensoriais, a capacidade cardio-respiratoria, as
propriedades contrateis dos musculos e as caracteristicas locomotoras individuais
sao os principais fatores intrinsecos implicados no esforco fisico. Portanto, o
desempenho esportivo é uma aptiddo complexa e de muito dificil predigao.
Deixando-se de lado aspectos ambientais, poderiamos dizer que o desempenho
atlético é medianamente correlacionado com a composicdo muscular. Os criadores
de cavalos de corrida ja constataram empiricamente, ha séculos, a possibilidade de
selecionar indiretamente caracteristicas musculares através da andlise de

desempenho em corridas.
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Estudos sobre o determinismo da tipologia muscular mostraram o
envolvimento do sistema nervoso na diferenciacdo das fibras musculares. Esta
interferéncia reguladora neuronal é evidente em todas as fungcbes organicas, e
especialmente marcante nas caracteristicas comportamentais de equinos. Sua
reatividade durante o esforco fisico e seu temperamento, aspectos facilmente
percebidos por qualquer cavaleiro, ndo s@o caracteristicas independentes de suas
caracteristicas metabdlicas musculares. Sao caracteristicas fisioldégicas e
metabdlicas particulares que demonstram o conceito empirico de “cavalo de sangue”.
Em corridas de resisténcia a tipologia muscular favorece, e muito provavelmente é
fator determinante, mas néo limitante, na avaliagdo do potencial atlético individual.
Semelhante determinismo do fenétipo muscular também envolve as competicdes
rapidas de curtas distancias, onde uma tipologia adequiada € um importante fator de

bom desempenho.

5.1.2 - Perspectivas quanto a utilizacao da tipologia muscular na selecao

eqtina

Uma aplicacdo da tipagem muscular na selegcdo de cavalos para
esporte requer, inicialmente, uma demonstracéo de que certas tipologias musculares
sdo mais favoraveis a préatica de determinadas disciplinas equestres. Posteriormente,
se faz necesséario estimar a herdabilidade das caracteristicas histologicas e
bioguimicas dos principais musculos implicados no esforgo. Em atletas humanos, a
tipologia muscular é sem duvida um parametro diretamente relacionado com o

desempenho atlético em disciplinas que apresentam um componente fisico e
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metabdlico dominante, tais como: corridas curtas, corridas de meio-fundo, maratona,
salto, corrida de ski (Barrey et al, 1994). Em cavalos, falta demonstrar ainda, a
existéncia de aspectos ligados a especializacado para a corrida, tendo como foco a
distribuicdo das fibras rapidas. O conhecimento dos principais fatores que
influenciam a tipologia muscular no cavalo demonstra uma relativa importancia da
idade, do treinamento e também da genética. Os efeitos da raca do cavalo e de sua
herdabilidade média s&o variaveis bem demonstradas em outras espécies de
mamiferos e fortes argumentos em favor de uma significativa influéncia da origem
genética sobre a composicao de fibras rapidas e lentas na musculatura de equinos.
Com o desenvolvimento de novas técnicas de caracterizagdo da tipologia muscular,
que permitam uma analise precisa, rapida, e a custo acessivel, as aplicacées

genéticas desta metodologia mostram-se promissoras.

5.2 — Expressao da nNOS e atividade de nNOS

A expressdo da nNOS em cerebelo de rato sadio apresentou uma
controversa localizagcdo. Baader et al., (1996) demonstraram a sua expressao em
células em forma de cesto e em células granulosas, mas nao em células de Purkinje.
Em cerebelo de ratos submetidos a neurectomia unilateral do oitavo par craniano
(vestibulococlear), Pisu et al. (2002) evidenciaram um aumento na expressao da
nNNOS nas células de Purkinje cerebelares contralaterais.

Uma extensa revisdo na literatura nao revelou nenhum trabalho

envolvendo a expressdo da nNOS em mdusculo esquelético equino. Assim,
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acreditamos que o presente trabalho descreve pela primeira vez a expressao da
isoforma nNOS em musculo esquelético equino, que pbéde ser imunolocalizada
usando-se anticorpo policlonal anti-nNOS de cérebro de coelho. Nossos resultados
mostram que a nNOS no musculo gliteo médio de cavalos sedentarios é expressa
predominantemente nas dreas subsarcolemais, como acontece em outros mamiferos
(Grozdanovic et al., 2001; Planitzer et al., 2001), sugerindo que esta proteina
marcada por reacdo imunohistoquimica corresponde ao “splicing” alternativo da
nNNOS, denominado nNOSu. A nNOSu é conhecida por ser um componente do
complexo glicoprotéico da distrofina, associada ao sarcolema das fibras musculares
esqueléticas (Bredt 2003). Além disso, especialmente em cavalos treinados para
enduro, o anticorpo anti-nNOS detectou a expressdo de uma proteina com
reatividade para nNOS na regido citoplasmatica. Considerando-se que ndo ocorra
imunidade cruzada entre o anticorpo anti-nNOS produzido pela Transduction e as
outras isoformas de NOS, é provavel que esta proteina corresponda a um dos
“splicings” alternativos da nNOS que sdo expressos no citoplasma, como a nNOSP e
a nNOSy, cujos peptideos sdao muito parecidos com a nNOS e podem ser
reconhecidos pelo anticorpo utilizado (Mungrue et al., 2003).

Também foi demonstrado neste trabalho que cavalos treinados para
resisténcia apresentam niveis mais altos de expressdo de nNOS que os cavalos
sedentarios. Em ratos submetidos a treinamento de resisténcia um aumento de
300% na atividade da nNOS foi demonstrado por Vassilakopoulos e colaboradores
(2003), enquanto que em humanos o exercicio de resisténcia ndo induziu altera¢des

na expressdo da nNOS (Frandsen et al. 2000). Estes ultimos autores néao
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encontraram mudangas significativas na expressdo da nNOS em musculo
esquelético de atletas humanos treinados durante seis semanas. Esta discrepancia,
com os resultados mostrados neste trabalho, poderia ser atribuida as diferencas
metabdlicas entre as espécies pois, em humanos a expressdao da nNOS foi
demonstrada apenas nas fibras do tipo | (Kobzik et al.,, 1995), ou a aplicacao de um
estimulo insuficiente (protocolo de treinamento), incapaz de induzir altera¢cdes na
tipologia muscular dos atletas humanos. Todos os cavalos pertencentes ao grupo
treinado, usados neste estudo, foram treinados durante longos periodos e exibiam
em seus registros desportivos experiéncia de alguns anos em competicées de longa
distancia. Portanto, a expressao aumentada da nNOS no grupo de cavalos treinados
parece constituir uma adaptagdo muscular induzida pelo treinamento de resisténcia,
cujas possiveis e provaveis implicagbes fisiologicas do NO sobre o musculo
esquelético em condicbes de exercicio, levantam inimeros e intrigantes
questionamentos.

