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Capitolo 1

Il tessuto muscolare: struttura e funzione

Il tessuto muscolare & un tessuto altamente spEmzE®d le cui proprieta fondamentali sono la
eccitabilita, la capacita cioe di rispondere a divetimoli di tipo meccanico, chimico ed elettrico
promuovendo variazioni di potenziale della membralaamatica, e la contrattilita, la capacita cioe
di modificare attivamente la propria forma, ridudesi in lunghezza e generando una forza che
viene trasmessa a tessuti e a componenti extriretontigui.

Esistono tre tipi di tessuto muscolare che presentaa diversa organizzazione strutturale, pur
mantenendo costante il meccanismo di contrazione.

* Muscolo liscio, responsabile dei movimenti invokmtdi organi come lo stomaco,
l'intestino, l'utero e i vasi sanguigni. Permettvhnzamento delle sostanze liquide e solide
lungo il canale digerente, oltre a svolgere svariahzioni nell’ambito di altri apparati.

* Muscolo cardiaco, responsabile del flusso del sanglliinterno dei vasi del sistema
circolatorio.

* Muscolo scheletrico, responsabile di tutti i movimierolontari.

1.1 Il muscolo scheletrico

| muscoli scheletrici sono organi contrattili cosse alle ossa mediante strutture di tessuto
connettivo molto robuste chiamate tendini. Svolgeane funzioni:

determinano il movimento delle diverse parti dslibeletro;

mantengono la postura e la posizione del corpo;

offrono protezione e supporto agli organi interni;

controllano I'apertura degli orifizi interni ed &sni;

mantengono la temperatura corporea.
La fibra muscolare.

L’unita morfologica muscolare scheletrica & deérfibra muscolare (Fig.1.1).



Nel muscolo scheletrico queste fibre sono disppsi@llelamente le une alle altre e sono tenute
insieme da un’impalcatura di tre strati concentdcitessuto connettivo (Epimisio, Perimisio e

Endomisio) che rivestono un ruolo importante netianessione dei muscoli ad altre strutture.

Epimisio (Epimysium)
Perimisio (Perimysium)

Fibra muscolari

(Muscle fibers) Assone del neurone

motore (Axon of
motor neuron)

Vaso sanguigno
(Blood vessel)

: Nucleo cellulare
Reticolo sarcoplasmatico
(Sarcoplasmic reficulum)

Fllamenti di Actina
@ Miosina

Fig. 1.1 Struttura del muscolo scheletrico.

L’epimisio e I'endomisio sono attraversati da ne¥wiasi sanguigni diretti verso le fibre muscolari.

| nervi penetrano nei tre stati di tessuto conmetandando ad innervare la fibra muscolare. La
connessione tra il terminale sinaptico del neuren& fibra avviene a livello dellgiunzioni
neuromuscolaridove il neurone entra in contatto corplacca motricedella fibra.

Una vasta rete di capillari circonda le fibore muagon modo tale da fornire ossigeno e sostanze
energetiche necessarie a far fronte alle enornhieste energetiche durante la contrazione
muscolare.

Le fibre muscolari, circondate dall’endomisio, sdeaunita contrattili del muscolo scheletrico. Ogni
fibra € delimitata da una membrana plasmatica chiasarcolemmache circonda e racchiude la
massa di citoplasma, chiamata sarcoplasma, neblide qgono immerse centinaia di migliaia di
miofibrille che, avendo la capacita di accorciasino responsabili della contrazione muscolare.
Infatti, essendo queste ancorate al sarcolemmadoréa contrazione determina l'accorciamento

dell'intera fibra muscolare. Ogni miofibrilla a sualta e costituita da fasci di miofilamenti compos
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principalmente da due proteine filamentose, acegnaniosina, che, insieme ad altre proteine
accessorie come la troponina e la tropomiosina;gginizzano tra di loro in unita ripetitive chiamat
sarcomeri (Fig. 1.2).
A livello della fibra muscolare, il sarcolemma svagina in numerose introflessioni tubulari (tubuli
transversi) che circondano trasversalmente le brid& Addossata perimetralmente alle
miofibrille c’é una fitta rete tubulare di reticokarcoplasmatico (SR) che, con ampie porzioni di
membrana chiamate cisterne terminali, si affacstasamente alla membrana dei tubuli traversi. La
struttura formata dal tubulo transverso con lersstai delle cisterne terminali prende il nome di
triade giunzionale (Fig.1.3). Proprio a livello kdekriade giunzionale si articola un complesso
strutturale proteico deputato alla trasmissioné&ingdulso elettrico proveniente dai centri superior
ed alla sua conversione nel fenomeno della cowinazi Tale meccanismo di conversione del
segnale prende il nome di accoppiamento eccitaziongazione (E-C), e gli elementi proteici che
ne garantiscono lo svolgimento sono:
1. La proteina canale detta recettore della diidrdma (DHPR), un canale del calcio
voltaggio-dipendente della membrana del tubulosivarso
2. Il canale di rilascio del calcio RyR1, e proteinesinembrana come la triadina e la giunctina
sulla membrana delle cisterne terminali.
3. Proteine come FKBP12, la calmodulina, la calseqimest e proteine ATPasi €a
dipendente che permettono il riassorbimento degiiC&* nelle cisterne del SR.
Le due proteine canale DHPR e RYR1 sono dispositeello della triade giunzionale in modo da
formare un’unita funzionale. Infatti ogni molecotiel’omotetramero RyR1 si giustappone a
guattro canali DHPR, stabilendo con essi un intoontatto (favorita anche da proteine accessorie,
quali la giunctina e calsequestrina). E proprie tahitd funzionale che presiede al meccanismo di
accoppiamento E-C muscolare.
La contrazione muscolare € un articolato proceds® lta origine nei centri superiori con un
impulso elettrico. Questo impulso, raggiunto I'assalel neurone motore, si dirama nelle varie
giunzioni neuromuscolari dei fascicoli muscolaripvd genera a livello postsinaptico la
depolarizzazione del sarcolemma. Tale depolarionagzdella membrana si trasmette ai tubuli T,
determinando il cambiamento conformazionale deietted DHPR; il cambiamento
conformazionale viene percepito dal canale RyRlla(®isterna terminale) che si apre e genera un
flusso di calcio dal reticolo sarcoplasmatico &giasma. Lo ione calcio innesca a questo punto la
contrazione muscolare. Il €anel citoplasma si lega a siti specifici sulle nuole proteiche di
troponina C ed il complesso troponina/C-tropomiasndissocia dall'interazione con i filamenti di

actina lasciando scoperti i siti di legame per tieste” delle molecole di miosina. Queste quindi
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legano l'actina, rilasciano il gruppo fosfato daimplesso ad alta energia miosina-ADP-Pi e
compiono un movimento di rotazione che consensetorimento dei filamenti di actina. Una volta
rilasciato il gruppo fosfato e compiuto il movimentraslazionale dei filamenti di actina, le
molecole di miosina possono legare nuovamente leecole di ATP, rilasciando ADP. Questo
complesso miosina-ATP € un complesso a bassataffier i siti di legame dell'actina, e si separa
quindi dai filamenti di actina. La successiva iigotlel’ATP rigenera il complesso ad alta affinita
miosina-ADP-Pi che & pronto nuovamente per il legaah un nuovo sito sui filamenti di actina. La
reiterazione di questi cicli di legame actina-mmasiscorrimento filamenti di actina e dissociazione

ponti actina-miosina genera macroscopicamenterirazione delle fibre muscolari.

x/_ To 13 della Mionim
Troponing Antina e
Tropamlaring ! g BRI
Tropomioing —& & L
'/_ Antina

____-i-"'— 51 al amanulo della Moring
Cads —F %

Fig. 1.2 Struttura dell’actina e della miosina
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Fig. 1.3 Triade.



1.2 Tipi di fibre muscolari e scheletriche

| muscoli scheletrici adulti sono un insieme diréilbcon differenti proprieta fisiologiche; esistono
infatti tre tipi di fibre muscolari scheletricheefthite rapide, lente ed intermedie. La differemza
guesti tre gruppi € correlata alla diversa modalda cui tali fibre procurano ATP necessario alla
contrazione.
FIBRE RAPIDE dette anche fibre fast Ilb perché espno I'isoforma IIB della Catena Pesante
della Miosina (MHC). Hanno un elevato diametro, temgono miofibrille fittamente stipate, grandi
riserve di glicogeno e pochi mitocondri. La tensigmodotta & direttamente proporzionale al numero
dei sarcomeri, e dunque queste fibre in generemyino forze molto elevate. Queste contrazioni
potenti, pero, richiedono un’enorme quantita di AEPgli scarsi mitocondri non riescono a far
fronte alla domanda. In tal modo le contrazionielébre rapide sono sostenute primariamente dalla
glicolisi anaerobia, che non richiede ossigenoresede il glicogeno accumulato in acido lattico. Di
conseguenza, l'affaticamento di queste fibre siifeata rapidamente, perché le riserve di glicogeno
sono limitate e perché il pH acido dovuto alle alb@centrazioni di acido lattico interferisce con i
meccanismo della contrazione.
FIBRE LENTE (fibre rosse) esprimono l'isoforma llldeMHC e per questo motivo sono chiamate
fibre di tipo | slow; sono fibre il cui diametro@rca la meta di quello delle fibre rapide, e la cu
contrazione dopo stimolazione richiede un tempwatee piu lungo. Possono continuare a contrarsi
per tempi prolungati senza mostrare affaticamentpjesto perché i loro mitocondri, piu abbondanti
rispetto a quelli presenti nelle fibre rapide, moss produrre ATP per tutto il periodo della
contrazione. Le fibre lente utilizzano un metabulsaerobio (i mitocondri assorbono ossigeno per
generare ATP), in cui I'ossigeno proviene da dugestti, una ricca rete di vasi capillari che da un
elevato apporto di ossigeno alle fibre muscoldivet e un pigmento rosso chiamato mioglobina.
Questa e una proteina globulare strutturalmentédesatiemoglobina (il pigmento in grado di legare
ossigeno che si trova nei globuli rossi), anch’aasgrado di legare ossigeno. In tal modo le fibre
lente possiedono, anche a riposo, riserve di assighe possono venire mobilizzate al momento
della contrazione.
Le fibre muscolari lente contengono, rispetto &lbee rapide, un numero maggiore di mitocondri
disposti attorno ai nuclei o posti in colonna teaniofibrille. In vicinanza del nucleo e tra le
miofibrille vi € un maggior numero di gocce lipitie. E cosi, mentre le fibre rapide nei momenti di
massima contrazione possono contare soltanto gséleve di glicogeno, i mitocondri delle fibre
lente consentono loro di contrarsi per periodi ynghati, ottenendo energia anche dal catabolismo di
carboidrati e lipidi e persino dalle proteine. Maiscoli dei maratoneti e di altri atleti che pratio
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sforzi prolungati nel tempo predominano le fibretée mentre nei muscoli dei sollevatori di pesi o
dei saltatori prevalgono le fibre rapide. Tale #sseipende sia da una predisposizione genetiaa, Si
dal tipo specifico di attivita fisica praticata, maggetto di dibattito quanto importante sia ltapp
della genetica e quanto quello dell'allenamento.

FIBRE INTERMEDIE. Hanno caratteristiche intermedi& i due tipi di fibre descritte in
precedenza. Ad esempio, le fibre intermedie siraggono piu rapidamente delle fibre lente, ma piu
lentamente delle fibre rapide. A questa classéde appartengono le fibre di tipo 1IA; come lerBb

di tipo I, sono ricche di mitocondri e capillari rpassiedono anche gli enzimi glicolitici. Per geest
caratteristiche queste fibre mostrano maggioretersza all’affaticamento rispetto alla fibre rapide
Le fibre IIX (chiamate anche Ild) sono fibre caesitzate da un metabolismo di tipo glicolitico e
hanno delle caratteristiche intermedie tra le fdirgépo 1A e quelle di tipo 1IB.

1.3 Miogenesi

L’apparato muscolare deriva, con pochissime ecogzilal mesoderma embrionale e in particolare
i muscoli scheletrici, eccetto quelli della testasviluppano dai somiti, gruppi di cellule che si
frammentano da raggruppamenti cellulari, somitodel mesoderma par assiale (Chargé et al.,
2004, Parker et al., 2003, Buckingham et al., 2003)

Lo sviluppo dei muscoli scheletrici nei vertebrativiene attraverso una serie di eventi ben
caratterizzati: le cellule precursori si differegnzd nella linea miogenica e si sviluppano nei
mioblasti che successivamente si fondono a formaietubi (elemento sinciziale).

Piu tardi, nei miotubi inizia e procede la sintelle proteine costituenti i miofilamenti e si
organizza il sistema delle miofibrille con un preggivo allungamento per fusione di nuovi
mioblasti. Nei miotubi i nuclei si dispongono nellparte centrale del citoplasma e
progressivamente, con l'ulteriore produzione di firamenti e 'aumento di dimensioni, si ha lo
spostamento dei nuclei nella parte periferica ¢rdaformazione dei miotubi in fibre muscolari
differenziate e altamente specializzate.

Il controllo molecolare di ciascuno di questi eveatstato studiato dai ricercatori e notevoli
progressi sono stati fatti durante gli ultimi duecenni del ventesimo secolo, con la scoperta dei
geni che codificano per fattori di trascrizione p&ssabili dell'attivazione del programma
muscolare durante lo sviluppo embrionale.

Molti di questi fattori, che sono silenziati netfalto in condizioni fisiologiche, vengono riattivat
seguito a traumi, malattie neurodegenerative, dea@ne o sollecitazioni muscolari e possono

quindi avere un ruolo anche nella miogenesi ripaaat



Principali fattori che intervengono nella miogenesi

La miogenesi e regolata da diversi fattori di tremone chiamati MRF dall’inglese “Muscle
Regolatory Factors”. Gli MRFs appartengono allaestgmiglia dei fattori di regolazione “elica-
ansa-elica” (bHLH) e contengono diversi domini fiomali responsabili dell’attivazione
trascrizionale, del rimodellamento della cromatidal legame con il DNA, della localizzazione
nucleare e della eterodimerizzazione. Il primoocis&tche e stato identificato € MyoD; la sua
attivazione porta all'espressione di geni come mnbga, M-caderina, le catene pesante e leggera
della miosina e la creatina-chinasi muscolare. &gigamente e stato identificato un altro fattore
chiamato Myf5, la cui espressione risulta fondamlenper la determinazione della linea miogenica
(Rudnicky et al., 1993).

Anche la miogenina gioca un ruolo fondamentaleanaliogenesi; in particolare sembra essere
coinvolta nel differenziamento dei mioblasti, mentron € fondamentale per la formazione della
linea miogenica (Parker et al., 2003).

Un altro fattore di trascrizione importante € MR4; una complessa espressione temporale che
suggerisce sia un ruolo nella determinazione cheuolo nel differenziamento terminale della linea
miogenica.

Studi ottenuti utilizzando modelli murini mutantegativi per ognuno di questi fattori o doppi
mutanti, hanno permesso di delineare il probab#eganismo d’azione dei MRFs (Fig.1.4).

MyoD e Myf5 determinano la formazione dei mioblastpossono essere considerati fattori di
specificazione, la miogenina ha un ruolo importargkdifferenziamento terminale dei mioblasti in
miotubi, mentre MRF4 sembra avere entrambe |le &umZBerckes et al., 2005).

In base a questo modello, le cellule miogenicheparsive a MyoD e Myf5, proliferano e
prendono il nome di mioblasti. I mioblasti esconal @iclo cellulare per diventare miociti
differenziati, che esprimono le MRFs tardive, mioiga e MRF4, e successivamente geni muscolo-
specifici come la catena leggera della miosina (NE G creatina muscolo chinasi(MCK).

