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Identificacao de isoformas miosinicas estruturais de
musculo gastrocnémio de ratos treinados e
sedentarios em gel bidimensional

Identification of isoforms of myosin structural gas trocnemius muscle
of trained rats and sedentary two-dimensional gel
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RESUMO: A biologia molecular e a fisiologia humana fornedemamentas pelas quais a atividade fisica
pode ser avaliada em termos de atuagdo e interag@vganismo, induzindo adaptagdes estruturais ®Jniversidade Estadual do Ceara
funcionais. Desta forma, as proteinas muscularedemoser usadas como eventuais marcadorégniversidade Federal do Piaui
moleculares. Neste trabalho caracterizou-se a ssé@woede isoformas miosinicas, através da obtergdo d
um mapa eletroforético bidimensional, em muiscutpektico de ratos, em decorréncia da realizacédo de
exercicios em esteira adaptada. Ratos Wistar maohas divididos aleatoriamente em dois grupos:
sedentario e exercicio, mantidos em condi¢des sd&igrupo exercicio foi submetido a sessfes de
treinamento, em dias alternados, 30 minutos pardlisante 12 semanas, utilizando velocidades de 7
m/min a 20 m/min. O padrédo eletroforético bidimenal com faixa de pl acido, apresentou varios gsupo
protéicos como as miosinas, tropomiosinas, tropmnim a actina, identificada@s silico. Dentro desses
grupos, foi verificada a presenca de algumas isddsrleves de miosina e uma isoforma lenta de
troponina T. Os géis protedmicos mostram-se imptetana andlise da composicdo muscular. As
isoformas protéicas, especialmente as miosinicaderp ser Uteis na caracterizagdo do exercicio em
termos de expresséo de proteinas além de podeibcamha avaliacéo do exercicio fisico.

Palavras-chave:Condicionamento fisico animal; Proteinas Muscstawisculo esquelético.

ABSTRACT: Molecular biology and human physiology providingltoby which physical activity can be
assessed in terms of action and interaction irbtiy, inducing structural and functional changesusl
muscle proteins can be used as potential moleoudakers. This study characterized the expression of
myosin isoforms, by a two-dimensional electrophiorehap, in skeletal muscle of rats, as a result of
induced exercise in treadmill. Wistar male ratsendivided randomly into two groups: sedentary and
exercise, held in ideal conditions. The exercismigrwas subjected to sessions of training on atern
days, 30 minutes per day for 12 weeks, using sp&&dm / min to 20 m / min. The electrophoretic two
dimensional standard on acid pl range, presenteédusgaprotein groups such as myosin, tropomyosin,
troponin and actin, identified in silico. Withingbke groups, there was the presence of some lafotriss