Nas fibras musculares esqueléticas equinas foi também observada uma
distribuicdo heterogénea da nNOS. Diferentemente da expressdao da nNOS em
musculo esquelético de humanos (Frandsen et al,, 1996) e similar ao descrito em
roedores (Kobzik et al., 1995), a expressao da nNOS em musculo equino foi maior
nas fibras de contragdo rapida, ou seja, as do tipo Il. Uma alta expressdo da nNOS
nas fibras oxidativas e glicoliticas do tipo [IA em musculo equino, coincide com os
resultados demonstrados em musculo esquelético de rato (Planitzer et al., 2001).

Uma expressao diferenciada da nNOS (e/ou de seu “splicing”

alternativo, nNOSp) em musculos esqueléticos sugere que o NO possa ter um
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importante papel regulatério no metabolismo energético das fibras musculares. A
comparacao entre a expressao da nNOS e a tipologia das fibras musculares
esqueléticas equlinas evidenciou uma maior expressao desta enzima nas fibras
mistas (oxidativas e glicoliticas) do tipo IIA e nas fibras hibridas do tipo IIAX. Esta
distribuicdo da NOS poderia propiciar uma interessante ambigua regulagao
metabdlica do Oxido nitrico sobre as fibras musculares. Esta regulagdo seria
dependente do tipo de estimulo neuronal. Sob estimulo de alta voltagem, o NO ao
inibir a citrocromo C oxidase, diminuindo a respiracdo mitocondrial, pode
indiretamente estimular a glicélise e a via anaerobia, favorecendo o trabalho de forga.
Neste sentido, um aumento na concentragdo de cGMP provoca um consequente
aumento na utilizacdo muscular da glicose (Stamler & Meissner, 2001). Por outro
lado, sob estimulo de baixa voltagem, o NO pode bloquear parcial ou totalmente a
glicolise ao inibir a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, diminuindo a capacidade
contratil do muasculo, favorecendo a oxidagéo aerébia de acidos graxos e o exercicio
de resisténcia. Nesta outra linha de raciocinio, o NO inibe a formacao das pontes
cruzadas entre a actina e a miosina (Stamler & Meissner, 2001). Este paradoxal
efeito do NO sobre a contratilidade muscular pode ser avaliado comparando-se os
resultados descritos por (Kobzik et al., 1994; Balon & Nadler, 1994) onde ao NO &
atribuido o efeito de reducdo da forca de contracdo muscular, enquanto nos
experimentos conduzidos por Wang e colaboradores (2001), foi observada uma
progressiva e severa redugado na velocidade de deslocamento em ratos, quando a
NOS foi inibida.

Um dos efeitos conhecidos do NO é a reducao da forga de contragao
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muscular. Porém, este € mais um dos inumeros efeitos musculares do NO, cujas
acoes ainda estdo sob intensa investigacdo. A inibicdo da glicolise nas fibras
musculares do tipo Il, e uma consequente reducdo no fornecimento de ATP,
certamente é um destes mecanismos envolvido na redugdo da forga de contragao.
Uma baixa, ou ausente, expressdo de nNOS em fibras musculares oxidativas do tipo
|, especialmente em individuos treinados para provas de resisténcia, provavelmente
favoreceria 0 metabolismo oxidativo tanto de carboidratos como de acidos graxos,
pois as abundantes mitocéndrias destas fibras ndo seriam inibidas pelo NO
produzido durante a contragdo muscular.

Os presentes resultados ainda sugerem que, um aumento na
expressao da nNOS seria uma adaptagédo fisiolégica (bioquimica) induzida no
musculo esquelético eqlino pelo treinamento de resisténcia. Esta adaptacao resulta
em uma diferenciada e especifica expressdao da nNOS nos diferentes tipos de fibras
musculares, sugerindo que, tipos diferentes de treinamento poderiam induzir
diferentes adaptacbes, considerando-se a expressdao da nNOS. Analisando-se
nossos resultados e os comentarios de Paxinou e colaboradores (2001) e de Silveira
e colaboradores (2002), um aumento na expressao das isoformas da NOS seria um
dos mecanismos enzimdticos desejaveis e resultante de um programa de
treinamento de resisténcia onde o NO agiria como um antioxidante, evitando a
formacao do potente radical livre de oxigénio, o radical hidroxil (Paxinou et al., 2001).
Neste aspecto, o significativo aumento observado na expressdo da nNOS nas fibras
do tipo Il, especialmente a tipo IlA, que é a fibra muscular cuja populagéao apresentou

a maior diferenga quando comparamos cavalos sedentarios com treinados, e é a
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fibra mais susceptivel a modulagdes da plasticidade muscular (Staron & Pette 2001),
poderia representar uma adaptacdo antioxidante induzida pelo treinamento de
enduro. Diferentemente das fibras do tipo I, que em musculos predominantemente
aerdbios como o musculo séleo em ratos, apresenta uma alta atividade enzimatica
antioxidante, as fibras do tipo IlI, abundantes em musculo EDL de rato, nao
apresentam uma alta atividade enzimatica antioxidante (Zoppi, 2004) que poderia ser
suprida pela expressdo da NOS. Uma explicagdo bastante plausivel seria uma
intensificacao do estimulo adaptativo, sob condi¢cdes de exercicio, sobre as fibras do
tipo lIA, que sao predominantes na musculatura esquelética de equinos. Estas fibras
seriam responsaveis pelo processo adaptativo no sentido de rapido para lento, e pelo
aumento na exportagdo do NO que agiria tanto na vasodilatagcao e na sinalizagcao das
adaptagdes vasculares (neovascularizagdo), como na diferenciacdo de células
satélites.