In seguito, i mioblasti mononucleati si fondonoiémse a formare un sincizio multinucleato, con i
nuclei localizzati alla periferia, che eventualnemhatura in una fibra muscolare contrattile.
Durante lo sviluppo del muscolo, una sottopopoleiai mioblasti smette di differenziarsi,
rimanendo associata alla superficie delle mioftwee cellule quiescenti chiamate cellule satelliti.
Le cellule satelliti sono in grado di risponderell'adulto, a vari stimoli. Dopo la maturita sedsua

il muscolo scheletrico € un tessuto stabile caiiattato da fibre muscolari multinucleate (Chargé et
al., 2004).
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Accanto ai fattori di trascrizione MRF esistonoriafattori come le MEF2 (myocyte enhancer
factors 2) che intervengono nella determinaziomeeledifferenziamento del muscolo scheletrico.
Questi fattori sono molto conservati e si pensas@os svolgere un ruolo fondamentale nel
differenziamento; inducono I'espressione di gensomlo-specifici riconoscendo delle sequenze di
DNA ricche in AT (Perry et al., 2000; Berkes et 2005). Dopo la nascita, I'espressione di MEF2
decresce, ma viene nuovamente ripristinata dufamtgenerazione muscolare (Parker et al., 2003).
Oltre ai fattori che stimolano la miogenesi, ci saei fattori che invece agiscono come antagonisti
(Id, Twist, MyoR e Mist-1) (Berckes et al., 2005pn#ri che agiscono come co-attivatori e co-
repressori della trascrizione miogenica, come latgima istone-deacitilasi (HDAC) che regola

negativamente I'espressione dei geni muscolo specif

L’azione combinata di questi fattori di trascrizégrattivati a sua volta da altre molecole segnale,
concorrono alla formazione e al differenzimento thssuto muscolare attraverso l'induzione di

pathways molecolari ben precisi.

n_nNn

Myf5 myogenin

NMyoD MRF4
ﬁ ﬁ
Terminally
Somitic Mvoblast Differentiated
Cell Y Multinuclear
Myotube

Fig. 1.4 Relazioni genetiche e funzionali degli MRF

11



Capitolo 2
Specie reattive dell’ossigeno (ROS) e sistemi arggidanti

2.1 Specie reattive dell’ossigeno (ROS)

L'ossigeno € una molecola essenziale per la soprawvxa degli organismi aerobi; tuttavia, a causa
della sua struttura atomica che non gli permettaatiettare doppietti elettronici, pud generare
intermedi altamente instabili noti come specietreatdell’ossigeno (ROS) (Fig. 2.1) (Gutteridge et
al., 2000). Queste specie sono il risultato di ssswwve riduzioni monoelettroniche fino alla

completa riduzione dell'ossigeno ad®e possono essere suddivise in due categorie:

a) i radicali liberi dell'ossigeno (ad es,; @ OH), che contengono un elettrone spaiato

b) le specie non radicaliche (ad esOp).
Anione superossido

L’anione superossido e il primo radicale libero cidorma come intermedio durante le reazioni
biochimiche di riduzione dell'ossigeno.

Possiede carica negativa e a differenza di alfiicedi liberi, ha un’emivita relativamente lunga &d
capace di attaccare un ampio numero di substraticpmpletare i propri orbitali. L'anione
superossido si puo formare:

* Per interazione dell*Ocon gli elettroni che talora sfuggono alla catezspiratoria quando
guesta funziona a regimi elevati, soprattutto rslspggio ossido-riduttivo tra coenzima Q e
citocromi.

* Nel corso di ossidazioni metallo-dipendenti di neole tipo adrenalina, noradrenalina o
anche alcuni composti tiolici.

* Per produzione diretta in alcune reazioni enzinhatispecifiche quali quelle catalizzate
dalle xantine ossidasi, triptofano diossigenasidolamine diossigenasi.

Le cellule inflammatorie producono grandi quantiiaanioni superossido come meccanismo di
difesa nei confronti di batteri o organismi poteziente dannosi (Fuchs, 1992). La dismutazione
dell’anione superossido spontanea o catalizzatdenzaima Superossido Dismutasi (SOD)

rappresenta la maggiore fonte di perossido di elnogella cellula (1).
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20+ 2H + 26— H,0,+ O, (1)

Perossido di idrogeno

Il perossido di idrogeno (#D;) € una molecola reattiva relativamente stabile,gimado di
oltrepassare le membrane e all'interno delle celha un’emivita piuttosto lunga. Oltre che per
dismutazione dell’anione superossido, il perossiddrogeno si puo formare anche per produzione
diretta in alcune reazioni enzimatiche a livella decrosomi, perossisomi e mitocondri. Risulta
essere citotossico ma € considerato un deboleegesidante. La tossicita risiede nel fatto che e i
grado di dare origine al radicale idrossile attragedelle reazioni catalizzate da ioni metalligt (2

H,0, + F&* — 3Fe** ++«OH + OH (2)

Radicale idrossile

Nel processo di Haber-Weiss, una molecola di sgseto ed una molecola di perossido di
idrogeno si combinano per formare una molecolassgigeno, un equivalente di radicale idrossile ed
uno di anione ossidrile.

Questo processo & catalizzato dagli iorfi BeCU (3)

O, + H;0,— O,+ OH+ OH (3)

Nelle reazioni di Fenton, una molecola di perossidimrogeno € convertita in un radicale idrossile

ed in un anione ossidrile con contemporanea ossidezli Fé* a F€* (4)

H,O, + FE" — OH® + OH + Fe"* (4)

Il Fe** cosi formatosi pud, a sua volta, reagire con whicate superossido secondo la reazione

seguente, rigenerando¥ehe pud nuovamente reagire cofObinella reazione di Fenton (5).

Fe'+ O — FE€'+ O, (5)

Va precisato che il ferro, contenuto nelle cellal@el plasma, & solitamente legato a proteine di
trasporto, di deposito e funzionali e, in questanfm, non € mai reattivo. La reazione di Fenton puo

quindi avvenire solo in presenza di ferro liberofelro si puo liberare dalle proteine chelanti in
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seqguito alla diminuzione del pH, dovuta, per esemall’accumulo di acido lattico in seguito ad
ischemie, emorragie, traumi e per interazione M &n la ferritina.

Il radicale idrossile OMé una molecola altamente reattiva con forti capamssidanti e costituisce
I'agente responsabile della fase iniziale dei psscperossidativi nei nostri tessuti.

E in grado di collidere e danneggiare tutte le mmwiecole cellulari: proteine, acidi nucleici,

glicosaminoglicani e soprattutto gli acidi grasslipsaturi dei fosfolipidi di membrana.

Ossigeno singolettdO,

L’ossigeno singoletto € una forma altamente reattlv ossigeno molecolare che puo nuocere ai
sistemi viventi ossidando molecole organiche driicE un derivato della molecola di ossigeno in
cui tutti gli elettroni di valenza hanno spin oppoBa studi in vitro & emerso ch®, ossida molte
molecole organiche inclusi lipidi di membrana, pioe, aminoacidi, acidi nucleici, nucleotidi,
nucleotidi piridinici, carboidrati e tiolitO, si pud formare tramite esposizione a luce ultrattal
(320-380nm) o durante l'attivazione dei macrofdgazione della NADPH ossidasi produce il
radicale anione superossido che, spontaneamemzroaicamente, dismuta per formare perossido
di idrogeno. La mieloperossidasi dei macrofagi tivith perossidasiche correlate, catalizzano la
riduzione del perossido di idrogeno per formaradidante acido ipocloroso. L'acido ipocloroso e

H,O, reagiscono per formare I'ossigeno singoletto (Rev&eK. et al., 2008).

H0, H.0
A .
Hoci» -, ‘o, +cCl
hiypochioris simgiet
s el R
n' n ‘ Fe* Fe" H
1‘-'--1-- 0. 0. N r ‘OH - +H.0
0,10 o S
hydrogei H;ﬂ hyelroxy
prerowide radical

Fig. 2.1: Schema rappresentativo della formazioreQis
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Specie radicali che dell’azoto (RNS)

Accanto ai Ros esiste una famiglia di radicali filshe interessa I'azoto e che vengono chiamati
specie radicaliche dell’azoto (RNS). Appartengomguasta classe, i radicali come l'ossido nitrico
(NO°) che si forma a partire dalla L-arginina in unaziene catalizzata dalla Ossido Nitrico Sintasi
(NOS) e che in condizioni fisiologiche svolge unafione di messaggero intracellulare (Ignaro et
al., 1990).

Se a livello cellulare risultano elevati i livetli superossido e di 4@, I'ossido nitrico puo reagire
con queste due molecole portando alla formaziompedissinitrito (OONQ che & un composto ad
elevata citotossicita, il cui potere ossidante ggmae di quello dell’ anione superossido e del
perossido di idrogeno (McCord et al., 2000). Ilgssinitrito ha la capacita di reagire con diverse
molecole come la COe a seconda delle condizioni puo dare origineladcamposti ad elevata

reattivita.

2.2 Principali fonti di ROS nel muscolo scheletrico

| ROS possono essere generati in diversi distogttulari sia in condizioni fisiologiche sia in
risposta a vari stimoli. A livello delle fibore mudari i ROS e in particolare I'anione superossido,
possono essere prodotti in diversi siti cellulaai it quali il mitocondrio, reticolo sarcoplasmatico
SR, tubuli T, sarcolemma e citosol (Fig. 2.2).

| mitocondri sono considerati il maggior sito dioguzione dei ROS (Davies et al., 1982). In
particolare durante la fosforilazione ossidativepcesso che porta alla sintesi ATP, circa 1-2%
degli elettroni che fluiscono lungo la catena disporto, sfuggono dai complessi proteici ed,
interagendo con l'ossigeno, generano il radicafgemssido soprattutto a livello dei Complessi | e
lIl (Barja et al., 1999). Nel complesso |, gli @étehi provenienti dal NADH prima riducono I'FMN,
poi, attraverso una serie di subunita contenemtrc€e-S, vengono trasportati all’'ubichinone (Q)
che viene ridotto a ubichinolo (QH2) e/o semichd®H.-). Il sito esatto di sintesi di ROS da
parte del Complesso | non e stato ancora defimita, 'lFMN, i centri Fe-S e il QH.- sono
considerati le principali sedi da cui possono siggli elettroni necessari alla formazione del
radicale superossido.

La produzione di ROS e, in particolare del radicaiperossido, da parte del Complesso Il puo
avvenire sui siti Q0 o Q1, attraverso i quali ameel trasporto degli elettroni tramite il cyt b.

A livello del muscolo scheletrico altre possibibnti di ROS potrebbero risiedere nel SR e nei
Tubuli Trasversi. Diversi studi hanno evidenziaglesenza di un enzima, la NAD(P)H ossidasi,
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associata a livello del SR del muscolo scheletfitia R. et al., 2003, Powers and Jackson, 2008).
L’anione superossido generato da questo enzimaiimdlare il corretto rilascio del calcio dal SR
attraverso l'ossidazione dei recettori della RyanadCherednichenko G et al., 2004, Hidalgo et
al., 2006).

Recenti studi hanno messo in rilievo che anchebiuliul del muscolo scheletrico contengono una
NAD(P)H ossidasi, la cui attivita aumenta in seguitl’arrivo della depolarizzazione (Espinosa A
et al., 2006). L'anione superossido prodotto vieitesciato a livello del citosol della cellula
muscolare (Powers S.K. et al., 2008).

Anche la membrana plasmatica puo essere considarata fonte di ROS. Numerosi studi hanno
messo in evidenza che le cellule muscolari songraao di rilasciare I'anione superossido nello
spazio extracellulare (McArdle A et al., 2001). &we meccanismo sebbene sia ancora poco
conosciuto sembra coinvolgere un enzima NAD(P)Hdass presente a livello della membrana

plasmatica.
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Fig. 2.2: potenziali siti di produzione dell’anioseperossido

Accanto a queste potenziali fonti di ROS é stattizzato il coinvolgimento di altri enzimi quali la

Fosfolipasi A (PLA,) e la Xantina Ossidasi.
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La PLA; € un enzima responsabile del clivaggio dei fogidiidi membrana e del conseguente
rilascio dell’acido arachidonico che rappresenta lmmon substrato per enzimi, come la
lipoossigenasi, in grado di generare ROS (Zuo lalet 2004). L’'attivazione della PLApuo
stimolare la NAD(P)H ossidasi, mentre si e viste dlmaumento della sua attivita stimola la
produzione di ROS nel mitocondrio, nel citosol &ldscio degli stessi nello spazio extracellulare
(Powers S.K. et al., 2008). L'enzima PLA presente all'interno delle cellule come duedsok:
PLA; dipendenti da calcio (cPLAe PLA indipendente da calcio (iPLfs entrambe le isoforme
giocano un ruolo importante nella produzione delSRO

Un gruppo di ricercatori ha ipotizzato che la iRBLgda la maggior responsabile della produzione di
ROS in condizioni di riposo, mentre l'altra isofancPLA, sembra essere attivata durante tutti i
processi che aumentano la concentrazione intrdaedldel calcio, come la contrazione muscolare e
lo stress termico (Gong MC et al., 2006).

La Xantina Deidrogenasi (XDH) e un enzima citoplatoo che in presenza di un ambiente
ossidativo o di un eccesiva quantita di substsantina o ipoxantina) viene convertito a Xantina
Ossidasi; quest’ultimo € in grado di produrre arisaperossido e perossido di idrogeno. Il ruolo di
guesto enzima nella produzione di ROS nel musaiielstrico € ancora da chiarire.

Sebbene i mitocondri rappresentino il sito di maggiproduzione di ROS, esistono un numero
elevato di fonti alternative di specie radicalicted!’'ossigeno.

Resta da chiarire se nel muscolo scheletrico tyesti possibili siti di produzione di ROS
concorrono alllaumento delle specie radicalichd’akdigeno o se ci sono delle vie preferenziali.
Probabilmente ognuna di queste fonti puo essakattin situazioni differenti, in modo che i ROS
generati sono relativamente localizzati e possentgere in maniera settoriale la loro funzione. Per
esempio i ROS prodotti a livello del SR o dei TuAupossono svolgere un ruolo importante nella
regolazione della modulazione del calcio rispetigualli generati dai mitocondri o dalle ossidasi

extracellulari (Powers S.K. et al., 2008).

2.3 Principali difese antiossidanti
Gli effetti dei radicali liberi possono essere estamente gravi: potenzialmente possono essere in
grado di attaccare qualsiasi molecola del nostgarismo determinando la produzione di numerosi
danni che si ripercuotono a livello di cellule, ange apparati.
Tuttavia I'organismo umano possiede dei sistendlifisa estremamente efficaci che permettono di
neutralizzare i ROS e di bloccare la loro attid&sidante. Gli antiossidanti si possono class#icar
in antiossidanti primari o di tipo enzimatico e @edari 0 non enzimatici. Questa classificazione si
basa non su un criterio di importanza, ma di sezgéemporale di azione.
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Antiossidanti enzimatici o primari

Alla classe degli antiossidanti primari appartergama vasta gamma di enzimi in grado di
detossificare la cellula dai ROS attraverso dedlgzioni enzimatiche in cui le specie radicaliche
dell'ossigeno perdono la loro reattivita e vengdrasformate in sostanze innocue per la cellula
(Fig. 2.3)

0,

\ NADPH ossidasi

Mitocondri

Cit P450 *
‘!
o
" H,0, 2GSH NADP’
N 7 » 4
Catalasi \f
GSH-Px GSSG-Red
H,0 GSSG  NADPH

Fig 2.3 Principali difese antiossidanti enzimaticlsOD (superossido dismutasi); GSHPx (glutationeogsdasi);
GSSG-Red (Glutatione Redattasi); Catalasi.

Superossido Dismutasi
L’enzima superossido dismutasi (SOD) e stato stopeel 1969 da McCord and Fridovich e
rappresenta la prima difesa nei confronti dei ROx$ particolare del radicale superossido. La SOD
infatti catalizza la reazione di dismutazione damlicale superossido in perossido di idrogeno e
ossigeno molecolardlei mammiferi sono presenti tre isoforme dell’enaziBOD (SOD-1, SOD-2 e
SOD-3) e tutte hanno la caratteristica di averanatallo di transizione redox attivo nel loro sito
catalitico necessario per catalizzare la reaziondiginutazione (Culotta VC et al., 2006). Le
diverse isoforme dell’enzima SOD, codificate daigdinersi, si caratterizzano, oltre che per il
diverso catione metallico che funge da cofattorgha per la diversa compartimentazione; si
distinguono una Cu,Zn SOD (SOD1) localizzata ppatmente a livello della zona citoplasmatica
e nello spazio intermembrana, una Mn SOD (SOD2Zhcppalmente presente nella matrice
mitocondriale e una Fe-SOD (SOD-3) localizzatamsflazio extracellulare.
Nei muscoli scheletrici circa il 15-35% della aitidv totale della SOD risiede nel mitocondrio,
mentre il restante 65-85% é nel citosol (Ji LLIetE088).
| geni che codificano per le tre famiglie di SO, @ygi note, derivano da due geni ancestrali tra
loro non correlati. Da uno dei due geni ancesttativa il gruppo delle Mn-SOD e delle Fe-SOD,
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estremamente diffuso a livello degli organismi @eradai batteri, alle piante fino alluomo.
Dall’altro discende la famiglia delle Cu,Zn-SOD,stlibuito esclusivamente tra gli organismi

eucariotici.