of myosin and a slow isoform of troponin T. The temmic gels become important in analysis of the
skeletal muscle composition. The protein isoforespecially myosin, may be useful in characterizhrey
exercise training in terms of expression of prateind could help in evaluation of the exercise.
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Introducéo acoplados com a diversidade das adaptagbes ferastipi
Nos ultimos anos, a prética de atividade fisica vemvidenciadas no misculo esquelético
se destacando como um instrumento muito importante Esta plasticidade do tecido muscular esquelético se
para manutencdo da saude e qualidade de vida. @egubaseia possivelmente, na presenca de mudltiplossgene
Naha$®, o estilo de vida ativo, mais do que nunca, passaleterminantes e também ao processo spicing
a ser um dos mais importantes determinantes da shid alternativo dos transcritos, criando assim mdul§pla
individuos, grupos e comunidades. A promocdo isoformas protéicds Muitos experimentos comprovam a
manutencdo da salde do individuo ocorrem, em partapacidade do muasculo esquelético para adaptar-se a
pelo efeito do exercicio fisico sobre o bom funaimento treinamentos, por mudancas qualitativas e quantiat
metabdlico do organismo. no suprimento energético e catabolico, entre elas o
A partir do conhecimento de que toda a atividadaumento na capacidade das vias metabdlicas oxadtiv
fisica depende de eventos fisiologicos e molecsilde O efeito do treinamento extenuante em ratos, sabre
expressao ou inibigdo génica, conseqlientementéigapt expressdo das moléculas de miosina, foram
sd0 esses eventos que promoverdo as diversdstroforeticamente analisados por Wada e
modificacBes, sejam elas positivas ou negativas, ernlaboradored. Este trabalho, entre outros, mostrou que
diversos tecidos, 6rgdos e céléfagstudos relacionados ocorrem mudancas nos perfis de distribuicdo das
aos mecanismos de expressdo génica e protéisaformas miosinicas mais leves, em comparagdoaom
proveniente da pratica de exercicios regularesitam-se mais pesadas.
fundamentais nessa area, e vao desde abordagens de Apenas nas Ultimas décadas € que se tem
identificacdo de gemealidadeaté a obtencdo de mapasdespertado para o estudo e aplicagdes da biologia
génicos e protéicos relacionados ao exertféld’ de molecular e da fisiologia para as ciéncias da daie
forma a auxiliar no entendimento de como a atividadisica terapéutica e do desporto. A definicdo e
fisica atua e interage no organismo, induzindaadfies implementacdo de novas técnicas e protocolos para a
estruturais e funcionaisNesse contexto, as analisepproducdo do estresse fisico em ratos e a analise
protedmicas dizem respeito ao conjunto de tecnadpgi protedmica podem ser entendidas como um importante
gue tem por objetivo separar, quantificar e idaaif ponto de partida para a busca de subsidios pat@orael
proteinas em amostras biolégicas complExas estdo nosso entendimento sobre estes processos basiess D
situadas no contexto dos estudos “O6micos”, que ssdoforma, busca-se neste trabalho, caracterizar ésanal
gendmica, o transcriptoma e a protedrhica processo de expressdo de proteinas no muasculo
Uma questao bem estabelecida é que o treinamemsquelético de ratos em decorréncia da realizagdo d
fisico acarreta respostas adaptativas no muiscukxercicios fisicos induzidos.
Respostas estas que envolvem o aumento das maxibri
(hipertrofia) sem necessariamente aumentar o nadeero Materiais e métodos
fibras musculares (hiperplasia), essa hipertradia por Os experimentos e andlises foram realizados no
aumento da sessdo transversal da fibra musculaboratério de Bioquimica e Cultura de Células,
decorrente do acumulo de proteinas contrateis alelatr integrado ao Mestrado Académico em Ciéncias

fibra®®. Isto se deve, em parte, ao fato de que cadaevefisiolégicas (www.uece.br/cmacfsituado no Instituto

de contracdo resulta numa série de mudancas intréSeperior e Ciéncias Biomédicas (ISCB) da Univexéda
intercelulares dentro do musculo esquelético. Oenmes Estadual do Ceara (UECE — CE - Brasil). O trab#dio
desafios no entendimento dos mecanismos moleculagggviamente aprovado pelo Comité de FEtica em
envolvidos nas adaptagdes musculares induzidas peltlizacdo de Animais, CEUA — UECE, processt n
exercicio fisico envolvem a complexidade dos edtimmu 05409173-0.
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Foram utilizados 16 ratos machos, albinRattus A andlise através dessa técnica se deu com a
norvegicus (Wistar), com idade média de 90 diasseparagdo das proteinas através do seu gradiemikl de
clinicamente saudaveis, provenientes do Biotérintt@e por focalizagdo isoelétrica, essa foi a primeinaatiséo
da Universidade Federal do Ceard (UFC) e mantidos da corrida eletroforética onde foi utilizado o et
centro de aclimatacdo de animais, divididoMultifphor 1l com gel de focalizacdo do tigmmobiline
aleatoriamente em dois grupos: Sedentario (n=8) DBry Strip. Amostras de proteinas totais (200 ug) foram
Exercicio (n=8). Durante o periodo de tratamento dwmogeneizadas com 200 ul de tampédo de rehidratacéo
animais ficaram em gaiolas coletivas contendo quatde gel (uréia 8 M, tiouréia 1 M, 10% glicerol, 2 %
animais cada, sob condicdes similares, com cicloatds CHAPS, 0,5 a 2 % d&PG BufferpH 3-10, 25 mM de
claro e 12 horas escuro, temperatura de 22 @25 DTT e 0,001 % de bromofenol blue). Géis de 11 crh, p
recebendo ragéo e agad libitum 4-7, foram retirados do freezer e equilibrados a