Finalmente, o aumento de atividade NOS encontrada na fracao
particulada de homogenatos de musculo de cavalos treinados para enduro esta em
concordancia com os resultados demonstrados por Nakane e colaboradores (1993) e
Kobzik e colaboradores (1994). A parcial dependéncia de Ca®* também vista na
fracdo particulada das amostras do mesmo grupo de cavalos poderia indicar um
aumento importante na expressao da isoforma independente de Ca?*. Segundo Gath
e colaboradores (1996), a isoforma induzivel Ca?"-independente (iINOS) é
constitutivamente expressa na fragao particulada, mas nao na fracao soluvel dos
musculos diafragma e gastrocnémio de porco da guiné, enquanto que, a nNOS

também pode ser uma isoforma induzivel (Reiser et al. 1997). Assim, a atividade de
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NOS aumentada na fragdo particulada das amostras do grupo de cavalos treinados
pode refletir um aumento de atividade de ambos os tipos de NOS, dependente e
independente de Ca®*". Porém, as abordagens utilizadas ndo permitiram esclarecer
quais as isoformas de NOS tiveram suas atividades aumentadas pelo treinamento de

resisténcia.

5.2.1 - Implicacdes fisiologicas e clinicas da expressdao muscular da nNOS.

Envolvimento do sistema NO/NOS na lesao e na reparacao muscular

O papel do sistema NO/NOS na lesdao muscular e no mecanismo de
reparo da lesdo muscular € um novo campo de pesquisa sobre a fisiopatologia da
miopatia induzida por esforco. E bastante conhecido o envolvimento da isoforma
induzivel da NOS (iINOS) e o aumento de sua expressao no processo inflamatério
(Mac Micking et al., 1997). A expressao da nNOS também apresentou-se aumentada
em dano muscular provocado em esmagamento experimental (Rubinstein et al.,
1998). Andersen e colaboradores (2000) mostraram um efeito sinalizador do NO em
células satélites de culturas de fibras musculares isoladas e "in vivo" (Andersen et al.,
2002). A acao ativadora do NO na diferenciacao de células satélites musculares, tem
Obvias e importantes implicagées no mecanismo de reparagao da lesao muscular. Os
estudos farmacologicos deste efeito do NO poderia resultar em novos usos dos
doadores de NO na terapia da miopatia induzida por esforgo.

Analisados conjuntamente, a hipotética agdo paradoxal antioxidante do

NO e o aumento da expressdo da nNOS em musculo esquelético equino, somente
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na sub-populacdo de fibras musculares glicoliticas do tipo I, levanta interessantes
questdes praticas. Durante a execucao de programas de condicionamento fisico, em
fases onde protocolos de trabalho intenso sédo aplicados e durante desgastantes
periodos de competicdo, estd comprovado que o exercicio predominantemente
anaerobio induz estresse oxidativo e por conseqiéncia aumenta o risco de lesdo
muscular. Nestas condi¢des, o emprego de sessoes de treinamento de resisténcia,
constituido de longas distdncias em baixas velocidades, portanto sob condicbes
aerObias, poderia ter um efeito profilatico sobre as lesbes musculares? Durante
periodos de recuperagao pds-lesdo muscular, o emprego de fisioterapia baseado em

treinamento de resisténcia poderia acelerar a repara¢gdo muscular?
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6 - CONCLUSOES

A andlise conjunta dos resultados distingue, quanto a tipologia
muscular e expressdo da nNOS, dois diferentes fendtipos musculares,
caracterizando um grupo de cavalos sedentério e outro treinado. Uma isoforma da
nNOS, provavelmente o “splicing” alternativo componente do complexo distrofina
ancorado a sarcolema, nNOSp, é expresso e localizado diferenciadamente em
musculo esquelético destes dois grupos de cavalos. A mais alta expressao da nNOS
em fibras musculares de cavalos treinados sugere uma adaptacdo bioquimica
induzida pelo treinamento de resisténcia, que certamente possui intrigantes
implicacdes fisiologicas e pode influir determinantemente sobre o desempenho de

cavalos atletas.
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GS1 [ % MIOSINAS % FIBRAS | AREA (um®) | CARACTERISTICAS
MyHC | 30,3 I 24,8 2478 7 anos
MyHC lla 56,6 A 45,8 2331 castrado
MyHC lIx 13,1 [IAX 4,0 1874 390 kg

11X 25,4 2504 A treinou
GS 2
MyHC | 23,8 I 31,3 1545 8 anos
MyHC lla 50,8 A 48,3 1986 castrado
MyHC lIx 254 [IAX 1,4 2252 380 kg
11X 19,0 2168 A treinou
GS 3
MyHC | 13,1 I 14,1 1831 4 anos
MyHC lla 30,3 A 22,3 2139 Fémea
MyHC lIx 56,6 [IAX 49 2696 390 kg
11X 58,7 2532 A treinou
GS 4
MyHC | 27,2 I 27,2 1776 6 anos
MyHC lla 48,1 A 40,1 2300 Fémea
MyHC lIx 24,7 [IAX 6,0 3002 400 kg
11X 26,7 2848 A treinou
GS5
MyHC | 25,6 I 26,6 1796 7 anos
MyHC lla 61,8 A 52,7 2500 Fémea
MyHC lIx 12,6 [IAX 5,2 2345 410 kg
11X 15,5 2473 A treinou
GS 6
MyHC | 24,7 I 25,7 1708 6 anos
MyHC lla 36,6 A 28,5 1974 Fémea
MyHC lIx 38,7 [IAX 5,1 2099 420 kg
11X 40,7 2290 A treinou
GS7
MyHC | 7,0 I 7,0 1850 7 anos
MyHC lla 33,6 A 33,6 2124 castrado
MyHC lIx 59,4 [IAX 2,0 1800 450 kg
11X 57,4 2379 A treinou
GS 8
MyHC | 30,4 I 31,4 1704 10 anos
MyHC lla 41,5 A 36,0 1988 castrado
MyHC lIx 28,1 [IAX 4,5 2344 440 kg
11X 28,1 2429 A treinou
GS9
MyHC | 38,1 I 38,1 1633 10 anos
MyHC lla 55,3 A 46,3 1834 garanhdo
MyHC lIx 6,6 IIAX 4,0 2335 400 kg
11X 11,6 2280 A treinou