Cu,Zn-SOD

La Cu,Zn-SOD (Fig. 2.4) e costituito da due sulamdentiche, ciascuna di 154 amminoacidi (circa
32.000 Dalton) contenente uno ione zinco ed un@ icame, unite da interazioni deboli non
covalenti. La struttura secondaria della Cu,ZnSOéostituita da fogliettpantiparalleli e presenta
due anse che costituiscono il sito di legame aloae il canale elettrostatico attraverso il quble
superossido e guidato verso il sito attivo. Studirdologia tra enzimi provenienti da specie diverse
indicano che numerose regioni sono altamente ceatgerTra queste, oltre al gia citato canale
elettrostatico, vi € chiaramente la regione legantetalli.

Fig. 2.4: Struttura tridimensionale della Cu,ZnSOD

La reazione di dismutazione (1, 2) procede trachite passaggi di uguale velocita: nel primo si ha
la formazione di ossigeno molecolare a partire @alicale superossido con la conseguente
riduzione di Cu(ll) a Cu(l), mentre nel secondbaila riduzione del Cuda parte di un altro anione
superossido rigenerando in questo modo il centtaliteo con produzione di perossido di
idrogeno.

E-Cu®** + O,” > E-Cu" + 0, (1)

E-Cu* + O, + 2H" — E-Cu ** + H,0, (2)

Mentre lo ione C rappresenta il sito catalitico della Cu,ZnSOD,idoe Zrf* sembra avere
unicamente un ruolo strutturale.
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Mn-SOD e Fe-SOD

La struttura della Mn-SOD e della Fe-SOD (Fig. 8.2.6) non e stata ancora dettagliata quanto
guella dell’'analoga Cu,Zn-SOD; questi enzimi coetd#h ferro e manganese hanno subunita
molecolari di circa 23.000 Dalton e, mentre I'enaigcontenente ferro esiste unicamente in forma

dimerica, 'analogo con manganese puo esisteri@ $tama dimerica sia tetramerica.

Fig. 2.5: Sito di legame per il metallo della MNSOD Fig 2.6: Struttura tridim@sale della Fe-SOD

Le poche conoscenze attuali sulle due metallo-pretsono sufficienti a delineare un meccanismo
di reazione abbastanza analogo a quello della CG8@D, ma non per identificare le basi della
funzione catalitica. Il meccanismo catalitico dghl@teina contenente ferro o0 manganese segue lo
schema generale mostrato per la Cu,Zn-SOD, coiendig le coppie di Fd()/Fe(l) e di
Mn(IIT)/Mn(II). Si deve comunque considerare che l'efficienzalit@a € leggermente piu bassa
nell'isoenzima contenente ferro e manganese rspata Cu,Zn-SOD. Le due isoforme, oltre
all'inibizione da anioni a singola carica, preseata&ome svantaggio la sensibilita a valori di pH

prossimi alla neutralita (Argese et al., 1983).

Catalasi

Dato che la reazione di dismutazione dell’aniongesossido porta alla formazione del perossido di
idrogeno, la funzione antiossidante della Cu,ZnS@Dlegata all’attivita di altri enzimi
detossificanti, quali la catalasi e GSH-Px.

La catalasi € un enzima tetramerico ad alto pedeaulare contenente porfirina nel sito attivo. La
funzione principale di questo enzima € quella dniglare il perossido di idrogeno £{8,) ad
elevate concentrazioni catalizzando la sua disnrtazad ossigeno e acqua attraverso una reazione

che avviene in due passaggi:
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H,O, + Fe(lll)-CAT — H,O + O=Fe(IV)-CAT

H,0, + O=Fe(IV)-CAT— H,0 + Fe(lll)-CAT + G

La reazione netta risultante & quindi:o2H— 2H,0 + G,
E stato dimostrato che il livello di espressionetgica dell’enzima & piu che altro nelle fibre

ossidative, piuttosto che in quelle glicolitiche(rers S.K. et al., 2008).

Glutatione Perossidasi e Glutatione Reduttasi

Un altro enzima fondamentale nella detossificazidet perossido di idrogeno € la Glutatione
Perossidasi (GPX). Nei mammiferi sono state idestié cinque isoforme (GPX-1-GPX-5) che
differiscono tra di loro per localizzazione celidae tissutale (Tabella 2.1) (Brigelius-Flohe R,
2006). Si tratta di enzimi selenio-dipendente cbevertono HO, o gli idroperossidi organici ad
acqua o alcoli (ROH) rispettivamente attraversedidazione di glutatione ridotto (GSH).

Di seguito viene riportata la reazione di dismuwiaeidel HO, e gli idroperossidi organici

2GSH+4® —-GSSG + 2HO

2GSH + 2RO GSSG +ROH + KO

Property GPX1 GPX2 GPX3 GPX4 GPXS
Cellular location Cytosol and mitochondria  Cytosol Extracellular space Membrane-bound nuclei  Extracellular and
and cytosol and mitochondria membrane bound
Subunit Tetrameric Tetrameric Tetrameric Monomeric Dimeric
Molecular mass, kDa 21 23 225 19 24
Tissue location All tissues Stomach, intestine  All tissues Testes, spermatozoa, Epididymis, spermatozoa,
hearl, brain liver, kidney

Tabella 2.1:Principali caratteristiche fisiche edlizzazione tissutale degli enzimi GPX

Sebbene tutte le GPX catalizzano apparentemestedaa reazione, ogni enzima differisce sia per
la localizzazione cellulare (citosol, mitocondremc) che per la specificita del substrato (Brigeliu
Flohe R, 1999). Per esempio la GPX-4 e un enzimaceso alle membrane che agisce a livello
degli idroperossidi dei fosfolipidi di membrana §ihi et al. 1986). Analogamente a quanto avviene
per la SOD anche le GPX sono maggiormente espretigefibre di tipo slow piuttosto che nelle
fibre fast.

Un altro enzima coinvolto nella detossificazionesdibstrati ossidati € Gluatione-S-Transferasi

(GST-transferasi) che catalizza la coniugazione @8H direttamente ai substrati ossidati che
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vengono poi eliminati dall’'organismo. Nelluomo einmammiferi sono state identificate e
caratterizzate 7 diverse classi di glutatione Sdfierasi appartenenti ad un’unica famiglia di emzim
solubili citosolici e, solo recentemente, sono estatentificate altre due famiglie di enzimi a
localizzazione rispettivamente mitocondriale e wsomiale (MAPEG) (Hayes, J.D, 2005).
L’attivita sia delle GPX che delle GST comporta albbassamento del livello totale del GSH
intracellulare ed un aumento del GSSG; al fine dntanere costante il rapporto GSH/GSSG, il
GSSG viene rilasciato dalla cellula e degradatédamebiente extracellulare. Il GSH puo essere
rigenerato attraverso la sintes{ novoo attraverso riduzione della forma ossidata GS8Gpera
della glutatione reduttasi (GR), una flavoproteicta®e permette di convertire GSSG in GSH
utilizzando come agente riducente il NADPH. La éomti NADPH nel muscolo scheletrico e
essenzialmente garantita dall’enzima isocitratdrgjenasi.

I GSH puO essere sintetizzagx novo attraverso due reazioni sequenziali, ATP-diperident
catalizzate rispettivamente dallaglutamilcisteina sintetasyGCS), la cui attivita limita la velocita

di sintesi, e dalla glutatione sintetasi (Fig. 2.7)

Glutammate Cisteina Glicina

Composti I
tossici
-G0S
]

K0,

l
! NADP* l nsul,. S
i NADPH lmlﬁmm

Addotti del GSH idroasiati

Fig. 2.7: Ciclo del Glutatione

Tioredoxina

Un altro enzima antiossidante € la tioredoxina-ix{1), &€ una piccola proteina di 105 aminoacidi

molto consevata. Nel suo sito catalitico, infasfi,trovano due residui di cisteina che riducono i

ponti disolfuro (S-S) su altre proteine che sonatestbersaglio dell'azione dei radicali liberi

dell'ossigeno. Cedendo due equivalenti riduceatiTix-1 cosi' riduce la proteina bersaglio per

divenire ossidata a sua volta. La tioredoxina redutl (TxR1) e il suo corrispondente enzima

rigenerante, il quale utilizza gli equivalenti rohnti del cofattore NADPH+ (derivato dalla
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vitamina PP o nicotinamide) per trasferirli sulisteine ossidate della Trx-1. In tal modo, il sito
catalitico della Trx-1 e rigenerato ed €& pronticamvertire altre proteine cui certi residui diteisa
sono stati ossidati.

La Trx1 e presente nel citoplasma ed e facilmamedibile da molti tipi di stress (ROS, raggi UV

ecc).

Antiossidanti non enzimatici o secondari

Accanto agli antiossidanti enzimatici, esiste ula@se di antiossidanti non enzimatici che hanno la
funzione di implementare le difese antiossidamtiistinando, per esempio, il pool dei tioli oltre a
agire di per se come scavenger dei radicali liberi.

Tra gli antiossidanti non enzimatici troviamo il BSche oltre ad essere un substrato per le GPX e
le GST, puo agire direttamente da scavenger dcafidiberi durante i processi di detossificazione
del perossido di idrogeno e degli idroperossiddiip.

I GSH € un tripeptide ed é considerato il regakatoon enzimatico piu importante del’omeostasi
redox intracellulare. E presente ubiquitariamenttutti i tipi di cellule; in particolare nelle fib di

tipo slow la sua concentrazione e di circa 2-3 mMntre nelle fibre di tipo fast e di circa 0,5 mM
(Leeuwenburgh C, et al., 1997).

Un altro antiossidante non enzimatico € il coenzipnehe svolge la sua azione a livello della catena
mitocondriale del trasporto degli elettroni. Andbevitamine A, E, C sono considerate antiossidanti

non enzimatici e vengono assunte con la dieta.

Proteine citoprotettive: Heat Shock Proteins

La produzione di proteine da shock termico, negdiaaismi viventi, puo essere indotta da parte di
gualsiasi stress, ma piu frequentemente da queifoico e per questo motivo prendono il nome di
heat shock proteinsl primi studi su queste proteine risalgono al 29fuando cellule delle
ghiandole salivari dDrosophila busckiiesposte ad alta temperatura, mostravano deifiagoanti
(“puff”) accompagnati da un aumento nell’espressidnproteine con masse molecolari comprese
tra 26 e 70 KDa (Ritossa, 1962). Le Hsp sono stiatificate praticamente in tutte le specie
appartenenti agli eubatteri, archea e organismerson animali e vegetali. Inoltre é stata verifiwa
una considerevole somiglianza fra le Hsp nelle eddifiti specie, il che € indice di una
differenziazione precoce del corso evolutivo cheelede conservate in tutti gli organismi viventi.
Questo, inoltre, suggerisce 'esistenza di unalsifunzione protettiva in tutti gli organismi. Melt

delle proteine da stress sono presenti a baséi,l&eche nelle cellule non stressate o a condizio
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fisiologiche (Halliwell e Gutteridge, 1999). La fzione principale delle Hsp € di ridurre al minimo
gli effetti dannosi di un qualsiasi stress. Unoldeffetti piu comuni dello stress sulle proteinéaé
perdita della loro struttura terziaria, responsaliella completa perdita di funzionalita del sito
attivo. Le proteine da stress sono chaperones wiakgce hanno, quindi, il compito di garantire il
corretto ripiegamento e il ripristino della struttunativa. Sono state classificate in sei famiglie,
essenzialmente sulla base del peso molecolare00g(d00-110 kDa), hsp90 (83-90 kDa), hsp70
(66-78 kDa), hsp60, hsp40 e le small hsp (15-30)kBase si trovano in diversi compartimenti
cellulari dove sono deputate a svolgere specifiaheioni. La famiglia delle Hsp110 é costituita da
proteine associate con la componente fibrillarendeleolo, sito nella cromatina nucleolare o rDNA
(Lindquist and Craig, 1988). | membri appartenetita famiglia Hsp90 cooperano nel trasporto
delle proteine attraverso il reticolo endoplasnmatica famiglia Hsp70 € la piu conservata e la piu
studiata e comprende la forma inducibile Hsp70folana espressa costitutivamente Hsc70, la
forma mitocondriale Hsp75, e la forma localizza¢h neticolo endoplasmatico, Grp78. Le proteine
appartenenti alla famiglia delle Hsp60 danno oegad un apparato complesso composto da due
tipi di subunita. Hsp60 (GroEL ife. Col) e formata da due anelli eptamerici impilati 'uno
sull’altro che vanno a delimitare una cavita cdetruesta cavita ha il compito di alloggiare le
proteine non correttamente ripiegate e instauegarhi non covalenti col peptide attraverso residui
idrofobici. A questa struttura si associa HsplO0ofES inE. Coli) che svolge la funzione regolativa
e provoca variazioni conformazionali che portanalakcio del peptide ripiegato. Le Hsp40, come
le Hsp60, sono coinvolte in processi di stabilizaag e di corretto ripiegamento delle proteine
nascenti. La piu studiata e caratterizzata € Dn&Jodli che, agisce come cochaperone con DnaK
(Hsp70). Tutte le Small HS&cristalline hanno subunita minori di 35 kDa é saawatterizzate
dalla presenza di una sequenza omologa di cira@s80ui, denominata “crystallin domain.” ke
cristalline sono presenti abbondantemente nellée lelei mammiferi (35%), costituite da due
subunitaoA e aB, membri della famiglia delle small Hsp (shsp),d4esi ritrovano principalmente
nella lente con tracce negli altri tessuti, menkeeaB sono presenti ubiquitariamente, |l
meccanismo molecolare di interazione tracoleristalline e i substrati rimane in gran parte
sconosciuto. AllexB cristalline appartiene anche la Hsp27 che comaltgi membri della famiglia
agisce con chaperon molecolare prevenendo l'aggi@ya delle proteine denaturate. in risposta a
stress fisiologici come stress da calore e stresgdativo. L'isoforma inducibile della proteina
HSP-70 e costiutivamente espressa nei muscoli plattosto che in quelli Fast. In seguito a vari
stress come ischemia esercizio fisico in entambuscoli si ha un’attivazione della HSP-70i che
non e solo correlata con la transizione verso motfpo slow ma anzi rivela la sua azione nella

risposta allo stress (Tarricone et al., 2008).
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2.4 Stress Ossidativo e danno cellulare

Il termine stress ossidativo e stata introdottolagarima volta nel 1989 da Sies che lo defini come
una squilibrio tra la produzione di specie radoad dellossigeno (ROS) e i sistemi di difesa
antiossidanti. In condizioni fisiologiche la celunantiene al suo interno uno stato riducente grazi
ad un bagaglio di enzimi e molecole che controbikamo la produzione di ROS.

Se la generazione di ROS eccede le capacita adaosisdella cellula stessa, o si verifica una
diminuzione dei meccanismi di detossificazioneyishe ad instaurare una nuova condizione che
prende il nome di stress ossidativo. Questa comkzisembra giocare un ruolo di primaria
importanza in numerose patologie spesso assodatdrafia muscolare, come cancro, traumi e
altre malattie neurodegenerative (Tisdale MJ, 198@nani U R, 2005). E stato dimostrato che lo
stress ossidativo € un elemento chiave nei prockssivecchiamento (Porter MM et al., 1995;
Fulle S et al., 2004).

| danni provocati dai ROS

Lo stress ossidativo quindi deriva da un aumenioR{2S; queste molecole sono caratterizzate
dall'avere una notevole reattivita chimica che dade molto instabili ed in grado di ossidare le
catene idrocarburiche degli acidi grassi insatugsidui amminoacidici delle proteine, i carbotilra

e le basi azotate degli acidi nucleici. Il dannsidativo da parte dei ROS porta, in casi estremi,
all'alterazione e alla compromissione della fungial tutte le strutture e le macromolecole celiular

con conseguente morte cellulare (Davies, 1987).