No grupo submetido a tratamento com exerciciiemperatura ambiente (20 a 25 o0C). As amostras
fisico, os ratos foram submetidos a sessfes dmineinto transferidas para a bandeja de rehidratagéswelling
— de acordo com protocolos previamente definidos rieay) e os géis colocados sobre as amostras. Oleo de
literaturd®?°— em esteira humana adaptad#edtic Speed silicone (PG cover fluid foi usado para cobertura de
2), em dias alternados, 30 minutos por dia, durd@e amostra e gel. A hidratacdo das tiras de géis,
semanas. Na 12 e 22 semanas, realizou-se um peldodsimultaneamente ao carregamento da amostra, ocorreu
adaptacdo dos animais a esteira, os ratos forgmar 12 horas. Em seguida procedeu-se a focalizacédo
submetidos a velocidades de 7 m/min e 10 m/misoelétrica a uma temperatura de 20 °C. A corrida
respectivamente, a qual foi aumentada para 15 nviain isofocalizadora constou de 3 fases: a primeira, 806V,

32 semana, 18 m/min na 4% semana, na 5% semanaZ2imiA e 5W por 5 minutos; seguida por 1hora e 30 togu
atingida a velocidade final do protocolo 20 m/mina 350V, 2mA e 5W e finalizando, com 3500V, 2mA e 5W
mantida até a 122 semana. por 4 horas e 10 minutos.

Os animais foram sacrificados por deslocamento Ja na segunda dimenséo as proteinas focalizadas
cervical, em seguida procedeu-se a dissecagéo sleulnll  foram separadas através de suas massas moleceares
gastrocnémio. Amostras desse tecido foram retifadagel de poliacrilamida, com posterior coloracaoafeibm o
lavadas com &gua deionizada fria, secas, congetdas protocolo padrdo de Coomassie Brilliant Blue, detdb
nitrogénio liquido e guardadas em —%0 A ruptura do abaixo. As tiras de gel de isofocalizacéo foranulracias
tecido muscular se deu por maceracdo, apés o gualcam 5 — 10 mL de solucdo de equilibrio, contendo 10
amostras foram entdo solubilizadas em solucdng/mL de DTT, por 15 minutos, entre 10 e 5.
desnaturante ndo idnica (7 M de uréia, 2 M de diar Seguiu-se novo banho, em 5 — 10 mL da solucdo de
10% de glicerol, 25mM de DTT, 0,1% de Triton X-100)equilibrio, contendo 25 mg/mL de iodoacetamida, Jor
homogeneizadas centrifugadas por 30 minutos eactet minutos, entre 20 e 28C. As tiras de géis foram
0 sobrenadante. A concentracdo de proteinas fd@ioeniposicionadas no topo dos géis SDS-PAGE (sistem& Min
determinada usando-se o método reativo de Bratiford Gel Amershan - Bioscience). Ap6s a corrida os fpgam

A Eletroforese  bidimensional baseou-selesmontados e corados com Coomassie Brilliant Blue
especialmente nos manuais técnicos dos equipamgetosR250 0,2% (p/v) em metanol 50% (v/v), acido acético
focalizacdo isoelétrica e nas recomendacdes dbe% (v/v). A descoloracdo foi feita com metanol 50%
fabricantes de equipamentos (Amersham/GHEy/v) e acido acético 10% (v/v). entdo escaneades c
Bioscience). Os protocolos de eletroforese bidiogreé ImageScanner em 400 pontos por polegada e a detecgéd
foram baseados em Berkelman e Sten$eeuilkins®. dos spots e quantificacdo foram feitas com

ImageMasteéPTM 2D Platinum 6.01 (GE Healthcare). A
R. bras. Ci e Mov 2010;18(2):26-34.
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normalizacdo dos géis foi feita com o uso de téds gara utilizadas e seu correspondente erro padrdo. A
obtencdo de um gehaster definido pelo software. A significAncia estatistica foi considerada quando os
subtracdo do ruido de fundsepptsfalso positivos) foi resultados apresentarem probabilidatde ocorréncia da
feita utilizando delimitadores de area, que poltsin a hipétese nula seja menor que 5% (p< 0,05%).
correcdo adequada.
Os célculos de massa molecular aparente foraResultados