Resultados dos cavalos do grupo sedentario (GS) apresentando os valores
percentuais relativos das isoformas de MyHC e da distribuigdo das fibras dos tipos
[, HA, IAX e IIX, e os valores das areas de secc¢ao transversal média de 50 fibras

de cada tipo. Caracteristicas fisicas estdo descritas na coluna “caracteristicas”.
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GT1 | % MIOSINAS % FIBRAS | AREA (um®) | CARACTERISTICAS
MyHC | 244 I 25,5 1832 11 anos
MyHC lla 52,6 A 49,1 1988 castrado
MyHC lIx 24,0 [IAX 5,0 1947 390 kg
11X 20,4 2173 5 anos de treino
GT 2
MyHC | 38,7 I 38,4 1876 11 anos
MyHC lla 37,4 A 34,4 2430 castrado
MyHC lIx 23,9 [IAX 6,3 2321 430 kg
11X 20,9 2597 3 anos de treino
GT3
MyHC | 34,6 I 35,6 2129 10 anos
MyHC lla 62,3 A 58,3 2623 fémea
MyHC lIx 3,1 IIAX 3,1 2877 380 kg
11X 3,0 2693 5 anos de treino
GT 4
MyHC | 26,8 I 27,1 1596 9 anos
MyHC lla 64,1 A 60,8 2428 castrado
MyHC lIx 9,1 IIAX 3,1 3145 380 kg
11X 9,0 2516 4 anos de treino
GT5
MyHC | 30,7 I 31,8 1970 9 anos
MyHC lla 56,8 A 50,0 1966 castrado
MyHC lIx 12,5 [IAX 9,7 1327 370 kg
11X 8,5 2110 4 anos de treino
GT6
MyHC | 14,9 I 15,9 1919 6 anos
MyHC lla 42,6 A 40,6 2235 castrado
MyHC lIx 42,5 [IAX 5,0 2409 400 kg
11X 38,5 2777 1 anos de treino
GT7
MyHC | 18,7 I 20,0 2176 9 anos
MyHC lla 71,0 A 66,3 2322 fémea
MyHC lIx 10,3 [IAX 6,7 2210 450 kg
11X 7,0 2467 2 anos de treino
GTS8
MyHC | 42,3 I 43,3 2071 9 anos
MyHC lla 53,3 A 50,3 2129 castrado
MyHC lIx 4.4 IIAX 2,0 2415 400 kg
11X 4.4 2100 3 anos de treino
GT9
MyHC | 27,3 I 24,7 1641 9 anos
MyHC lla 66,4 A 63,9 1871 castrado
MyHC lix 6,3 IIAX 7,0 2100 460 kg
11X 4.4 1815 3 anos de treino

Resultados dos cavalos do grupo treinado (GT) apresentando os valores
percentuais relativos das isoformas de MyHC e da distribuigcdo das fibras dos tipos
I, HA, IAX e IIX, e os valores das areas de secc¢ao transversal média de 50 fibras

de cada tipo. Caracteristicas fisicas e atléticas também estdo descritas.
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Abstract

Mammalian skeletal muscle expresses splice variants of neuronal nitric oxide synthase (nNOS).
Skeletal muscles have a metabolically heterogeneous population of myofibers, and fiber
composition in equine skeletal muscle is correlated with athletic ability in endurance events. In
this study, we investigated whether nNOS expression in equine skeletal muscle is related to fiber
type and endurance training. Biopsy samples obtained from the gluteus medius muscle of
sedentary- (SH) and endurance-trained (TH) horses were examined for the electrophoretic
mobility of myosin heavy chain (MHC) and NOS activity. Serial tissue cross-sections were
stained for myosin ATPase and NADH reductase, and also immunostained for nNOS. The
gluteus medius muscle of TH had higher levels of nNOS expression and activity when compared
to muscle from SH. In SH, nNOS was restricted to the subsarcolemmal area while in TH nNOS
was also present at cytoplasmic sites. nNOS was heterogeneously distributed among the different
myofibers, its expression being higher in fast-oxidative type IIA fibers than in fast-glycolytic
type IIX fibers and absent in slow-twitch type I fibers. TH had a significantly higher relative
content of fast-oxidative (type IIA) fibers, a greater oxidative capacity and a lower percentage of
fast-glycolytic, type IIX fibers when compared with SH. The differences in muscle typology
between the two groups of horses reflected alterations that probably resulted from the endurance
training program. The overall results show that nNOS is differentially expressed and localized in

the gluteus medius muscle according to the fiber type and the athletic conditioning of the horses.

Keywords: nitric oxide synthase / NOS expression / equine skeletal muscle / muscle fiber

typing / endurance training



Introduction

The radical nitric oxide (NO), identified in the late 1980s as endothelium-derived relaxing
factor (EDRF), was soon recognized as a signaling molecule able to control and influence a
variety of important processes in mammals (1). More recently, skeletal muscle has emerged as a
paradigm for NO function and redox-related signaling in biology (reviewed by 2).

The main mechanism for NO production in mammals is through the enzyme nitric oxide
synthase (NOS) (EC.1.14.13.39), which uses the amino acid L-arginine and molecular oxygen to
generate L-citrulline and NO (reviewed by 3). Because NO is a gaseous free radical and highly
diffusible, its formation must be tightly regulated to control its synthesis and to specify its
signaling. Indeed, NOS activity is controlled by a variety of mechanisms, including
transcriptional and translational regulation, post-translational modifications and protein
interactions that control NO biosynthesis (3).

Three distinct mammalian NOS isoforms have been purified and cloned, and represent the
products of three distinct genes (2). These enzymes were originally designated nNOS, iNOS and
eNOS according to the particular cell type (neurons, macrophages, and endothelial cells,
respectively) in which they were initially discovered (4). However, more recent studies have
shown that the NOS isoforms have a wide tissue distribution (5) and alternative splicing
mechanisms are important in the pattern of NOS expression (reviewed by 6).

All major NOS isoforms are expressed in skeletal muscle, and a splice variant of nNOS,
known as nNOSy, is also specifically expressed in mature skeletal muscle and heart (3). nNOSp
is a component of the dystrophin glycoprotein complex that is associated with the sarcolemma of

skeletal muscle fibers.



The ubiquitous nature of NOS expression and NO production in skeletal muscle fibers,
where nNOS is more highly expressed than in any other tissue (2) suggests an important role for
NO in muscle physiology. One of the most important effects of NO in skeletal muscle, especially
during exercise, is in regulating the force of contraction since there is a progressive and severe
reduction in walking speed in rats in which NOS is inhibited (7). The implications of NO release
and its effects under different conditions of exercise are still not fully understood. Nevertheless,
the interaction of the second messenger cGMP with ion channels, such as the ryanodine receptors
of calcium channels and SR-calcium-ATPase (3), are well known. The activation of glucose and
oxygen uptake (2), and the inhibition of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (8) and
mitochondrial respiration (9), are other functions attributed to nNOS-derived NO in myofibers.