Perossidazione lipidica

La perossidazione dei lipidi si ha a livello degkidi grassi polinsaturi, contenuti in elevate
concentrazioni soprattutto nei fosfolipidi dellemmarane cellulari.

Il processo consiste in una serie di reazioni ar@ain cui gli acidi grassi insaturi dei fosfolipati
membrana si trasformano progressivamente in radipadici (Le), radicali perossidi (LOOs) e
alcossidi lipidici (LOe), aldeidi (malondialdeid®|DA), alcani, epossidi lipidici e alcool.

Anche il colesterolo pud subire modificazioni dedli@sso tipo dando origine ad epossidi e alcool.
In seqguito a tali processi degenerativi, le memérdella cellula diventano rigide perdendo la

fluidita e la funzione di permeabilita selettivaedie contraddistingue (Spiteller, 2006).
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Ossidazione delle proteine

Per quanto riguarda le proteine, le reazioni o$isielgprovocate dai radicali liberi hanno come
conseguenza la proteolisi o la loro aggregaziomerabte. E stato dimostrato su proteine purificate
che l'azione dei ROS altera completamente le petgrichimico-fisiche caratteristiche della
proteina stessa. E stato osservato infatti sia war@zione del punto isolelettrico (causata da
ossidazioni dei gruppi -R degli amminoacidi medeantarbonilazione) (Davies, 1987) sia
un’alterazione del peso molecolare dovuta alla &mione di legami intramolecolari o alla scissione
della proteina in frammenti peptidici (Salo et dl990; Wolff et al., 1986). Questi cambiamenti
provocano l'attivazione di specifici enzimi protiigi e conseguente degradazione della proteina
(Dean et al., 1993). La carbonilazione, laddoveeaga in maniera lieve e progressiva, € associata
alla perdita irreversibile della funzione della {@ioa che viene eliminata del proteasoma e dunque
permette la sopravvivenza cellulare. L’'eccessiv@dazione e il conseguente cross-linking rende,
invece, le proteine resistenti alla degradaziorweplitica e determina l'insorgenza della morte
cellulare (Dalle Donne et al., 2006).

Tra le proteine enzimatiche, che per prime risemtoall’attacco dei radicali liberi e che quindi si
denaturano, sono da ricordare la fosfofruttochiagenzima chiave della via glicolitica) e il
complesso | della catena respiratoria. L'inattiea® di questi due enzimi porta ad una riduzione

del metabolismo energetico cellulare.

Danni agli acidi nucleici

Per cio che riguarda gli acidi nucleici, & statmadstrato che le alterazioni ossidative inibiscono
irreversibilmente i processi di trascrizione, tradme e replicazione del DNA portando alla
prematura senescenza e alla morte cellulare (Har@r®81; Schraufstatter et al., 1988). Il danno
ossidativo a carico del DNA puo tradursi nella uddt dei filamenti (doppi e singoli), nella

formazione di legami crociati DNA-DNA (o DNA-prote), scambio dei cromatidi fratelli,

modificazione delle basi azotate. Tutti e quattraucleotidi, infatti, possono subire modificazioni
ossidative, anche se le pirimidine (citosina edima) sembrano essere le piu suscettibili ai pices
di idrossilazione, saturazione, apertura o condaosa dell’anello imidazolico. Inoltre, la guanina
puo andare incontro alla formazione di un deriv@sidato, quale I'8-oxoguanina (8-0xo0G), che si
rinviene spesso come comune denominatore di patologurodegenerative come il Morbo di
Parkinson, la Sclerosi Laterale Amiotrofica (SLA)JAdzheimer. Data I'immediata vicinanza al sito

di produzione dei ROS, il DNA mitocondriale rapmet il primo bersaglio della tossicita dei
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ROS. Il DNA mitocondriale ha, infatti, una maggionsorgenza di mutazioni spontanee rispetto a
quello nucleare, data anche la relativamente saams®lessita dei sistemi di riparo del DNA in
guesto compartimento (Kakkar et al.,, 2007). In ogaso, le mutazioni insorte nel DNA
mitocondriale determinano, in ultimo, l'ulterioreggduzione di superossido e I'attivazione della

cascata apoptotica mitocondriale (Ricci et al.,800

2.5 Ruolo fisiologico dei ROS e concetto di ormesi.

La definizione di stress ossidativo, intesa commento delle specie ossidanti con conseguente
danno al DNA, proteine e lipidi, € un concetto ehgato ultimamente rivisto.
La produzione di ROS non ha solo effetti dannosi lpecellula; esistono svariati esempi che
dimostrano il ruolo fondamentale dei ROS nei precéisiologici cellulari (Brigelius-Flohe R.,
2009). L’anione superossido prodotto dai fagogatiplge un’azione di difesa nei confronti di
infezioni batteriche, mentre il perossido di idrogeconsiderato come prodotto derivante del mal
funzionamento della catena mitocondriale, puo agwene regolatore chiave nei meccanismi
apoptotici (Gogvadze et al., 2008). Anche i ROSdptth da enzimi come la lipoossigenasi sono
considerati importanti mediatori nelle rispostaanimatorie.
Inoltre nel corso decennio che va dal 1980 al 1®8€ata ampiamente accettata lI'idea che I'attivita
(esercizio fisico) o linattivita (immobilizzazionedenervazione) muscolare sia associata ad un
aumento della produzione di ROS e si pensava clestgquaumento delle specie radicliche
dell’'ossigeno potesse avere azione citotossicdepiore muscolari. Davies et al., osservarono per
la prima volta nel 1982, un aumento dei ROS nelaolasscheletrico in seguito ad esercizio fisico;
successivamente I'aumento dei ROS e stato evidenarache nelle fibre muscolari sottoposte a
lunghi periodi di disuso (immobilizzazione) (Kon#bet al 1991). Recenti evidenze pero, indicano
che 'aumento dei ROS ha un ruolo importante ne#lgolazione dei meccanismi molecolari
richiesti per l'adattamento del muscolo scheletrinorisposta ad esercizio fisico o inattivita
muscolare.
Quindi appare evidente il duplice ruolo dei ROS:udalato queste molecole sono potenzialmente
dannose per la cellula, dall’altro lato svolgonorunlo di regolazione in svariati processi. Questa
duplice funzione, probabilmente dovuta a differeneka produzione di ROS sia per durata che per
guantita, puo essere spiegata con il concettordesirche viene usato in tossicologia per esprimere
'andamento della risposta dei sistemi biologicsgguito ad esposizione ad agenti tossici. Siatratt
di una curva dose-risposta con andamento a camian2.8). Nel caso dei ROS, un aumento
moderato e di breve durata dei ROS nei muscolilstie puo attivare quei meccanismi molecolari
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che portano la cellula ad adattarsi e a proteggdasieventuali stress successivi; elevate
concentrazione di ROS per lunghi periodi invecergiabero attivare altre vie di segnalazione con
conseguente proteolisi e morte cellulare (Ji LLalet2006).

Nei prossimi due capitoli verranno meglio desciittiuolo dei ROS in due condizioni opposte:

esercizio fisico e denervazione.
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Capitolo 3

Esercizio fisico e denervazione

3.1 Plasticita muscolare

Il muscolo scheletrico adulto & un tessuto molabig con un basso turnover di nuclei. E stato
stimato che in un muscolo di ratto adulto, in carmahi normali, solo 1-2% dei mionuclei siano
rimpiazzati ogni settimana (Chargé et al., 2004 xelalta il muscolo scheletrico mostra un’enorme
plasticita e malleabilita in risposta a numerosediioni sia fisiologiche che patologiche. Infalti
muscolo scheletrico ha la capacita di cambiardtataue funzione in risposta a fattori che possono
modificare la sua attivita contrattile (I'esercifisico, la stimolazione elettrica e la denervaeipma
stimoli che possono modificare il carico (esercidiaesistenza e microgravita) ed ad altri fattori
ambientali come la mancanza di substrati, I'iposdia stress termico.

La straordinaria capacita del muscolo di adat@wsi grande facilita ai cambiamenti ambientali e ai
diversi stimoli provenienti dall’esterno comporta modificazione di compartimenti cellulari
(mitocondri, miofibrille, ecc.) ed extracellularicgpillari, nervi, tessuto connettivo). Questi
adattamenti strutturali e funzionali che modificathdenotipo del muscolo scheletrico sono il
risultato di una rapida variazione dell’espressidngeni chiave che vengono attivati o silenziati a
seconda della loro funzione.

Questa duttilita del muscolo é stata osservatatinitvertebrati anche se con una certa variabilit
tra le diverse specie e tra gli individui dellassi@ specie (Flick M. et al., 2003).

3.2 Esercizio fisico: principali caratteristiche

Dati clinici e studi epidemiologici supportano Bd che l'esercizio fisico moderato aerobico
regolarmente eseguito possa esercitare un’aziomefibpa sui disturbi e sulle malattie che
colpiscono il miocardio e il muscolo scheletricofalti I'esercizio fisico puo ridurre il rischio di
patologie cardiocircolatorie, come coronaropates ed ipertensione arteriosa, e degenerative,
come aterosclerosi e diabete di tipo Il. Quest@&leavie hanno indotto i ricercatori a cercare di
capire i meccanismi molecolari alla base di questnti. Diversi studi hanno dimostrato che
I'esercizio induce tolleranza all'ischemia/riperifuse, IR (Powers S K et al. 2004, Marini M et al.
2007) e che quindi potrebbe agire come un eve@andizionante in grado di proteggere il cuore
da eventuali insulti di maggiore entita (Powers 8tial. 2008).
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A livello muscolare, I'esercizio fisico induce nurosi cambiamenti e adattamenti strutturali delle
fibre muscolari che sono il frutto dell’attivaziode vari pathways molecolari e dell’espressione di
numerosi geni. Le modifiche del fenotipo che sateAno I'enorme plasticita del muscolo, variano
a seconda del tipo di esercizio fisico, della fimmga, dellintensita e della durata. In genere si
classifica l'allenamento fisico come allenamentdtowvoad incrementare la forza o volto ad
incrementare la resistenza del muscolo (force itrgim endurance training). Il “force training”
comporta esercizi che richiedono uno sforzo maeiteriso ma che vengono ripetuti poche volte (es.
sollevamento pesi, salto ecc). Questo tipo di &erfisico si basa sullaumento del carico, che
porta ad un aumento della forza e della massa rauscd= associato ad ipertrofia delle fibre
muscolari e, in particolare, di quelle che si basaul metabolismo glicolitico anaerobico; i suoi
effetti sul sistema cardiovascolare sono marginali.

L"endurance training” consiste nell’effettuare esei di intensita moderata, ma ripetuti piu volte.
Porta all'incremento della capacita aerobica débes muscolari e, di conseguenza, migliora le
capacita aerobiche dell'organismo, influenzandohantefficienza del sistema respiratorio e
cardiovascolare.

L’esercizio fisico moderato sara oggetto di quésta e nei prossimi paragrafi verranno chiariti i
principali meccanismi che si attivano e che cormworall’adattamento del muscolo all’esercizio

fisico.

3.3 Principali adattamenti del muscolo scheletri@mttoposto ad esercizio fisico

moderato

E stato dimostrato che I'esercizio fisico moderatimenta le capacita ossidative e il consumo degli
acidi grassi; inoltre promuove la proliferazioneganondriale e la trasformazione delle fibre di tipo

fast a slow.

Switching delle fibre muscolari e adattamenti metdici

La composizione delle fibre del muscolo scheletpoo essere fortemente influenzata da aumenti
dell’attivita neuromuscolare come nel caso delfeizéo fisico.

E ormai noto che l'esercizio fisico moderato poath una maggiore espressione delle miosine
(MHC) di tipo slow nei muscoli prevalentemente do#i da fibre fast, contribuendo ad una
graduale transizione delle fibre fast a slow. Lansizione fast-to-slow & un processo controllato
principalmente da una via di segnalazione calgmemilente che coinvolge la Calcineurina-NFAT/

MEF2. L'aumento di calcio citosolico nel muscoldiat la calcineurina che va a defosforilare i
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fattori di trascrizione NFAT e MEF2. Contemporaneame anche la proteina chinasi calcio
dipendente CaMKII libera MEF2 dal suo inibitore HDAI fattori di trascrizione una volta attivati,
traslocano nel nucleo e inducono la trascrizionéiwgrsi geni tipici di un fenotipo slow-ossidativo
come le isoforme slow delle MCH (Fig.3.1) (Fluck &t.al., 2003, Koulmann N. et al., 2006).

Il coinvolgimento dei fattori di trascrizione dellaiogenesi (MRFs) nei meccanismi di adattamento
che si verificano in seguito ad esercizio fisicmane ancora poco chiaro, sebbene la miogenina
sembra essere implicata nei processi che portananadumento delle capacita ossidative del

muscolo.
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Fig. 3.1 Transizione delle isoforme MHC da fastoavs

Parallelamente alla transizione delle isoforme M#8Cfast a slow, I'esercizio fisico induce nel
muscolo scheletrico dei cambiamenti metabolici chi@volgono diverse vie di segnalazione e che
portano ad un aumento delle capacita ossidative.
Protagonista € sempre 'aumento del calcio inthalege che porta all’attivazione delle chinasi
CaMK; contemporaneamente all’aumento del calcesdrcizio fisico comporta anche un maggior
dispendio energetico, con consumo di ATP e aumenédP. Bassi livelli di ATP e alti livelli di
AMP attivano una chinasi attivata da AMP (AMPK) cha il ruolo quindi di controllare la
disponibilita energetica (Freyssenet D, 2007). &nbve le chinasi traslocano nel nucleo e,
attraverso l'attivazione del co-attivatore trasomimle PGC-lalpha, promuovono l'attivazione della
biogenesi mitocondriale e la sintesi di enzimi dasvi. PGC-1alpha, infatti regola I'espressione di
fattori di trascrizione come NFR-1 e NFR-2 che pwowono la trascrizione di geni codificanti per
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proteine mitocondriali (Hood D et al., 2006,) dattori di trascrizione come Tfam che direttamente
stimola la replicazione e la trascrizione del DNAtarondriale. L’attivazione di questi fattori,
portando ad un aumento dell’attivita respiratodiell’espressione degli enzimi del ciclo di Krebs e
della catena di trasporto degli elettroni, detearliiadattamento del mitocondrio all’esercizio.
Un’intensa attivita contrattile stimola 'aumenteldrasporto di glucosio; infatti, € stato osseovat
che l'esercizio fisico aumenta I'espressione deNA del trasportatore di glucosio GLUT-4
(MacLean PS et al., 2002) e stimola la sua traglooa dallo spazio intracellulare alla membrana
plasmatica e ai tubuli T. Tuttavia e stato dimdstiche l'attivita della AMPK non e necessaria per
'aumento dell’'espressione dellRNA in seguito diémamento (Holmes B F et al., 2004).
L’esercizio fisico porta ad un aumento del conswnlipidi favorendo selettivamente I'espressione
di enzimi coinvolti nel metabolismo e nell'ossidazé degli acidi grassi come MDAC, VDAC e
PPARux (Horowitz JF et al., 2000).