efetuados através da plotagem de dados de cada band Como pode ser visto na Figura 1, ao fim do
spot, ligados a corrida eletroforética (parametd®s tratamento os animais submetidos ao treinamento
migracdo da banda @apotem milimetro x curva padrédo aerébico em esteira rolante mostraram-se mais pgsad
dos marcadores moleculares utilizados) em plandha (p<0.05) em comparacdo ao grupo controle.
posteriormente em gréafico que possibilitou obtdassa ApoOs feita a eletroforese bidimensional do
Molecular relativa e o ponto isoelétrico (pl) deppideos tecido muscular esquelético foram obtidos dois géis,
e proteinas contidos nas bandapets um do grupo controle e um do grupo de exercicio,

O algoritmo utilizado para a identificac@ivsilico os quais apresentaram configuracdo similar como
dosspotsdos géis 2D foi o Tagidefit? uma ferramenta ilustrado na Figura 2.
de busca online disponivel no portal ExPASY A partir da analise desses géis gmots foram

(http://www.expasy.ch/tools/tagident.hjml detectados através dos algoritmos shiftware sendo

Esta ferramenta gera uma lista de peptideospessivel selecionar entre os verdadeigmots e 0s
proteinas a partir dos valores informados nos candgo artefatos de coloragdo, com a utilizagao da ferran@D
massa molecular aparente e pl fazendo uma seleg® proprio software Essa ferramenta nos permitiu
dentro de uma busca especifica. As palavras chavisualizar osspotsem 3 dimensdes, possibilitando dessa
utilizadas para restringir esta busca foram: misaul forma uma triagem ideal dospots, que, por estarem
vertebrado. representados em forma de picos, se diferenciam dos

Os resultados das andlises efetuadas foraamtefatos. Fato demonstrado na Figura 3 (area adwpla

analisados tomando como base a média das replicage$), e na Figura 4 (delimitagdo de spot Gnico).

310
300 - [
300,7
290 4
280 - %
270 4 T
267 67
260 -
250 -
240 T L]
Exercicio Sedentario

Figura 1. Representacédo grafica do peso corporal dos gipasicio e Sedentario ao final do periodo de rnat#o,

expressos na forma de média e erro padrao

* indica diferenca estatistica (nivel de 5% deidicAncia)
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Figura 2. Pool 1 - Grupo exercicio: Aspecto da andlise dpg® software ImageMaster 2D Platinum 6.01.

Na esquerda temos os marcadores de peso molebcilma, os marcadores de pl Tratamento. Marcadargeedo: 66 kDa (albumina bovina); 45
kDa (ovoalbumina); 36 kDa (gliceraldeido —3-fosfd&hidrogenase, musculo de coelho); 29 kDa (Anélcasbonica de eritrdcito bovino); 24 kDa
(tripsinogénio, pancreas bovino); 24 kDa (inibidertripsina de soja); 14,2 (alfa-lactoalbumina)l{@aMark VII-L- Sigma Tech) de spot Gnico).

2DEphysical nbsp2

e’ o
I Sl o
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Figura 3. Picos apresentados em 3D pelo software ImageMaBter

Platinum 6.01, a partir do aspecto do gel seledorz lado direito

R. bras. Ci e Mov 2010;18(2):26-34.



31Identificacdo de isoformas miosinicas
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Figura 3. Picos 3D de spots selecionados, pelo softwaredmagter 2D Platinum 6.01, a partir da reunido déssp
selecionados na figura a direita. As linhas mostar8 eixos X, Y e Z
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Figura 5. Andlise eletroforética em gel bidimensional de culs Gastrocnémio de animais do grupo controle

Gel corado por Coomassie Brilhante Blue. Os valdeepl (ponto isoelétrico) e de massa molecula)k
estdo indicado acima e a esquerda da figura, résm@ente