Skeletal muscle consists of a heterogeneous population of fibers characterized by specific
myosin heavy chain (MHC) isoforms. The assignment of nNOS to a defined skeletal muscle
fiber-type has been extensively discussed. Some investigations have demonstrated nNOS
expression either exclusively (10) or predominantly (2,11) in fast-twitch (type II) myofibers of
rodents. However, others have found no preferred expression of nNOS in a specific myofiber
subtype but an almost ubiquitous distribution in skeletal muscle fibers (2). In the human vastus
lateralis muscle, nNOS is apparently restricted to slow-twitch (type I) myofibers (2,12) while in
rodents image analysis has shown that the nNOS-specific diaphorase activity of the sarcolemma
(13) 1s significantly higher in fast-twitch oxidative (IIA) myofibers than in fast-glycolytic and
slow-oxidative fibers (14). Although the specific compartmentalization of nNOS in skeletal
muscle may vary among species, these variations may also result from the different states of
muscle performance that are known to alter the myofibril composition (reviewed by 15).

Mammalian skeletal muscle is an extremely heterogeneous tissue and can adapt to



variations in contractile activity, substrate availability and environmental factors (reviewed by
16). Fiber type transitions are apparently the basis for this adaptive responsiveness. The most
important molecular change in myofibril phenotype and in the contractile properties of skeletal
muscle induced by training is the expression of myosin heavy chain (MHC) isoforms (15). In
horses (17), and humans (18), three isoforms of MHC, (MHC I, Ila and IIx) are expressed in adult
skeletal muscle and define muscle fiber types I, IIA and IIX.

The overall effect of exercise training is a fast-to-slow fiber transition in muscle plasticity,
with an increase in the expression of MHC Ila and a decrease in the expression of MHC IIx. In
addition, many oxidative adaptations, such as an increase in capillary density, in the number of
mitochondria and in the glycogen content, have also been described (15,16,19). Endurance
training induces more extensive aerobic-oxidative adaptations in the skeletal muscle of many
mammalian species than do other types of exercise. Consequently, there is an increase in the
relative distribution of aerobic-oxidative and glycolytic type IIA myofibers, while the number of
glycolytic type IIX myofibers decreases (15,16,19,20).

A four-fold increase in the NOS activity of skeletal muscle was detected in rats after
endurance training on a treadmill (21). Chronic electrical stimulation in rabbits also increased
nNOS expression (2). In contrast, endurance training for six weeks did not alter the nNOS
expression in human athletes (12).

In view of the lack of information in literature on the correlations between the NOS
expression and the muscle type with the exercise in equines, in this study we compared the
myosin heavy chain expression and fiber type distribution in the gluteus medius muscle of
sedentary and endurance-trained horses. Then, we examined the effect of endurance training on

NOS expression and distribution among the different fiber types of equine skeletal muscle.



Materials and Methods

Animals

Eighteen clinically healthy Arabian horses were divided into two groups, one consisting
of nine gelding male and female sedentary horses (SH) 4-10 years old and the other consisting of
nine gelding male and female trained horses (TH) 6-11 years old. The horses in the SH group had
never been trained for any type of equestrian competition while all of the horses in the TH group

had extensive experience in long-distance (80-160 Km) riding competitions.

Muscle biopsy and tissue processing

Muscle biopsies (~50 mg) were obtained from the superficial region (depth of ~5 cm) of
the left gluteus medius muscle using a percutaneous skeletal muscle biopsy needle (Popper 14G)
after intradermal analgesia with 0.5 mL of 2% lidocaine, according to Rivero (22). The muscle
samples were arranged in tragacanth gum and immediately frozen in isopentane pre-cooled in
liquid nitrogen to approximately -160°C (23). The samples were stored in liquid N, (-196°C)
until used.

The frozen samples were thawed to -24°C and sectioned transversally in a cryostat at a
thickness of 9 um. The first serial cross-sections of the samples were used for enzyme-
histochemical analysis and were placed on glass coverslips. The subsequent sections were used
for immunohistochemical analyses and were placed on glass slides. The glass coverslips and
slides were treated with 3-aminopropyl-trietoxisilane prior to use. Further sections were stored in
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Eppendorf tubes for myosin extraction and electrophoretic analysis (5—12 sections per sample),
and the rest of the samples were used to determine NOS activity. All of the sections were then

stored at -70°C until further processing.

Myosin heavy chain (MHC) analysis and fiber typing

MHC expression was analysed using sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), according to Staron ef al. (23). Five to twelve serial cross-sections
were placed in 0.5 mL of lysing buffer containing 10% (w/v) glycerol, 5% (v/v) 2-
mercaptoethanol, and 2.3% (w/v) SDS in 62.5 mM Tris (hydroxymethyl) aminomethane HCI
buffer (pH 6.8) and heated for 10 min at 60°C. Small amounts of the extracts (3-5 pL) were
loaded onto 7-10% gradient polyacrylamide running gels with 4% stacking gels and then run
overnight at 120 V followed by staining with Coomassie blue (24). The MHC isoforms were
identified according to their apparent molecular masses by comparison with those of marker
proteins and also based on the migration patterns from single-fiber analysis. The levels of the
MHC isoforms were quantified by densitometry using a Sharp scanner followed by digitalization
of the images using Image Master 1D Elite software (Amersham Pharmacia).

Muscle fiber-type composition was determined by histochemistry for myofibrillar

adenosine triphosphatase (mATPase) (25) with pre-incubations at pH 4.35, 4.55 e 10.35.