Esercizio fisico, ipossia e angiogenesi

Accanto ai cambiamenti metabolici, € stato dimastrahe I'esercizio fisico porta ad una
diminuzione della pressione parziale di ossigeno foomazione locale di piccole zone ipossiche
(Koulmann N et al., 2006). Uno dei principali fattohe si attivano in condizioni di ipossia € HIF-1
(Hypoxia-inducible factor); si tratta di una famayldi fattori di trascrizione in grado di indurre
I'espressione di geni coinvolti in un’ampia varieigprocessi tra cui 'angiogenesi e I'eritropoiesi

E stato ipotizzato che la diminuzione della tensiat ossigeno nel muscolo scheletrico possa
essere lo stimolo chiave per I'induzione della aegtogenesi. La formazione di nuovi vasi infatti
potrebbe facilitare il trasporto di ossigeno e famte alle richieste energetiche del muscolo
scheletrico sottoposto ad esercizio fisico. L’aggioesi € fortemente regolata da un fattore VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) che e prodatitie cellule endoteliali e perivascolari. VEGF
e positivamente regolato da citochine, fattori discita e ipossia attraverso HIF-1. Il legame di
VEGF al suo recettore KDR attiva una cascata dnaeghe portano in ultima analisi ad un
aumento della formazione di nuovi vasi. E stato aditrato che lattivita fisica comporta un
aumento sia di VEGF che KDR (Koulmann N et al.,, @00 attivazione di queste vie di

segnalazione concorre all'aumento delle capacialasve del muscolo.
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Esercizio fisico e ROS

L’aumento della velocita del consumo di ossigenseguito ad esercizio fisico pud provocare un
incremento della produzione di ROS come risultatorgh non completa riduzione dell’ossigeno
stesso. Gia nel 1982 Davies e colleghi osservaton@umento della produzione di ROS nel
muscolo scheletrico sottoposto ad attivita fisiQaesta maggiore generazione di ROS in un primo
momento é stata associata al concetto di stregfatge e quindi ad un danno alle fibre muscolari.
Recenti dati pero assegnano ai ROS un ruolo figiobonella regolazione di numerosi processi
cellulari. In questa ottica i ROS prodotti in se¢guad esercizio fisico sembrano essere delle
molecole chiave nei meccanismi di adattamento dedcmlo scheletrico sottoposto ad esercizio
fisico (Brooks et al., 2008). Infatti si pensa d¢aegroduzione di ROS associata ad esercizio fisico
potrebbe essere quantitativamente limitata o cbriémciata da un aumenta produzione di sistemi
antiossidanti. Tale ipotesi € corroborata da diMesori, che mostrano che in seguito ad esercizio
fisico si ha un aumento delle difese antiossidardime la superossido dismutasi e catalasi, e di
enzimi citoprotettivi come HSP-70 (McArdle, et &Q01, McArdle 2004).

Se da un lato 'aumento di ROS porta ad un aumdatle difese antiossidanti, i ROS possono
anche agire come fattori di regolazione andandegolare le risposte adattative del muscolo
scheletrico. E stato recentemente dimostrato dR®$ regolano positivamente la trascrizione di
PGC-1lalpha attraverso una via di segnalazione oevalge la AMPK (Irrcher et al., 2009).
L’attivazione di PGC-lalpha, come descritto in piaenza, determina un aumento della biogenesi
mitocondriale e contribuisce alla trasformazioné woetabolismo del muscolo, che tendera a
divenire progressivamente sempre piu di tipo osisiola

Oltre ad essere coinvolti nell’attivazione di PGé&pha, i ROS regolano diverse vie di
segnalazione, quali la via di NfkB e di Ap-1, caodfte nella regolazione positiva di enzimi
antiossidanti (Brooks et al., 2008).

Inoltre & stato osservato che i ROS possono indarrproduzione di citochine infiammatorie
chiamate “miochine”, che si pensa svolgano un rwame anti-inflammatori apportando effetti
benefici sia a livello locale che sistemico (Sckeatlal., 2009).

E stato inoltre dimostrato che I'esercizio fisicmmuove anche la trascrizione di enzimi coinvoli
nel riparo del DNA (Radak et al., 2002), mentreotaghegativamente |'espressione di proteine pro-
apototiche quali BAX (Siu et al., 2004, Adhihettyag&, 2007).
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Tuttavia fattori come il tipo di esercizio, la dtaal’intensita, I'eta dei soggetti, i tessuti efilere
esaminate possono influenzare l'instaurarsi eivatione dei pathways descritti. Questo concorre
all'enorme eterogeneita dei dati presenti in latigna.

3.4 Denervazione: principali caratteristiche

L'innervazione e un fattore di fondamentale impor& per il supporto strutturale e l'integrita
funzionale del muscolo scheletrico. Danni a livedlei nervi o del midollo spinale associati a
traumi, malattie neurodegenerative e normali preicdsinvecchiamento portano a denervazione
delle fibore muscolari. Carlson BM et al., (2002kservarono che la perdita di innervazione
(denervazione) nel muscolo scheletrico € assoadtan declino della massa muscolare e della
forza dovuto ad atrofia e ad un decremento dellefibrille. In particolare Carlson B, (2002)
dimostro che la perdita della funzione é antecedaltd perdita della struttura (Fig. 3.2).

Il muscolo sottoposto a denervazione va incontrouad serie di cambiamenti; si possono
distinguere in tre fasi: in un primo momento il roo® diventa atrofico con progressiva
trasformazione delle miofibre verso un fenotipa.f&iccessivamente I'atrofia diventa sempre piu
severa e si assiste ad una perdita dell'organiamazsarcomerica; nell’ultima fase si ha una
progressiva sostituzione delle miofibre con tessuliposo e connettivo.

La perdita della funzione correla con un alto nwrairmodificazioni delle proprieta morfologiche
biochimiche e fisiologiche del muscolo scheletrifmtto dell’attivazione di varie vie di

segnalazione e dell’espressione di un ampio rangerl.
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Fig. 3.2 Declino della forza e della massa nel rolesdenervato
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3.5 Principali adattamenti del muscolo scheletrisottoposto a denervazione

Transizione delle fibre muscolari da slow a fast

La denervazione porta a drammatici cambiamenti a&tatenti del muscolo scheletrico che
riflettono la grande malleabilita e plasticita daliscolo scheletrico.

Uno dei principali cambiamenti che si verifica iagsito a denervazione e una transizione delle
fibre muscolari verso un fenotipo fast e in talaasi si ha una completa perdita delle fibre di tipo
slow (Fluk et al., 2003). Infatti, in seguito a devazione € stato evidenziato un aumento
dell'isoforma fast della catena pesante della m@giMHC) e in particolare dell'isoforma 11X
(Burnham et al., 1997).

Nel muscolo scheletrico in seguito a denervazigsieassiste ad un aumento dei fattori di
trascrizione della miogenesi, come MyoD, miogerenslRF4, sia a livello di mRNA (Eftimie et
al., 1991, Adams et al., 1995) che di proteina {@&cet al., 2003).

E stato ipotizzato che MRF4 regola i geni che dodifo per le proteine dell’apparato contrattile e
per le subunita dei recettori dell’acetilcolina chgultano maggiormente espresse in seguito a
denervazione (Adams et al., 1995 Weis et al., 2009pD e miogenina invece, Si pensa possano
svolgere un ruolo nel regolare i geni coinvolti netabolismo e nella transizione delle fibre verso
un fenotipo fast. Anche la defosforilazione deltded MEF2 € coinvolto nell'induzione
dell'espressione delle MHC Il (Fig.3.3).

L’aumento di questi fattori della miogenesi puo eesscoinvolto nell’attivazione delle cellule
satelliti e nei processi di rigenerazione e forraaeidi nuove fibre muscolari (Kostrominova et al.,
2005, Lapalombella et al., 2008).
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Fig. 3.3 Transizione delle isoforme MHC da slovastf

Denervazione e processi degenerativi

Le prime fasi successive al trauma sono accompagiatattivazione di neutrofili e macrofagi,
che agiscono nell’ambito di un processo infiammator

Sebbene i macrofagi possano lisare le cellule Mascattraverso la produzione di ossido nitrico
(NO) sia in vivo che in vitro, portando ad un daggiamento del muscolo, ci sono parecchie
evidenze che indicano il coinvolgimento dei macgofaella riparazione e nel rimodellamento del

muscolo danneggiato (Chargé et al., 2004)

Recenti studi hanno dimostrato che anche l'apoppogi essere coinvolta nella degenerazione
muscolare a seguito della denervazione. Nel mussi@ssiste a quella che viene chiamata apoptosi
nucleare che, piuttosto che portare alla morteadédra muscolare, serve per ridurre il numero dei
mionuclei per fibra contribuendo all’atrofia musa.

In seguito a denervazione, il rapporto Bax/Bcl-2naata, come pure la concentrazione citosolica
dei fattori apoptogenici mitocondriali. Anche lascata delle Caspasi risulta essere attivata durante

la denervazione (Siu et al., 2005).

La denervazione induce un intenso rimodellamentia deatrice extracellulare (ECM) (Goetsch et
al., 2003). La matrice extracellulare (lamina bapa& costituita da una serie di proteine, come il
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collagene di tipo IV e la laminina, immerse in wwstanza, simile ad un gel e costituita soprattutto
da proteoglicani; essa sembra avere un ruolo ekgso di riparazione del muscolo.

Le proteine matrice metalloproteinasi, MMPs, ragprgano una famiglia di enzimi proteolitici che
mediano la degradazione di vari componenti dellaMEQurante lo sviluppo embrionale, la
morfogenesi e il imodellamento tissutale. Part@oega molti processi patologici in cui € coinvolta
la ECM, come metastasi e processi inflammatorivéllbo muscolare svolgono un ruolo importante
nella crescita, nello sviluppo del muscolo e nelcpsso di riparazione.

Esse sono endopeptidasi calcio/zinco dipendengrngano indotte da citochine; la loro azione é
controllata da un gruppo di enzimi inibitori deMMPs, TIMPs, enzyme tissue inibitors of matrix
metalloproteinase.

Una delle piu importanti MMPs € la matrice metattupinasi di tipo 2, MMP-2, che e regolata a
parecchi livelli.

Oltre ad avere un ruolo nella degradazione delagelhe 1V, MMP-2 e coinvolta nei processi
degradativi dell’elastina, della fibronectina, ddihminina e di molte altre proteine localizzatéane
ECM (Carmeli et al., 2004).

Denervazione e ROS

Produzione di ROS e disfunzioni a carico del mitar@ sono associate ad atrofia muscolare da
disuso. Kondo e colleghi (1991) osservarono peril@a volta, che le molecole ossidanti giocano
un ruolo importante nella regolazione dei meccanisine contribuiscono al rimodellamento del
muscolo in seguito ad atrofia. L’aumento della mzidne di ROS é associata a diverse situazioni
correlate con una diminuzione della massa muscdlaiati € stato dimostrato che la produzione di
ROS aumenta nei mitocondri durante i normali preicdsinvecchiamento ed e correlata ad atrofia
muscolare (Muller et al., 2007).

Mutanti negativi per la SOD-1 (Sod)l mostrano un aumento di ROS con conseguente aetelia
massa muscolare (Muller et al., 2006, Muller et2007). Inoltre malattie neurodegenerative come
la sclerosi laterale amiotrofica (SLA) sono cortelaad un aumento dello stress ossidativo
(Debrowolny G. et al., 2008, Muller F.L. et al.,@20.

L’aumento della produzione di ROS é stata ossemathe nel mitocondrio di muscoli sottoposti a
denervazione chirurgica (Muller F.L. et al., 2007).

| ROS possono contribuire all’atrofia muscolareaatérso la regolazione di pathways molecolari e
di diversi enzimi coinvolti nei processi di protsolcome le calpaine, la caspasi-3 e la via

dell'ubiquitina-proteosoma.
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In particolare, le calpaine sono degli enzimi chatBvano in presenza di un aumento di calcio
citosolico libero. La produzione di ROS gioca uplauchiave nell’omeostasi del calcio favorendo
un aumento dello stesso a livello citoplasmaticdatti € stato osservato che l'ossidazione dei
recettori della rianodina porta ad un aumento diabaio del calcio dal reticolo sarcoplasmatico;
inoltre una produzione elevata di ROS puo inatéviar SERCA e ritardare il riassorbimento del
calcio nel reticolo stesso (Powers et al., 2008).

Anche la Caspasi-3 pu0 essere attivata dai ROSéevisto che promuove la degradazione dei
complessi actina-miosina (Powers et al., 2010).

| ROS sono coinvolti nella regolazione del sistembiquitina-proteasoma stimolando la

coniugazione dell’'ubiquitina al proteine muscolari.
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Scopo della tesi

Il muscolo scheletrico € un tessuto dotato di emophasticita e duttilita. Infatti in risposta arstli
esterni che ne modificano l'attivita contrattileofee da un lato I'esercizio fisico e dall’altro la
denervazione), il muscolo scheletrico e in gradenddificare la sua struttura per adattarsi meglio
alla nuova condizione.

Dati epidemiologici e studi clinici indicano chegercizio fisico induce numerosi effetti benefici a
livello del miocardio e del muscolo scheletricofali la pratica di un’attivita fisica regolare e
moderata porta ad un miglioramento del benessai ha minore incidenza di malattie a carico
del sistema cardiovascolare. Questo spiega la emescattenzione da parte della comunita
scientifica verso I'esercizio fisico. Tuttavia motti questi dati riguardano l'esercizio fisico di
intensita piu elevata, quello praticato in geneaglidsportivi, mentre si conoscono ancora poco i
processi molecolari che si attivano nell’eserciseco moderato. Inoltre molti dei lavori preseinti
letteratura non sono confrontabili e cio e dovulbngpiego di protocolli che differiscono uno
dall'altro per intensita, durata e frequenza demdimento. Gli aspetti che abbiamo indagato in
guesto lavoro sono associati in particolare agdit@tnenti cui va incontro il muscolo scheletrico e
all’eventuale aumento della sua resistenza agbssirin analogia con quanto e stato gia
approfondito per il sistema cardiovascolare.

L’innervazione e un fattore molto importante pestipporto e lintegrita funzionale del muscolo
scheletrico. Traumi, malattie neurodegenerativenwecchiamento sono alcune delle cause che
possono essere associate alla perdita di innenaziegli ultimi anni il crescente interesse verso
gueste problematiche da parte di studiosi e ritercaassociato allo sviluppo di tecniche
innovative, ha portato a numerosi progressi in gueampo, che hanno delineato un quadro piu
chiaro degli eventi molecolari associati alla perdii innervazione. Infatti, al declino funzionalel
muscolo sottoposto a denervazione € associato tensim processo di degenerazione e
rigenerazione, caratterizzato da un elevato nurdernodificazioni morfologiche, biochimiche e
fisiologiche, che si riflettono in una variazioné rumerosi geni, molti dei quali implicati nel
metabolismo e nell’adattamento muscolare alla nuwralizione. Questi studi sono comunque in
numero limitato e non hanno chairito numerosi aspeefuardanti le modificazioni morfologiche
funzionali dovute alla denervazione, importanti mmplorare possibili interventi terapeutici e
rigenerativi.

E stato ipotizzato il coinvolgimento dei ROS neiat@nismi che portano all'adattamento del
muscolo sia all'esercizio fisico sia alla denervi@oTuttavia pero rimangono ancora molti punti da

chiarire circa i ruoli che potrebbero essere svd#i ROS, ossia quelli associati ai danni, sia
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strutturali sia funzionali, da essi prodotti, sigelj associati al meccanismo di segnalazione nelle
vie metaboliche; infine, la sede di produzione R&S nel meccanismo di denervazione € ancora
tutta da chiarire.

Lo scopo di questo elaborato e quello di compremdeneccanismi molecolari e gli adattamenti
morfo-funzionali che vengono indotti in seguito adercizio fisico aerobico moderato o a
denervazione; infatti, i due processi sono chiaramepposti: mentre I'esercizio fisico & associato
ad un aumento dell'attivita contrattile e a un aotoedella massa muscolare e della sua
vascolarizzazione, la denervazione nel muscololstie® porta necessariamente ad atrofia, con un
declino della massa muscolare e della forza, unredento delle miofibrille e della
vascolarizzazione.

Particolare attenzione é stata rivolta verso I'mnalello stress ossidativo che risulta coinvolto
nell'induzione dei cambiamenti fenotipici del mukxoscheletrico in entrambi i modelli
sperimentali. Questo ci ha portato a valutare lgazeoni dell’espressione genica e, in taluni casi
'espressione proteica e lattivita, di enzimi cheolgono un ruolo chiave nei meccanismi di
adattamento, al fine di confermare e di estendem@hoscenze presenti in letteratura per meglio

chiarire le dinamiche di questi processi.
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Capitolo 4

Materiali e metodi

4.1 Animali e protocolli

Animali. Gli esperimenti di questo lavoro riguardanti glastudi relativi alla denervazione che
all'esercizio fisico sono basati sull’'utilizzo dnunodello animale e in particolare sull’'uso diiratt
appartenenti alla razza Sprague-Dawley e aventnts di vita. Gli animali sono stati stabulati in
gabbie singole ad una temperatura dit21C alternando dodici ore di giorno a dodici ore wiidb |
ratti sono stati alimentati secondo una dieta stahdenza limitazioni e il loro stato di salute
periodicamente controllato. Abbiamo scelto il mdoleanimale perché ci permette di avere
omogeneita del campione, di minimizzare le variatmhfondenti (stili di vita differenti, fumo, ecc)
e di poter studiare i meccanismi molecolari. Ldtacgell’eta (dodici settimane) deriva dall’analisi

comparativa della curva di crescita nel’'uomo eraéb.