R. bras. Ci e Mov 2010;18(2):26-34.
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Depois de feitas todas as etapas descritas A actina aparece como a segunda proteina em
anteriormente, foi possivel identificar 4pots obtidos nivel de abundancia na formagdo dos miofilamentos
através do cruzamento de informagfes dos valores dmntrateis, apresenta-se sob duas formas, glol§Gar
pM/pl (peso molecular/ponto isoelétrico) fornecigedos actina) e filamentar (F-actina). O musculo estriado
géis, juntamente com informagdes contidas no baleco apresenta as isoformas -esquelética en —cardiacj
dados protedmico (www.ExPASy.org). Como mostradadiversidade estrutural que justifica a presenca de
na Figura 5, ambos 0s géis apresentaram o segugrfte  isoformas no gel obtido.
protedbmico: 10 miosinas, 3 proteinas ligantes de Outra proteina importante, que também pode ser
miosinas, 3 tropomiosinas, 3 parvalbuminas, 3 asfi® identificada foi a tropomiosina, esta proteinanfitmtosa
troponinas, 5 mioglobinas e 2 fosforilases. Cerea7d se encontra disposta de forma espiralada na déizeh
spots ndo puderam ser identificados porque ndo forade actina. Na auséncia de ions calcio, os filansed®
encontrados na busca, resultando O (zero) ocoa®nci  tropomiosina cobrem os sitios ativos do filamen®o d

actina, de forma a inibir a interacdo entre as gmnt
Discusséo cruzadas e o filamento de actina, fato este, nédeszo

Os géis protedmicos analisados possibilitaram @rocesso de contracdo
revelacdo de uma possivel expressao polimoérfica das  Ligado lateralmente as moléculas de tropomiosina,
cadeias leves de miosina, a qual se caracterizta pexiste o complexo troponina, o qual é formado pés t
presenca de duas cadeias de miosinas MU@jogin subunidades protéicas ligadas, cada um com funcao
Light Chain, 1s e 1f —slow e fast respectivamente) especifica na regulacdo da contracdo muscular.réent
identificadas pelo peso maior (~20 kDa) e pl maisssas subunidades, a troponina T e a troponisiw
alcalino (5,0) e uma cadeia MLC2 (2f) mais leve {~1ambas com afinidade a molécula de tropomiosinaasEss
kDa) e mais acida (pl 4,8). Dados estes que coramho isoformas da proteina troponina séo produzidasésrdo
com os dados contidos em géis obtidos por &ual®®;  splicing alternativo do transcrito do gene da troponina T
Bozzoet al® Donoghueet al'? e Isfort®. em musculo esquelétito

Além das miosinas polimérficas encontradas de Como pode ser visto, todas essas isoformas
forma coerente com os dados apresentados nauiterat proteicas  identificadas s8o  determinantes  nas
ocorreram outras proteinas. Entre elas, destacamogropriedades contrateis das fibras  musculares
actina, de peso moleculdl 42 kDa e pl0 5°?°¢ a esqueléticas. E a presenca de isoformas resulta em
tropomiosina, de peso moleculdB2 kDa e pl04,7°'¢ diferentes tipos de fibras com caracteristicas cfpas,

e por fim, a troponina T isoformsow, de peso molecular representando a grande capacidade adaptativa i tec

(32 kDa e p[16,1'%*?¢ troponina 118 muscular frente a diferentes estimdlod metodologia

A molécula de miosina é composta por seis cadeiREPOSta foi eficiente em identificar o complex@tgico
polipeptidicas, duas cadeias pesadas, que es'aisam@strutural envolvido no mecanismo da contragio
formam uma dupla hélice com extremidades globularesMuscular, representado por suas unidades protéicas
quatro cadeias leves, duas em cada extremidadedatu majoritarias: actina, miosina, troponina e tropasina.

assim na regulagéo do funcionamento da cabecatduran Apesar de o grupo exercitado ter apresentado um

processo de contracdo muscular. As cadeias leves RSO corporal mais elevado e de que se poderiaagspe
miosina que se encontram sempre associadas as i@ esse aumento decorresse de uma maior hipertrofi
cadeias pesadas de miosina, consistem de um paréscular, esse fato néo pode ser demonstrado sitdave
cadeias regulatérias MLC2 e um par de cadeias lev@§todologia aqui utilizada. Dois fatos podem jirsiif tal

alcalinas ou essenciais MLC1 efou MI3Fato que resultado, em primeiro lugar temos que a hipegrofi

muscular pode existir sem que essa seja fruto de um
R. bras. Ci e Mov 2010;18(2):26-34.

justifica a presenca dessas isoformas.
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adequada em termos de identificacéo slostsprotéicos
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proteinas de regulacdo com fungdo enzimatica.

da identificacdo dessas isoformas através de danso$
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