NADH-diaphorase activity



The oxidative capacity of the different types of muscle fibers was analyzed by staining
serial cross-sections for nicotinamide adenine dinucleotide tetrazolium reductase (NADH-TR)
according to Dubowitz and Brooke (26). Frozen sections of muscle samples were incubated at
37°C for 30 min in 0.2 M Tris buffer, pH 7.4, containing 0.8 mg of NADH/mL and 1.0 mg of
nitroblue tetrazolium (NBT)/mL. The sections were then fixed for 5 min at 4°C with 5% (v/v)
formaldehyde buffered at pH 7.0. Fixed sections were then rinsed several times with water and

mounted on glass coverslips in Enttelan® resin (1.07961.0100; Merck, Germany).

nNOS immunohistochemistry

The sections were rinsed (3 times, 5 min each) with phosphate-buffered saline (PBS), pH
7.4 and endogenous peroxidase was blocked using PBS containing 3% (v/v) hydrogen peroxide
(3 washes, 3 min each). Subsequently, the primary polyclonal antibody raised against rabbit brain
NOS (nNOS) (BD Transduction Laboratories, Lexington, KY) was diluted 1:10 in PBS (pH 7.4)
containing 1% (w/v) bovine serum albumin (BSA) and the sections then incubated overnight with
this antibody in humid chamber at 37°C. Controls for immunostaining were done by replacing
the primary antibody with PBS alone. After extensive washing (3 times, 5 min each) in PBS, the
sections were incubated with EnVision™ (K1491, DAKO) dextran polymer for 1 h at 37°C and
then detected by diaminobenzidine (DAB) peroxidation in PBS containing 1% DMSO (v/v),
0.5% (v/v) hydrogen peroxide and 0.6% (w/v) DAB (27). Meyer’s hematoxylin was used as
backgroud staining. After staining, the slices were dehydrated in a graded alcohol series, rinsed in

xylol and covered with Enttelan® resin and a coverslip for microscopy.



nNOS activity

Equine skeletal muscle samples were sliced using a cryostat and then assayed for NOS
activity, which was determined using citrulline assay according to Rees et al. (28) as modified by
Modolo et al. (29). Muscle from sedentary and trained horses (10-20 mg) was homogenized with
or without 1% Triton-X100 (v/v) in 500 pL of cooled extraction buffer (50 mM Tris-HCl, pH
7.4, containing 320 mM sucrose, 10 pg of leupeptin/mL, 10 pg of soybean trypsin inhibitor/mL,
2 pg of aprotinin/mL, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 mM dithiotreitol and 10 mM
reduced glutathione). The homogenate was centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4 °C. The
supernatant from samples extracted with or without 1% Triton-X100 was used in the citrulline
assay. Forty microliters of each supernatant were added to 100 pL of assay buffer (40 mM
HEPES, pH 7.2, containing 1 mM MgCl,, 0.2 mM CaCl,, 20 uM L-citrulline, 22.5 uM L-
arginine, 50 mM L-valine, 10 uM FAD, 10 uM FMN, 1 mM dithiothreitol, 50 uM 6(R)-5,6,7,8-
tetrahydrobiopterin, 3.5 pg of calmodulin/mL, 0.1 mM B-NADPH and 0.5 pCi of L-[U-
14C]arginine/mL (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). After incubation for 30 min at
room temperature, the reaction was stopped by adding 1 mL of Dowex®—Ag S0W (200-400 mesh,
8% charged with Na") suspended in 100 mM HEPES containing 10 mM EDTA, pH 5.5 (1:1.5,
v/v). The resin was removed by centrifugation (10,000 g, 10 min at 18 °C) and 400 microliters of
the resulting supernatant was added to 3 mL of scintillation liquid and counted in a Beckman LS
6000 counter. NOS activity was determined as the difference between the total L—[U—14C]
citrulline produced in complete medium reaction and that produced in medium contained 3 mM

L-NAME. The dependence on Ca”" was checked using medium containing 2 mM EGTA. Protein



concentrations were determined by the Coomassie blue-dye-binding method (30) using Bio-Rad

protein reagent and BSA as standard.

Data analysis

All of the data were analyzed using Student’s t-test and ANOVA followed by the Tukey
test. The Kruskal-Wallis test was also used because for a small number of samples preliminary
analysis indicated that a nonparametric test and use of the median rather the average data were

more suitable for comparisons between the two groups of horses.

Results

Myosin heavy chain (MHC) composition

Myosin heavy chain analysis of gluteus medius muscle samples from nine sedentary and
nine endurance-trained horses identified the three MHC isoforms known to be expressed in horse
skeletal muscle (17). These MHC isoforms were clearly separated by their electrophoretic
mobilities (Fig. 1). MHC I was the fastest migrating (lower band), MHC IIx showed intermediates
migration (middle band) and MHC Ila was the slowest migration band (upper band). Horses in
the SH group showed considerable phenotypic variation in their expression of myosin. Some
horses of the sedentary group (SH) had a myosin isoform profile similar to that of trained horses

(TH).
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The MHC content of each sample was quantified by densitometry, and the mean values
for the relative percentages of MHCs of the two groups were estimated. Despite the variation in
MHC content among individuals, a change in the distribution of myofibers between sedentary
and endurance-trained horses was noticeable (Figure 2). Trained horses had a significant higher
(P = 0.047) relative percentage of MHC Ila (56.5% versus 46.0% in the SH group) and,
consequently, a lower content (P = 0.031) of MHC IIx (15.0% versus 29.4% in the SH group).
Trained horses also had a higher relative percentage of MHC I (28.7%) when compared with that

of SH horses (24.4%), although this difference was not significant.

Fiber-type distribution

Figure 3A-C shows the mATPase histochemical reaction for a muscle sample from one
individual of the sedentary group. Type I fibers were identified by their high mATPase activity
after pre-incubation at acidic pH (Fig. 3A and B) and their low mATPase activity at basic pH
(Fig. 3C). On the other hand, type II fibers were identified by their low mATPase activity at pH
4.35 and high mATPase activity at pH 10.35. The sub types of pure type II fibers could be
distinguished by their different mATPase activities at pH of 4.55, with IIX fibers showing
moderate activity whereas IIA fibers had low activity, compared with that of type I fibers. Also,
at this pH, a hybrid fiber type could be distinguished by the intensity of its mATPase activity,
which was intermediate to that of IIA and IIX. The predominant MHC isoforms expressed in this
hybrid fiber were not quantified and were designated as type IIAX. Thus, the histochemical
analysis of mATPase allowed the identification of three groups of pure fiber types consisting of

slow-oxidative (type I), fast-oxidative (type IIA) and fast-glycolytic (type IIX) myofibers and
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also a hybrid oxidative-glycolytic (type IIAX) fiber. Hybrid type C fibers were not detected by
the mATPase technique, probably because they normally account for only a small proportion (1-
2%) of fibers in skeletal equine muscle (20) and can be detected only by immunohistochemistry
(31).