Protocollo di denervazionelLa denervazione chirurgica é stata condotta dghap del Prof. Ugo
Carraro dell’Universita di Padova. Gli animali, d@opssere stati anestetizzati, sono stati sottoposti
al taglio del nervo sciatico di entrambi gli artigteriori a livello del troncatere in modo da blaee

il contatto tra il nervo afferente e il muscolo igle Anteriore; un frammento di nervo (circa 1cm) é
stato rimosso e il troncone periferico e stato tegh troncone prossimale, invece, e stato sudurat
su un muscolo superficiale per ridurre la possiitii reinnervazione e ottenere una denervazione
permanente di entrambe le zampe. Gli animali, dbptervento chirurgico di denervazione,
recuperavano velocemente una moderata capaciaainbzione.

A tempi definiti dopo la denervazione (quindici gig tre mesi o 9 mesi), i ratti sono stati
sacrificati e il muscolo Tibiale Anteriore (TA) éato isolato asetticamente e velocemente pesato.
Successivamente i muscoli sono stati congelati ziotca liquido e conservati a -80 fino al
momento dell’uso. Per questi esperimenti sono staizzati sedici ratti suddivisi in quattro grupp
ognuno costituito da quattro animali: il gruppo detti sacrificati dopo quindici giorni della
denervazione (15gg), il gruppo dei ratti sacrificapo tre mesi dalla denervazione (3 mesi); il
gruppo dei ratti sacrificati dopo nove mesi dakmervazione (9 mesi); il quarto gruppo, quello dei
controlli (Ctr), & invece costituito da animali chen sono stati sottoposti a denervazione

chirurgica.
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Il TA anteriore della zampa sinistra e stato wt#ito per la valutazione della perossidazione lgaidi
e dell'attivita dei canali ionici, mentre il musootontrolaterale € stato usato per tutte le altre
analisi. Tutti gli esperimenti sono stati approwti Comitato Etico dell’Universita di Padova.

Protocollo di allenamento L'allenamento e stato condotto dal gruppo IEFSASMilano. Gli
allenamenti e i sacrifici dei ratti sono stati aségsecondo le norme sull’'utilizzo degli animak d
laboratorio approvate dal Comitato Etico dell’AutarSanitaria di Milano, secondo le Direttive
CEE 86/609.raggiunta.

Per questi esperimenti sono stati utilizzati veatti; dopo una settimana di acclimatamento, 10
animali sono stati scelti, in maniera del tuttouzds, per essere sottoposti ad esercizio fisicsi. Es
sono stati preventivamente fatti correre su di astno trasportatore specifico per ratti, ad unagitm
di 10 m/min, senza inclinazione, ogni giorno pea ettimana. Dopo aver preso confidenza con il
tipo di esercizio richiesto, i ratti sono statiteposti al vero e proprio allenamento. Gli aninsalho
stati allenati per 14 settimane ed hanno effettd@®ercizio un’ora al giorno per tre volte a
settimana. Alla fine del protocollo di allenamemtatti raggiungevano progressivamente circa |l
55% VO max (Wisloff et al 2001) con una velocita di 30 m/narpendenza nulla (0%). (Fig. 4.1)
Gli animali di controllo (N=10) sono stati posizetnsu un nastro trasportatore non in funzione,
durante le sessioni di allenamento.

| ratti sono stati sacrificati 48h ore dopo l'ulansessione di esercizio e i muscoli Soleo ed EDL
sono stati isolati asetticamente, pesati e immauaiiahte congelati in azoto liquido. | muscoli

prelevati sono stati conservati a 280fino al momento dell'uso.

Training protocol
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Fig.4.1 Carico dell’'esercizio fisico (distanza paa per settimana) e velocita di corsa raggiugttinganalmente dai

ratti allenati
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4.2 Estrazione del’lRNA da tessuto di muscolo

| tessuti di muscolo (Soleo, EDL e TA), ancora agatl, sono stati ridotti in polvere utilizzando
un pestello e un mortaio sterili. Circa 100mg divpee di ciascun campione é stato omogeneizzato
usando 1ml del reagente TRIZ®(Invitrogen, Carlsbad, CA). Il TRIZOL.& una soluzione mono-
fasica di fenolo e guanidina isotiocianato in gralisare i tessuti e i dissolvere i vari compuatne
pur mantenendo l'integrita del’lRNA (Chomezynsky Sacchi, 1987). | campioni, una volta
omogeneizzati, sono incubati per 5 minuti a tenpeaaambiente per permettere la completa
dissociazione dei complessi nucleoproteici. Al foieeliminare il materiale insolubile (proteine,
grassi e polisaccaridi), i campioni sono stati grgati a 12000 x g per 10min 8@ e il surnatante

e stato trasferito in un tubo tipo eppendorf stegil quale sono stati aggiunti 0,2 ml di clorofaymi

| tubi sono stati agitati vigorosamente per 15 sdcino ad ottenere una sospensione lattiginosa. |
campioni sono stati incubati a temperatura ambipete2-3 minuti e successivamente sono stati
centrifugati a 12.000 x g per 15 minuti &4

A seguito della centrifugazione, la soluzione giasera in due fasi: una fase inferiore organica,
corrispondente al fenolo-cloroformio nella qualérgvano le proteine, e una fase superiore acquosa
contenente esclusivamente I'RNA. All'interfaccia tle due fasi si stratifica il DNA. Facendo
attenzione a non prelevare il DNA, la fase acqubsdata prelevata e trasferita in un tubo tipo
eppendorf sterile e addizionata di 0,5 ml di alcaupropilico per favorire la precipitazione
dellRNA. | campioni sono stati incubati Over Nigf@N) e successivamente centrifugati a 12.000
X g per 10 minuti a4C.

L’'RNA, invisibile prima della centrifugazione, folaun pellet gelatinoso in fondo alla provetta. |l
supernatante e stato rimosso e il pellet e statatdacon 1ml di EtOH al 75% agitando
vigorosamente. | campioni sono stati centrifugai.®00 x g per 5 minuti a°€ per rimuovere
I'etanolo e il pellet & stato asciugato all’arim&ne risospeso in 4l di H,O DEPC.

La concentrazione del’RNA estratto e stata deteatai misurando I'assorbanza a 260 nm allo
spettrofotometro (Ultrospec 3000, Pharmacia Biot€dmbridge, Inghilterra), mentre la sua
purezza € stata valutata attraverso il rapportoOARB60; per ciascun campione questo rapporto é

risultato compreso tra 1.8 e 2, che é indice dnlayourezza.

43



4.3 Analisi della qualita del’lRNA

Analisi dell'integrita del’/RNA

L'integrita dell’ RNA isolato da ciascun campionestata esaminata valutando la qualita delle
bande 28S (4.7 kb) e 18S (1.9 kb) in un gel demater all1% di agarosio sottoposto ad
elettroforesi orizzontale in un Buffer TAE (1X) (TRacetato 40mM, EDTA 1 mM, pH 7.5). Le
bande sono state visualizzate mediante BromurotidioEin presenza di raggi UV (Fig. 4.2). |
campioni che presentavano delle bande dell’rRNAeneuindi non degradati, sono stati usati per i

passaggi successivi. Qualche campione che apperadato e stato riestratto.

M Cl C2
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Fig 4.2: Gel rappresentativo di campioni di RNAndiscolo non degradati (C1) e degradati (C2). M: KdaRNA
Ladder Fermentas

PCR di controllo per valutare la presenza di DNArgemico

L’eventuale presenza di DNA genomico contaminangtaéa valutata amplificando i campioni di
RNA con la tecnica della PCR (Polimerase Chain Raacideata nel 1983 da Kary B. Mullis. La
PCR é un processo ciclico che consente di ottez@rénaia di migliaia di copie di DNA a partire
da un filamento bersaglio. Si basa sull'uso di dumer di lunghezza pari a 18-20 nucleotidi, che
sono disegnati in modo da essere esattamente cmeiari alle corrispondenti sequenze
fiancheggianti il tratto di DNA da amplificare ellattivita della DNA polimerasi. La reazione &
divisa in tre stadi; il primo & quello delteenaturazioneche viene effettuata a temperatura di 94°C
per separare i due filamenti della molecola starhpaeazione successiva e quella dafhealing
che avviene a temperature inferiori a quella dédaaturazione in modo da consentire ai primer di
appaiarsi alle sequenze complementari. La temperatiuannealing € un parametro variabile che
dipende dal primer stesso e che in genere € comprass0-60°C. Il terza fase & quella della
polimerizzazione estensioneche é condotta a 72°C, temperatura ottimale pBXNA polimerasi
del batterio termofilo Thermus aquaticus (Tag DNd@limperasi), enzima che viene usato nella

maggior parte delle applicazioni.
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Nel nostro caso sono stati utilizzati dei primegsdfici per il promotore della Keratina 19 di matt
il cui prodotto di amplificazione € di 160 bp (tefygctcactctctcctecat, right: cataaggcatttggcacctt
Il promotore, infatti, € un elemento genico presemtl DNA che non viene trascritto, per cui, se
'RNA estratto € completamente puro, ci aspettiadionon ottenere alcuna banda nel gel di
agarosio (1%) corrispondente a 160 bp, eccettonehg@ozzetto dove € stato caricato il controllo
positivo (DNA di milza di ratto).
La PCR viene effettuata utilizzando il Taq PCR Chkite(QIAGEN). Seguendo il protocollo del
fornitore, a ciascun campione di RNA (1ul) sondistggiunti 2.l di 10x Buffer (contenente
MgCl, 15 mM), 0.5l di deossinucleotide mix (10mM dNTP), Oi25di ciascun primer 2@M,
0.25u di Tag DNA Polimerasi (5Ud) ed acqua sterile per un volume finale diuR5lIl
termociclatore PTC-100"¥Peltier Thermal Cycler) e stato programmato per effettuaseguenti
step:

94°C, 3 min.

94°C, 30 sec. (denaturazione)

61°C, 1 min. (annealing) 40 cicli

72°C, 1 min. (estensione)

72°C, 10 min.
Dopo I'amplificazione i campioni sono stati fatbreere su un gel di agarosio al 1% a 70 mV per 90
min.; la presenza di bande di DNA amplificato dnhdghezza 160 bp nella maggior parte dei

campioni di RNA (Fig. 4.3) ha reso necessariaatttmento con DNASsi.

M + - Cl C2

160 bp

Fig 4.3: Gel rappresentativo di una PCR di comrali muscolo; + controllo positivo; - controllo retyo; C1
Campione leggermente contaminato da DNA genomi@o¢&@npione non contaminato da DNA genomico; M: Mark
DNA Ladder Fermentas
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Trattamento con DNAasi

Il trattamento con DNAsi € stato effettuato utiazzlo Amplication Grade DNAse | (SIGMA),
un’endonucleasi isolata dal pancreas bovino, idardi digerire il DNA a singolo e a doppio
filamento.

Seguendo il protocollo fornito dal produttore, astun campione di RNA contaminato (@Psono
stati incubati a temperatura ambiente per 15 miwii 5ul di 10x Reaction Buffer (200 mM Tris-
HCl e 20 mM MgC} a pH 8,3) e ful di Amplication Grade DNasel (1ulin 50% glicerolo, 10
mM Tris-HCI, 10 mM CaCJ, 10 mM MgC} ); successivamente la reazione e stata bloccata
aggiungendo fl di Stop Solution (50 mM EDTA).

Dopo l'estrazione del’lRNA in fenolo acido-clorofaro e la precipitazione in isopropanolo, i
campioni sono stati risospesi in® e conservati a -80°C.

Per verificare I'efficacia del trattamento con DNshaviene effettuata una seconda PCR di controllo
identica alla prima sui campioni trattati con DNd$na volta accertata 'assenza di contaminazione

si procede al passaggio successivo ossia la eooizione.

4.4 Retrotrascrizione

Con gquesta reazione otteniamo il primo filament@l@NA con cui effettuare la Real-Time PCR
per I'analisi della espressione genica.

Per la retrotrascrizione, effettuata utilizzandeimociclatord®TC-100™(PeltierThermal Cycler),
abbiamo utilizzato il kit RevertAid™ First StrandDMA Synthesis (FERMENTAS) che e
ottimizzato per retrotrascrivere una quantita difRddmpresa nel range di 0.1-5ug.

In base alla concentrazione, cirqag4di ciascun campione di RNA sono incubati a 708€ 9 min
con 1ul di Oligo(dT) primer (0,g/ul) in un volume finale di 12l. Successivamente, ad ogni tubo
sono aggiunti {ul di RT mix contenente4 di 5X Reaction Buffer, 2ud di dNTP mix (10 mM), 1

ul di Ribolock™ Ribonuclease inibitore (20ulde i campioni sono incubati a 37°C per 5 min;
infine & stato aggiunto in ogni tubino,d di trascrittasi inversa RevertAid™M-MuLV Reverse
Transcriptase (200 wl) per un volume finale di 20l. Quindi i campioni sono stati incubati a 42°C
per 60 min; la reazione & stata bloccata riscaloldagiastra a 70°C per 10 min.

La quantita di cDNA di ciascun campione viene \aatfacendo una lettura dell'assorbanza allo

spettrofotometro.
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45 Real Time PCR

La Real Time PCR e un metodo che si basa sull'dicgtione e quantificazione del DNA. La
tecnica a differenza di una tradizionale PCR “eainh{) sfrutta I'utilizzo di molecole fluorescenti o
sonde che permettono di seguire in tempo realertdjcare la reazione di amplificazione.

Nel nostro caso, € stata utilizzata la sonda SYB&efs | una molecola fluorescente non specifica
che si lega al solco minore del DNA a doppia elica.

| campioni di cDNA dei muscoli sono stati prepartdtiizzando la SYBR® Green PCR Master mix
(Applied Biosystems, Warrington, UK) composta da tiotStart Taq DNA Polimerasi, una sonda
SYBR Green I, MgCI2 ad una concentrazione di 5 rdMTP, e il colorante fluorescente referente
passivo ROX. Quest'ultimo serve come riferimenterimo per normalizzare il segnale emesso dalla
sonda SYBR Green |, consentendo cosi di corredggyessibili variazioni tra i pozzetti dovute ad
errori nel pipettamento e a fluttuazioni della flescenza. Per ciascun gene da studiare la reazione
stata effettuata in duplicato utilizzando inizialmte due diverse concentrazioni del cDNA, 100
ng/ul e 200 ngdl.

La mix, avente volume finale di 28, conteneva 12.5l di SYBR Green PCR Master Mix, 04

di primer sinistro e 0.4l di primer destro specifici per ogni gene (la camtazione finale dei
primers € 0.3uM), il cDNA stampo di ciascun pool ed,& DEPC per portare a volume.

La reazione € stata eseguita utilizzando lo strané&Bl PRISM 5700 (Applied Biosystems,
Warrington, UK).

Il protocollo utilizzato per la reazione di amptéizione del gene consiste di 4 passaggi:

* Un ciclo di pre-incubazione di 10 minuti a 95° O pdtivare la HotStart Taq polimerasi e
denaturare il DNA.

» 45 cicli di amplificazione, ognhuno di essi divisouna fase in cui il campione viene portato
a 94° C per 15 secondi per permettere la denatimazuna fase di 30 secondi a 60° C in cui
si ha I'annealing dei primer e una fase di 30 saicary2° C in cui si ha l'allungamento del
filamento di DNA. In questultima fase la sondairgiercala al DNA e si acquisisce la
fluorescenza fondamentale per la quantificazione.

* Analisi della curva di melting. Tale fase e costéwda un unico ciclo in cui la temperatura
viene portata da 95° C a 55° C molto rapidamentgpatata a 95° C molto lentamente
(allincirca 0,1° C al secondo). Durante l'aumemkella temperatura si pud valutare
specificamente la temperatura alla quale il framimeln DNA si separa: a questo valore di
temperatura si ha un calo della fluorescenza doatufiaito che il fluoroforo si intercala solo

su DNA duplex. In questo modo possiamo determitareemperatura di melting, ossia
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guella temperatura a cui un frammento di DNA caratico si separa in base alla
composizione nucleotidica. Se la fluorescenza dural frammenti non decade a questa
temperatura, allora essi saranno prodotti aspecific
» Raffreddamento dello strumento. La temperaturaevportata a 40° C in 30 secondi.
Il software collegato allo strumento ABI PRISM 5760nsente di rappresentare i risultati in un
grafico in cui in ascisse si trova il numero dilicecin ordinata il logaritmo della fluorescenzgec
si misura al termine della fase di allungamentdala grafico, ogni campione, quindi, descrive una
sigmoide, in cui si pud osservare una regione attimento esponenziale. | dati sono analizzati
automaticamente dal software una volta scelto mt@wentrale del tratto esponenziale della curva
per il campione a maggiore concentrazione (quelh@® che raggiunge il ciclo-soglia dopo un
numero minore di cicli).
Nella quantificazione relativa, la concentraziored gene di interesse (target) viene espressa in
funzione della concentrazione di un gene di rifembto (gene housekeeping), che si assume essere
costante tra i diversi tessuti di un organismaytt gli stadi di sviluppo (espresso costitutivaregn
e non dovrebbe subire modificazioni in seguitorattamento sperimentale. Nel nostro caso, per
normalizzare i campioni € stato scelto il gene b&aspingCkm (Muscle Creatine Kinase) perché
si € visto che la sua espressione non varia initeegulenervazione o a esercizio fisico (Adams L.
et al., 1995; Lapalombella R., 2008).
Per prima cosa abbiamo realizzato una Real Time PR solo gene housekeeping, per poter cosi
calibrare tutti i campioni, e portarli alla stessancentrazione iniziale. Successivamente la
differenza di espressione degli altri geni é stahutata attraverso una quantificazione relativa
basata sul ciclo soglia (Ct) (Livak JK et al., 2R01
Gli mRNA di cui si voleva valutare I'espressionenscstati oggetto di almeno tre determinazioni
indipendenti. E stata quindi calcolata la media eédviazione standard per i dati relativi a ciascun
gene di ciascun gruppo e i dati sono espressi gareentuale della quantita del gene housekeeping
Ckm

4.6 Progettazione primers

Le sequenze dei primers studiati sono state disegma “Primer 3” un programma disponibile in

rete fttp://frodo.wi.mit.edu/primer3 che a partire dalla sequenza di mRNA del geeeiBpo, che

e possibile trovare sul sito del’NCBhtfp://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrz ci fornisce una o piu

coppie di primer compatibili con la regione da aifiqdre. Le sequenze di nucleotidi cosi studiate
sono poi controllate utilizzando un altro softwgratuito “Amplify”, (Amplify3 for MacOS) che
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simula una PCR in modo tale da capire se i prirpessono appaiarsi tra di loro generando dei
dimeri o legarsi in altri punti del gene in esarAer verificare che le sequenze scelte sono uniche e
MRNA, | BLAST

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). La regione da amplificare e stata scelta irsgiroita del 3'

non si appaiano con altri primer vengono rifi@ti con

in quanto la retrotrascrizione € stata effettuaiizzando gli oligo(dT) che si appaiono alla
sequenza poli A presenti al 3' del trascritto. tegjo modo ci si assicura, appunto, che tutti gli
MRNA sono retro trascritti almeno nella regione 8eé si evitano problemi legati all’efficienza
dell’enzima retrotrascrittasi utilizzata nella wtascrizione. Come ulteriore precauzione, ove
possibile, sono stati scelti dei primers a cav#iéodue introni evitando cosi ogni possibilita di
amplificare DNA genomico.

Le sequenze dei primer scelte sono state acquisdédite ditta PROLIGO (Proligo, France SAS) e
sono riassunte nella tabella 4.1.

La specificita dei primers é stata valutata analilo le curve di melting mentre la lunghezza degli

ampliconi é stata verificata caricando i prodoitiP€€R su un gel di agarosio. Nel caso in cui i

primer avessero presentato degli aspecifici, veravenmediatamente ridisegnati.

Tabella 4.1: sequenze dei primers e lunghezza degpliconi dei geni studiati negli esperimenti éindrvazione. |

geneckme stato usato come housekeeping

Unigene Gene Left Primer Right Primer Amplicon
accession no length (bp)
Rn.64583 AMP kinase AGCTCGCAGTGGCTTATCAT GGGGCTGTCTGCTATGAGAG 181
Rn.90982 ATP2b4 ACCTCAACCTCATTCCCATGC | GCTAATGTCAGGCCTCCTTG 159
Rn.10111 Cals2 GTTCCAAGAGGCAGCTGAAC GACGTAGGTTGGGTCTTTGA 211
Rn.3001 Catalase ATTCAGAGGAAAGCGGTCAA | CCAGCGATGATTACTGGTGA 249
Rn.39658 Ccl21b GCCTTGTCACACCCTTGTCT GGACAGTCCTGCTGTCTCCT 149

Rn 5834 Ccng TTCTGTTGGGTTGGGTTTGT GGTGAGGGGCTGAGGTTT 148
Rn.66581 Citrate Synthase AGGCTAAAGGTGGGGAAGAG | CACTGTTGAGGGCTGTGATG 215
NC_001665 | Coxl/mt-Col TTGGTGTCCTCTTCCCTGTC TACTGGGGATGGGTAGCAAG 186
Rn.10162 cPla2o AGCCCTCCATTCAAGGAACT CTTCAATCCTTCCCGATCAA 105
Rn.10900 GLUT4 AGGCACCCTCACTACCCTTT TTTTCCTTCCCAACCATTGA 109
Rn.11323 Gpx1 GTTCCAGTGCGCAGATACAG AACACCGTCATGGAAAAACC 163
Rn.3647 Gpx4 CCGGCTACAATGTCAGGTTT ACGCAGCCGTTCTTATCAAT 166
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Rn.202944 Gstml TCATTCTCCCCACTTTCTTTCA | GAACAGGCTGGCACTGAGAC 153
Rn.3841 Hsp27/Hspbl | ACGAAGAAAGGCAGGATGAA | CGCTGATTGTGTGACTGCTT 161
Rn.1950 Hsp70/Hspala | TCTAACACGCTGGCTGAGAA CACCCTGAGAGCCAGAAAAG | 205
Rn.88869 KDR (VEGF-R) | TGGTGTGTGGTCTTTTGGTG GGTACATTTGTGGGGTGGTG 154
Rn.98847 Myh3 AGAGTCTGTGAAGGGCCTGA CAGCCTGCCTCTTGTAGGAC 146
Rn.43395 MyoD TTTTTCATGCGACTCACAGC GAAGGCAGGGCTTAAGTGTG 137
Rn.9465 Myogenin/MYF | ACCAGGAGCCCCACTTCTAT GTCCCCAGTCCCTTCTCTTC 139
4
Rn.2236 MRF4/MYF6 CTCAGAGGAACGCAAACTCC | ACTTGAGGTGGGGAGAGGTT | 191
Rn.6422 MMP2 GGACAGTGACACCACGTGAC GTATCCTCGCTCCAGAGTGC 173
Rn.10305 Ncx2 TTTGTGGTCATTGCTGTGTG AGATGCTCCAAGAGGCTGTG 100
Rn.99540 Nedd4 CTGCACGACATGGAGTCTGT ATCGCCACTGGATTACAAGG 211
Rn.220465 Nox1 TCCCTTTGCTTCCTTCTTGA CCAGCCAGTGAGGAAGAGTC 208
Rn.19172 Pgclalpha/ ATGAGAAGCGGGAGTCTGAA GCAGATTTACGGTGCATTCC 171
Ppargcla
Rn.6059 Sodl CATTCCATCATTGGCCGTA GGCTTCCAGCATTTCCAGT 100
Rn.10139 Scya3 CCAGTCCCTTCTCTGCTCTG AAAGGCTGCTGGTCTCAAAA 226
Rn.10488 Sod2 GCTGTGCACTGTTGAAATGC CTGACCACAGCCTTTTTGGT 164
Rn.9417 Sublbeta L AGGACCTTGGATCTCCCCTA TCTCTGGACCAGCTGTGATG 195
Channel
Rn.1923 VEGF AATGATGAAGCCCTGGAGTG TTTCTTGCGCTTTCGTTTTT 210
Rn.202951 Xdh GTTTGTCCGCAACTGGATTT ATCAATGGCAGGATTCAAGC 195
Rn.13754 Xrccl TCTTCCTGTACGGCGAGTTC ATCAGGGCCTCCTCAAAGTT 156
Rn.10756 Ckm GGCGTAAAGCTTATGGTGGA [CAAAGTCGGTTGGTTGGACT 156

4.7 Estrazione delle proteine da tessuto di muscolo

| muscoli ancora congelati sono ridotti in polvergando un pestello e un mortaio di ceramica
precedentemente sterilizzato. La polvere cosi otéeg stata omogeneizzata con un buffer di lisi
contenente TRIS-HCI 10mM, KCI 50mM, EDTA 1mM addizato di 0.3% di inibitori delle
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proteasi (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-AldriSt. Louis MO). La lisi del tessuto e stata
effettuata a 4C per 30 minuti. L’'omogenato proteico cosi ottendistatacentrifugato a 10000 rpm
per 10 min e il surnatante e stato trasferito intubyo tipo eppendorf pulito e conservato a°0
fino al momento dell’utilizzo.

Il lisato proteico cosi preparato e stato utilibzpér gli esperimenti di valutazione della prodazio
dei ROS e dell'attivita della SOD in quanto i compati del buffer di lisi usato non vanno ad
interferire con questo tipo di misure.

Per quanto riguarda gli esperimenti riguardantsgressione proteica (Western Blot) e I'attivita
della Citrato Sintasi, i campioni sono stati lisaggiungendo al buffer di lisi precedentemente
descritto 1% NONIDET P-40.

Per tutti i lisati dei campioni é stata valutatacancentrazione proteica che e necessaria per

consentire un omogeneo caricamento dei campiold setcessive analisi.

4.8 Quantificazione delle proteine

La concentrazione proteica dei lisati € stata dateata utilizzando un kit, Protein Assay Kit,
fornito dalla ditta Biorad che si basa sul metodd@hdford (1976). Il metodo di Bradford, che
utilizza il colorante Coomassie brilliant blue GE28CBBG), € un saggio colorimetrico molto usato
perché rapido, semplice, economico e di facile wdeae; il colorante ha elevata affinita per i
gruppi solfidrici dei residui amminoacidi basici aju arginina, triptofano, tirosina, istidina e
fenilalanina. Il CBBG nella soluzione madre si @oin forma cationica e ha un massimo di
assorbanza a 470 nm; in ambiente acido e in seglitegame con le proteine si ha uno
spostamento del picco di assorbimento da 470 n@5antn che visivamente e rappresentato dal
viraggio del colorante dal marrone al blu (Fig.)4.4assorbanza a 595 nm misurata attraverso uno
spettrofotometro (Ultrospec 3000, Pharmacia Biot&&dmbridge, Inghilterra) €& direttamente
proporzionale alla sua concentrazione proteicarsirta legge di Lambert-Beer.

Il saggio permette di lavorare in un intervalldidearita compreso tra 0.1- 1,4 mg/ml di proteina.
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Fig. 4.4 Metodo di Bradford; aumento dell'inteasitella colorazione con I'aumento della concentmaziproteica

Il valore di assorbanza di ogni campione vieneoletlo spettrofotometro e la concentrazione
proteica viene calcolata interpolando tali valou sna curva di taratura i cui punti sono
concentrazioni scalari di una soluzione a conceiang nota (1.45 mg/ml) di una proteina, la
Albumina Sierica Bovina (BSA).

4.9 Valutazione della produzione dei ROS nei muscbh denervati mediante
sonda DCF

Per valutare la produzione di ROS é stata utilezzeta metodica, precedente descritta da M. Degli
Esposti, che sfrutta l'ossidazione da parte dei R@S una sonda fluorogenica
diclorodiidrofluorescina (RFDCF, Sigma-Aldrich, St. Louis MO); quest'ultima wie convertita in

un prodotto che emette fluorescenza, Dicloroflaresc(DCF), che pud essere misurato
fluorimetricamente. EDCF € prevalentemente ossidata dgD§ ma e in grado di reagire con altre
specie radicaliche, come gli idroperossidi orgaeisi particolar modo con gli idroperossidi lipidic
(Cathcart R et al., 1983).

L’intensita della fluorescenza dunque sara propmale alla quantita di ROS presenti nel campione
preso in esame.

In una piastra da 96 pozzetti € stata preparatanisizela di reazione contenente 1uM dDEF in
phosphate-buffer saline (PBS) alla quale e statgiuatp 0.5 pg/ul di lisato proteico
(precedentemente ottenuto) per ciascun campioneflubaescenza, misurata a 520nm, é stata
monitorata per almeno 45 min usando un lettoreiatpe (Victof Multilabel Counter, Perkin-
Elmer, Waltham, MA). | dati sono espressi come raefille differenze delle unita di fluorescenza

tra Tasmin€ Tomin Per milligrammo di proteina.

52



4.10 Western Blot

Il Western Blot & stato inventato nel 1979 da Towbin ed e unaidacsemplice e rapida che

permette di identificare una determinata proteinauna miscela di proteine, mediante il
riconoscimento da parte di anticorpi specifici. mécela di proteine (lisato proteico) viene prima
separata in base al loro peso molecolare tramisaaaettroforetica su un gel di poliacrilammide e
successivamente trasferita su una membrana diceiluésa; si procede al riconoscimento della
proteina target mediante I'utilizzo di un anticorppecifico e il legame proteina-anticorpo puo
essere visualizzato con tecniche diverse, tra ouwdgiti colorati chemiluminescenza o

autoradiografia.

Preparazione dei campioni

| campioni precedentemente preparati e quantife@tio mescolati un buffer chiamatdEMMLI
BUFFER (40mM Tris-HCI pH 8, 1% SDS, 5% glicerolo, 1% betercaptoetanolo e Blue di
bomofenolo) (Laemlli UK, 1970).

Il sodio dodecilsolfato (SDS, detergente anionjg@sente nel buffer ha una duplice funzione: da
un lato, essendo un detergente, favorisce la dexradme delle proteine in combinazione con altri
agenti riducenti (beta mercaptoetanolo), dall'airentercala ogni due aminoacidi, conferendo alla
proteina denaturata una carica elettrica negalivaroteine possono essere cosi risolte secondo la
loro massa in una corsa elettroforetica.

Per permettere la completa denaturazione, i campémgono portati a 95°C per 5min.

SDS-PAGE

Per la corsa elettroforetica € stato utilizzato sistema discontinuo costituito da due gel di
poliacrilammide (PAA, acrilammide-bisacrilamide 2P:contenenti SDS 0.1% in una soluzione
Tris-HCI pH 6.8 (Stacking gel) o Tris-HCI pH 8.8y®ing Gel). L’aggiunta di due catalizzatori
APS 10% (Ammonio Persolfato) e TEMED favorisce laliperizzazione tra acrilammide e
bisacrilammide portando alla formazione di unaadi reticolo a maglie piu 0 meno larghe a
seconda della quantita dei due polimeri.

Lo stacking gel che contiene PAA al 4% favoriseapaccamento dei campioni all'interfaccia con
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il running gel; in quest’ultimo vengono invece agge percentuali diverse dei due polimeri in
maniera tale da ottenere la separazione dellaipeotk interesse nella maniera piu opportuna. Nel
nostro caso abbiamo preparato un gel al 12% di p&Aseparare la proteina HSP-70 mentre per
guanto riguarda gli enzimi OXPHOS e stato prepausa@el a gradiente in cui la percentuale dei
due polimeri varia in modo uniforme dal 12% (pat@ del gel) al 20% (in fondo allo stesso).
Quantita uguali di campione proteico (30 g) somicad sul gel e sottoposti a corsa elettroforetica
che é stata condotta a corrente costante (50 nrAjifwa 1h in un tampone di corsa a pH 8.8 (Tris
25mM, Glicina 192mM, SDS 1%). Per monitorare laasapione delle proteine é stato caricato un
marker proteico (Preistained Protein Ladder Markermetas) che € costituito da una miscela di
proteine a peso molecolare noto. Al termine deltas& I'apparato elettroforetico e stato

disassemblato ed il gel recuperato per il passagigioessivo.

Blotting

Le proteine risolte tramite corsa elettroforeticangono trasferite (blotting) su una membrana di
nitrocellulosa applicando un campo elettrico in &&i proteine ancora cariche negativamente
migreranno dal polo negativo al polo positivordidferimento € stato effettuato a voltaggio costant
a 100V per 90 minuti a°€ in un Buffer di Trasferimento contenente Tris AbnGlicina 192mM,
SDS 1% e metanolo 20%.