The mean relative content of the MHC-based fiber types in each group of horses is shown
in Fig. 2. The gluteus medius skeletal muscle of sedentary horses, at 5 cm depth, consisted
predominantly of pure fast-oxidative (IIA, 39.3%) and fast-glycolytic (IIX, 31.4%) fibers and a
considerable population of slow-oxidative (I, 25.1%) fibers. The hybrid type IIAX corresponded
to 4.1% of the total population. The muscles of trained horses (TH) had a significantly higher (P
=(0.015) mean relative percentage of fast-oxidative (52.6%) and a significantly lower (P = 0.012)
content of fast-glycolytic (12.8%) fibers when compared to the muscles of sedentary horses
(39.3% and 31.4%, respectively). The TH group also had higher mean relative percentages of
slow-oxidative (29.1%) and hybrid type IIAX (5.3%) fibers when compared with those of
sedentary animals (25.1% and 4.1%, respectively), but these differences were not significant.
Thus the differences in fiber type composition between the gluteus medius muscle of sedentary
and trained horses correlated well with the changes in the relative MHC content. These findings
agree with endurance exercise studies that have shown alterations primarily within the fast fiber

population, with a shift from fast-glycolytic to fast-oxidative fibers (15).

NADH dehydrogenase activity

By using serial cross-sections, it was possible to combine myosin heavy chain-based fiber

typing with NADH dehydrogenase histochemistry in order to characterize the metabolic state of
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each fiber type. As shown in Figure 3D, in sedentary horses, slow-oxidative type I fibers had high
NADH dehydrogenase activity while fast-glycolytic type IIX fibers showed only low NADH
activities, as indicated by the intensity of the reaction. Fast-oxidative type IIA and hybrid fibers
type IIAX showed intermediate levels of NADH activity. Thus, the decreasing oxidative capacity
(I> ITA > TAX > IIX) was directly correlated to muscle fiber typing based on mATPase activity
(Fig. 3A-C) in sedentary horses. NADH diaphorase staining was stronger in all fiber types of the
TH horses, but was best visualized in type II fibers in which the NADH diaphorase reactivity was
more intense (Fig. 3E-F) when compared with that of samples from the SH group (Fig. 3D).
These results suggested that the muscle of TH horses had a higher oxidative capacity, a

conclusion consistent with well-known oxidative adaptations to exercises training (15,16,18,19).

nNOS immunolocalization

Immunohistochemistry showed that all muscle samples from trained and sedentary horses
were positively labeled for nNOS when a polyclonal antibody raised against mouse nNOS was
used. nNOS immunostaining was stronger in muscle samples from the TH group (Fig. 4A)
compared to the SH samples (Fig. 4B). nNOS labeling in samples from sedentary horses was
faint and restricted to the subsarcolemmal compartment. In contrast, nNOS immunostaining in
muscle samples from trained horses was stronger and distributed throughout the fiber surface,
including the periphery. No reaction was seen in the negative control in which buffer replaced the
primary antibody (Fig. 4C). In these samples, the cell nuclei stained with hematoxylin could be
seen. Figure 4D shows the same visual field as Figure 4C but, in this case the cells were labeled

with the nNOS primary antibody.
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Figure 4 also shows that nNOS labeling was heterogeneously distributed on the muscle
tissue surface, suggesting a differential expression according with the type of muscle fiber.
Indeed, by combining the immunohistochemical reaction to nNOS with the mATPase and NADH
diaphorase histochemical activities using serial cross-sections, it was possible to correlate nNOS
expression with muscle fiber typing. Figure 4A shows an nNOS labeled section of muscle sample
from a sedentary horse that, in a subsequent serial section, was stained for mATPase activity
(Fig. 3A-D). As can be seen, nNOS staining occurred mainly in the subsarcolemmal area of fast-
oxidative type IIA and hybrid type IIAX fibers. Fast glycolytic type IIX and slow-oxidative type
I fibers were not stained and, as a result, it was possible to observe differential hematoxylin
staining between these two types of fibers in which the strong blue staining of I fibers contrasted
with the faint reaction for type IIX fibers.

Figure 4A and D also show that the strongest nNOS-stained fibers seen in the TH group
were labeled both cytoplasmically and peripherically, and corresponded to fast oxidative type IIA
fibers. Type IIX fibers of the TH group were also labeled for nNOS, in contrast to sedentary
horses. In these fibers, nNOS immunostaining was detected mostly in the cytoplasm. There are
no nNOS labeling in the slow-oxidative type I fibers of the TH group, as was also the case for
sedentary horses. Overall, these results show that the level and subcellular localization of nNOS
expression in the gluteus medius muscle of horses changes with the fiber type and endurance

training.

nNOS activity
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NOS activity was detected in the soluble fraction of muscle lysates and there was no
significant difference between the SH (44.5 £ 2.1 pmol L—[U—”C]citrulline/h/mg, n=9) and TH
(42.8 £ 1.2 pmol L-[U-"*C] citrulline/h/mg/, n=9) groups. Also, the NOS activities in the soluble
fraction were mainly Ca?*-dependent (36.1 + 3.7 and 35.7 + 3.8 pmol L-[U-"*C] citrulline/h/mg)
for samples from the SH and TH groups, respectively, as measured by the decrease in L-citrulline
production in the presence of EGTA (Fig. SA). In contrast, NOS activity in particulate fractions
extracted with 1% Triton X-100 was greater in trained animals. A three-fold higher NOS activity
(163.7 = 36.1 pmol L—[U—”C]citrulline/h/mg) was detected in samples of the TH group when
compared with that of the SH group (55.1 £ 10.0 pmol L—[U—14C]citrulline/h/mg). NOS activity in
the particulate fraction was partially Ca?"-dependent (70 + 38.8 and 36.7 + 5.7 pmol L-[U-

C]citrulline/h/mg) in samples from the TH and SH groups, respectively (Fig. 5B).

Discussion

To our knowledgement, this is the first demonstration of nNOS expression in equine
skeletal muscle and shows that this NOS isoform can be detected using a polyclonal antibody
raised against rabbit brain NOS. In the gluteus medius muscle of sedentary horses, nNOS was
expressed predominantly at subsarcolemal sites, as in other mammals (13,14). This finding
suggested that this isoform corresponded to the nNOSu alternative splicing variant that is a
component of the dystrophin glycoprotein complex that is associated with the sarcolemma of
skeletal muscle fibers (3). Muscle of endurance-trained horses had higher levels of nNOS

expression when compared to muscle from the sedentary horses. In accordance with these results
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the NOS activity of the particulate fraction in samples of the TH group was significantly higher
when compared with that of the SH group. In addition, especially in endurance-trained horses,
nNOS was also found at cytoplasmic sites, suggesting that it may correspond to at least one of
two known cytoplasmic nNOSPB and nNOSy alternative splicing variants of nNOS (3,6).
However, NOS activity in the soluble fraction of the TH group was not significantly different
from that of the SH group. A possibility that could explain this finding would be an increase in
the expression of the alternatively spliced membrane-bound isoform nNOSa or nNOSmit located
in mitochondria (32). This suggestion agrees with the aerobic-oxidative adaptation induced by
endurance training seen here and described in other studies [15,16,18,19]. Thus, the higher Ca’*-
dependent NOS activity found in the particulate fraction of muscle lysates from endurance-
trained horses may reflect a higher expression of alternative splicings of nNOSu and/or
nNOSmit.

Higher levels of nNOS expression in endurance-trained animals have also been observed
in the gastrocnemius and diaphragm muscles of rats (21). In contrast, no significant changes
were observed in the expression of nNOS in the vastus lateralis muscle of human athletes after a
six-week endurance running protocol (12). This discrepancy may reflect metabolic differences
between the species used or, alternatively, could be the result of a training protocol that was
insufficient to change the profile of muscle fiber types in human athletes.

All of horses in the TH group had been trained for long periods and had some years of
experience in competition. The increased nNOS expression in this group probably represented an
induced muscular adaptation to endurance training. Indeed, the differences between trained and
sedentary horses, seen as variations in the expression profile of myosin isoforms and in the

typology of muscular fibers agreed with previous studies in horses (19). The long distance-long
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duration exercise at lower intensity increases the relative percentage of the slow-oxidative (type
I) and fast-oxidative (type IIA) myofibers, while the fast-glycolytic (type IIX) fibers decreases
(15,19).

Despite the distinct muscle typology of the two groups of horses, phenotypic variability
among individuals of the same group was observed. This variability determines the muscle
plasticity and can influence the response to resistance training (20). Individuals, breeding lines or
races of horses with a higher relative content of oxidative fibers (types I and IIA) and,
consequently, a lower proportion of glycolytic fibers (type IIX) can be considered genetically
more adapted to endurance (20). Consequently, muscle typology could be an important
diagnostic tool in assessing individual athletic ability (22).

Another interesting observation in this study was the heterogeneous distribution of nNOS
among the different myofibers of the gluteus medius muscle. In contrast to humans, and similarly
to rodents, nNOS expression in equine skeletal muscle was enriched in fast-twitch type II fibers
(ITA and IIX) and absent in slow-twitch type I fibers (2). Furthermore, nNOS expression was
higher in fast-oxidative type IIA than in fast-glycolytic type IIX fibers, as is the case for rat
skeletal muscle (13). This differential expression of nNOS suggests an important regulatory
effect of nitric oxide in the energy metabolism of muscles. The correlation between nNOS
expression in equine skeletal muscle and the corresponding muscle typology indicates a greater
expression of this enzyme in mixed fibers, such as type IIA that are oxidative and glycolytic. In
addition, the low or absent expression of nNOS in oxidative type I muscle fibers, especially in
endurance trained animals, probably favors the aerobic metabolism.

In conclusion, nNOS is differently expressed and localized in the gluteus medius muscle

of endurance-trained compared to sedentary horses. The greater expression of nNOS in the

17



muscle fibers of trained horses suggests a biochemical adaptation induced by endurance training,

and may have implications in the performance of athletic horses.
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Figure legends

Figure 1. Gel electrophoresis of left gluteus medius muscle biopsies of nine sedentary (SH)
and nine endurance-trained (TH) horses. The biopsies were obtained at a depth of 5 cm.
The myosin heavy chain (MHC) isoforms are identified as type I (MHC I), type Illa (MHC

Ila) and type IIx (MHC IIx).

Figure 2. Myosin heavy chain (MHC) composition and fiber type distribution in the left
gluteus medius muscle of sedentary (SH) and endurance-trained (TH) horses. Myosin heavy
chain isoform types I (MHC I), I1A (MHC Ila) and IIX (MHC IIx) were separated by SDS-
PAGE and then quantified by densitometry. The relative contribution of each fiber type
was expressed as the mean percentage + SE of nine horses in each group. Pure slow-
oxidative (type I), fast-oxidative (type IIA) and fast-glycolytic (type IIX) fibers and hybrid
oxidative-glycolytic (type IIAX) fibers were identified by mATPase histochemistry and
their levels expressed as the mean percentages + SE for 50 fibers from each of nine horses in

each group. *P < 0.05 (Kruskal-Wallis test).

Figure 3. Serial cross-sections of gluteus medius muscle samples from sedentary and trained
horses stained for mATPase and NADH dehydrogenase activities. A to D, Myosin ATPase
activity, after pre-incubation at pH 4.35 (A), 4.55 (B) and 10.35 (C) and NADH-diaphorase
activity (D), all from a sedentary horse. E, mATPase activity at pH 4.55 and F, NADH-

diaphorase activity in muscle from a trained horse. Pure slow-oxidative (type I), fast-
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oxidative (type IIA) and fast-glycolytic (type IIX) fibers and hybrid oxidative-glycolytic

(type ITIAX) fibers are indicated. Original magnification, 200 X.

Figure 4. Immunostaining for nNOS in gluteus medius muscle of sedentary and trained
horses. Positive nNOS labeling in a trained (A) and sedentary (B) horse. C and D are serial
cross-section of a muscle from a trained horse. In C the primary nNOS antibody was
replaced by PBS buffer, compared to the positive reaction for nNOS (D). Fiber type
identification was based on mATPase and NADH-diaphorase histochemical reactions. Panel
B is an amplification of a serial section subsequent to the sections shown in fig. 3A-D.

Original magnification, 400 X.

Figure 5. NOS activity in muscle samples from sedentary (SH) and trained (TH) horses.
The tissue was homogenized without (A) or with (B) Triton X-100 in medium containing all
NOS cofactors, and the supernatants were analyzed for NOS activity. The results were
expressed as the difference between L-[U 14C] citrulline formation in complete reaction
medium and that in the presence of 3 mM L-NAME (L-NAME sensitive) or 2 mM EGTA
(Ca** dependent). Each bar represents the mean = SE of two experiments each done in

triplicate. *P<0.05 (Student’s # test).
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Figure 4
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