L’avvenuto trasferimento delle proteine su nitrbdela € stato verificato mediante colorazione
con Rosso Ponceau (Sigma) in TCA (0,2% Rosso Panced% di Acido Tricloracetico, TCA)
della nitrocellulosa per 5 minuti in agitazioneemperatura ambiente. La suddetta colorazione puo
essere facilmente rimossa con dei brevi lavaggi aogua. Il Rosso Ponceau, legandosi alle
proteine presenti sulla membrana di nitrocelluldsmisce informazioni non solo sul trasferimento

delle proteine ma ci da un’idea circa I'uniformdélla quantita di proteina caricata.

Blocco dei siti aspecifici e incubazione con glitacorpi primari

Per minimizzare il background, i siti di legame esfici presenti sulla membrana di nitrocellulosa
vengono saturati con una soluzione di bloccaggsiittita da latte privo di grassi 5% e BSA 2% in

Phosphate Buffer Saline (PBS) per un’ora a tempeambiente in costante agitazione. Al temine

dell'incubazione la membrana e stata lavata con BBiicubata Overnight (ON) a°@ con
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I'anticorpo primario specifico opportunamente dituin una soluzione di PBS contenete TWEEN-
20 0,05% e 1%BSA.

Per gli esperimenti di questa tesi sono statiaz@ii i seguenti anticorpi: Mouse anti-rat HSP70i
(Stressgen, diluizione 1:1000), mouse anti-rat -Betina (Sigma-Aldrich, diluizione 1:1000),
mouse anti-rat OXPHOS complex e Cyclophilin D (Miteences Inc., diluizione 1:1000).

Dopo l'incubazione vengono effettuati tre lavagggnuno di 15min, alternando PBS a PBS-
TEWEEN-20 0.15%; in questo modo viene lavato vitotlianticorpo primario che non si € legato

all'antigene.

Incubazione con anticorpo secondario e sviluppo

Successivamente la membrana e stata incubata peira@i a temperatura ambiente in costante
agitazione, con un anticorpo secondario di captanaouse IgG coniugato con I'enzima HRP
(Horseradish Peroxidase) acquistato dalla dittecPie diluito opportunamente con PBS contenente
TWEEN-20 0,05% (diluizione 1:10000).

Dopo aver rimosso I'eccesso di anticorpo con tvadgi da 15 minuti, alternando PBS a PBS-
TWEEN-20 0.15%, é stata effettuata la rilevazioakedproteine mediante I'utilizzo di un kit Super
Signal West Dura (PIERCE) che evidenzia il substragdiante una reazione chemiluminescente.
La membrana € stata cosi impressionata su una legtgrafica (Kodak) in camera oscura; il

tempo di esposizione viene regolato in relaziofim@nsita del segnale emesso.

Analisi dei dati

Le bande presenti sulla lastra sono state quaatificon l'ausilio dell’apparecchio GelDoc 2000
(BioRad) e del sofware QuantityOne, che ne vallitaehsita e la dimensione. | dati sono stati
espressi come densita integrata (unita di densitéagoer volume della banda). I livelli proteici
SONo poi stati normalizzati rispetto alla quantiédla proteina riferimento: la beta-Actina.

Le bande relative al gene target vengono poi noraetk utilizzando quelle relative al gene
housekeeping; in questo modo i dati sono espresseaapporto tra gene target e I’housekeeping

nel caso specifico come rapporto tra HSP70i e ta-Betina.

55



4.11 Saggi per la valutazione di attivita enzimaigc

Saggio WST-1 per valutare l'attivita della Superads Dismutasi

La Superossido Dismutasi (SOD) e uno dei piu ingwdrtenzimi antiossidanti e catalizza la
dismutazione dell’anione superossido in perossiddrdgeno e ossigeno molecolare.

L’attivita della SOD é stata misurata usando unggagompetitivo colorimetrico (Peskin and
Winterbourne, 2000; Zhou and Prognon, 2006) nelleqgi anioni superossido, prodotti dal
sistema xantina-xantina ossidasi, riducono il WST24(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt, idDdp Laboratories Co., Kumamoto, Japan) in
formazano (sale colorato) che assorbe a 450nm.résepza dell’enzima SOD, gli anioni
superossido vengono dismutati in perossido di ieinoge ossigeno impedendo quindi la riduzione
del WST-1 a formazano (Fig.4.5).
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Fig 4.5: Schema del saggio WST-1

Di conseguenza l'attivita della SOD pud essererdetata come percentuale di inibizione della
reazione colorimetrica che € proporzionale alla soacentrazione: infatti 'enzima entra in
competizione con il WST-1 per l'anione,Oe determina una diminuzione della reazione
colorimetrica (Fig. 4.6). Con questo metodo € pmksinon solo quantificare l'attivita della SOD
totale ma anche discriminare l'attivita delle deeforme della SOD (SOD-1 e SOD-2). L'aggiunta
di KCN alla miscela di reazione permette di inibinemaniera specifica l'attivita della SOD1; in
guesto modo la percentuale di inibizione della SO® essere sottratta alla percentuale di
inibizione della SOD totale (reazioni senza KCNaxiando cosi la percentuale di inibizione della
SODL1. L'attivita della SOD viene espressa comeaupér milligrammo di proteina (U/mg) dove
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per 1 unita di SOD si intende la quantita di prodein grado di inibire il 50% di riduzione del
WST-1.
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Fig 4.6: Curva di inibizione della SOD

Preparazione dei campioni e della curva standard

Gli estratti proteici precedentemente quantifioangono portati ad una stessa concentrazione
proteica (0.4ug/ul) che verra usata per il saggoreatico.

E stata preparata una curva standard per I'enzi®@ Sttenuta facendo delle diluizioni seriali a
partire da una soluzione madre della proteina at€430U/ml). Le concentrazioni scelte, in U/ml,
erano 100, 50, 12.5, 10, 5, 2.5, 1.0, 0.5, 0.25, 0.05, 0.01.

Preparazione della Working Solution

La Working Solution €& stata preparata aggiungenddéampone CHES 50mM pH 8.0 (2-N-
[Cyclohexylamino] ethanesulfonic acid, Sigma-Aldjc WST-1 50@M. Per la valutazione
dell'attivita della SOD2 e stata preparata una WhuagykSolution identica alla precedente con
'aggiunta di KCN 1mM.

Dato che il WST-1 e fotosensibile, la working s@uate stata preparata al buio e tenuta in ghiaccio.

E’ stata inoltre preparata una soluzione di xanbissidasi (600mU/ml) in PBS.

Preparazione dei controlli

Il saggio prevede I'utilizzo di tre bianchi ovvedotre controlli negativi per monitorare e azzerare
background della reazione.

Nel Biancol (B1) viene omesso sia l'estratto patathe la SOD. In queste condizioni il WST-1
viene interamente ridotto a formazano sviluppandoassimo della colorazione. Questo bianco é
dunque il controllo del reagente e ci permette dnitorare I'effettiva funzionalita del sistema

xantina-xantina ossidasi.
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Il Bianco2 (B2) contiene esclusivamente la Workiglution e il campione; questo controllo
costituisce quindi il background del campione.

Il Bianco3 (B3) contiene esclusivamente la Worki&glution ovvero viene omessa la xantina
ossidasi, di conseguenza non si ha la riduziond\4&T-1 in formazano dando cosi il minimo di

colorazione. Questo controllo serve quindi per glare il rumore di fondo.

Preparazione della piastra

| lisati proteici (o I'enzima SOD nel caso dellarca standard) sono stai aggiunti ad una miscela di
reazione contente la Working Solution, la XantiBa®M e I'enzima Xantina Ossidasi 50U/ml.

Per saggiare I'attivita della SOD2, i campionil@anchi sono stati caricati su piastra utilizzatalo
Working Solution con KCN.

La reazione e stata eseguita in una piastra daffefi caricata secondo lo schema seguente (Fig.
4.7):

campione biancol bianco2 bianco3
sol. Campione 10pl 10yl
Hz20 distillata 10pl 10pl
Soluzione WST 1 100pl 100p! 100ul 100pl
Enzima 10pl 10pl
Buffer di lisi 10pl 10pl

Fig. 4.7: Schema utilizzato nella preparazioneadgihstra

La piastra viene centrifugata a 3000 rpm per 5 thmguccessivamente incubata 433l buio per

20 minuti. | valori di assorbanza sono letti a 450 usando un lettore di piastre (Victor2 Multilabel

Counter, Perkin-Elmer).

L’attivita della SOD e stata calcolata come peragala di inibizione tramite la formula seguente:
ASOD={[(Ab1 - Ab3) — (As - An2)]/ (Ap1— Ap3z)} 1LOO

Dove A, Ap Apz SONO rispettivamente i tre bianchi, mentrg &\ I'assorbanza relativa al

campione. | valori ottenuti applicando questa fdamsono poi interpolati sulla curva standard e

espressi come unita per milligrammo di proteina.

Valutazione dell’'attivita enzimatica della CitratBintasi
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La citrato sintasi (CS) € un enzima localizzatdanehatrice mitocondriale codificato nel DNA
nucleare. E uno degli enzimi del ciclo dell’acidtiico che catalizza la seguente reazione tralaceti

coenzima A (acetil-CoA) ed acido ossaloacetico (PAdlla sintesi dell’acido citrico:

Acetil-CoA + ossaloacetato +,8@ — citrato + CoA-SH

Il saggio € stato eseguito incubando i lisati popteon Triton X-100 0.02%; la reazione é stata
monitorata spettrofotometricamente misurando laocitl del rilascio del Coenzima A libero.
L’attivita enzimatica e stato espressa come nmaltmg di proteina. L’attivita della citrato sintasi

stata oggetto di due valutazioni indipendenti.

4.12 Purificazione delle membrane del SR e del séeamma

Le membrane del reticolo sarcoplasmatico (SR) sweparate seguendo il metodo messo a punto
da Rock e colleghi (1990). | muscoli ancora conjelano omogenati a temperatura ambiente in
una soluzione contenente HEPES 20mM, saccarosim@0MTT 1mM, BSA 1%, PMSF 500uM
(pH 7.0) utilizzando un omogenizzatore (Ultra-Tural’'omogenato cosi ottenuto € stato
centrifugato a 8000g per 15 minuti. Il surnatangtago filtrato e centrifugato a 40000g per 70 min.

Il pellet & stato poi risospeso in una soluzionetenwente HEPES 10mM, saccarosio 300mM (pH
6.8) e incubato con KCI 0,6mM (pH 6.8) per 4 orété&mine dellincubazione, la sospensione e
stata centrifugata a 40000g per 70 min e il p@lstato lavato nuovamente utilizzando lo stesso
buffer. Le membrane del SR sono risospese ad um@entrazione di 20-30 mg/ml in una soluzione
a pH 6.8 contenente HEPES 10mM e KCI 150mM. La entrazione proteica € stata determinata
con il metodo di Bradford.

La purificazione del sarcolemma dei muscoli dioa@ttstata eseguita seguendo il protocollo messo a
punto da Renganathan M. e colleghi (1997). Comtitadi un omogeneizzatore (Ultra-Turrax), i
muscoli sono omogenati in otto volumi di un buffepH 6.8 contenente NaCl 100mM, Pipes-KOH
20 mM, EDTA 2mM, EGTA 0.2 mM e un cocktail di inibri delle proteasi 0.3% (Protease
Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich, St. Louis MO).

L’'omogenato cosi ottenuto e stato filtrato e imragginente congelato e conservato a 2C3%.a

concentrazione proteica é stata misurata con ibduetli Bradford.
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Le preparazioni cosi ottenute sono state utilizpatela valutazione della perossidazione lipidica e

dell’attivita dei canali ionici.

4.13 Perossidazione lipidica

La presenza di eventuali danni a carico del samwmla e delle membrane del SR e stata
determinata utilizzando il metodo TBARS che misuraelli di MDA (malondialdeide), marker di
stress ossidativo. Si tratta di un saggio semmig@co costoso che funziona bene se applicato a
sistemi puliti come nel nostro caso (membrane ati¢). | campioni vengono incubati con acido
tiobarbiturico (TBA) a pH acido che reagira conMdA formando un composto rosa che puo
essere misurato fluorimetricamente (lunghezza ditagone 530 nm, lunghezza di eccitazione
552nm).

Per minimizzare I'amplificazione dell’ossidazionerdnte il saggio, il sarcolemma e le membrane
del SR sono state incubate con butilato idrossietoé (BHT) prima dell’aggiunta del TBA, mentre
per separare al meglio I'addotto TBA-MDA da altromogeni o composti che assorbono a 532nm,

i campioni sono iniettati in HPLC.

Procedura

Ai campioni di sarcolemma e alle membrane del SRul6 precedentemente preparate, sono stati
aggiunti 350 pl di KHPO, 1 mM pH 3.0 e 10 ul di BHT 18 nM. Dopo aver incubatampioni per

10 minuti a temperatura ambiente, sono stati agigil@Oul di una soluzione acido tiobarbiturico
(TBA) 0,6% wil/v. | campioni sono incubati per 45miemperatura a 98. Al termine
dell'incubazione, la reazione é stata bloccataedtfando i campioni in ghiaccio per 10 minuti che
successivamente sono stati centrifugati a 9500& peinuti. Il supernatante é stato trasferito ia un
eppendorf pulita e iniettato in un sistema di HRtgInposto da una pompa (Waters 515) con una
velocita di 1.8 ml/min, una colonna (C18 Rainin kdgorb) e un detector a fluorescenza (Waters
470).

La fase mobile e costituita da KPIO, 50mM, pH 7.0 e metanolo 40%. Il tempo di ritenAatella
MDA e di circa 7 minuti. Il saggio é stato esegundriplicato e il risultato € espresso come nmol

di MDA per milligrammo di proteina.
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4.14 Valutazione dell'attivita delle pompe e denedi ionici

Canale della Rianodina

L’attivita del Canale della Rianodina € stata vaatusando delle specifiche tecniche di binding. Le
membrane del SR sono state lavate in uno spedifitfer di binding (KClI 200mM, HEPES pH 7.4
10mM, CaC} 100uM, PMSF 0.1 mM, e leupeptina 1 gamma/ml), rifeigiate a 100000 g per 90
minuti e successivamente risospese ad una conzemieadi 1 mg/ml. Aliquote di proteina (65mg)
sono incubate a 28 con un buffer contenente 10nM AH| rianodina (61,5 Ci/mmol, Du Pont-
New England Nuclear) in un volume finale di 250pel 120minuti. Al termine dell'incubazione, i
campioni sono filtrati con filtri Whatman GF/C evéi con sei volumi un soluzione fredda
contenente HEPES 10mM pH 7.4 e KCI 200 mM. La qtéamtel legame>H] rianodina & stata
determinata mediante scintillazione liquida (Tregeal., 1997).

Attivita della SR CA'ATPasi

L'attivita della C&*ATPasi & stata determinata seguendo il protoc@kridtto precedentemente da
Fulle S et al., (2003) e incubando 50uM di proteded SR con buffer contenente ATP 2.5 mM e

CaCb 10uM in un volume finale di 1ml.

Attivita del recettore della Diidropiridina (DHPRpresente nel sarcolemma

L'attivita del DHPR ¢ stata determinata usando adialigando {H]JPN200-110 (80 Ci/mol,
Amersham). Le proteine del sarcolemma (100mg) snoobate a temperatura ambiente con un
buffer contenente 1nM dFt] PN200-110 in un volume finale di 250 ml per 6thuti. Al termine
dell’incubazione, i campioni sono filtrati con filtWhatman GF/C e lavati con sei volumi un
soluzione fredda contenen00 mM choline chloride, Tris-HCI 20 mM, pH5.La radioattivita &
stata determinata mediante scintillazione liquiti®yes et al., 1997).

Il legame aspecifico dellHfi]PN200-110 & stato misurato in presenza di 10nMiféidipia non

radioattiva (Sigma).
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Ca’'/Mg?*-ATPasi del sarcolemma

L'attivita della C&"/Mg**-ATPasi & stata valutata seguendo il protocoll@idiis da Fulle S (2003)
e incubando 30mg di proteina con un buffer conten&TP 5mM e CaGl10mM in un volume

finale di 1ml.

Na'/K*-ATPasi del sarcolemma

L'attivita enzimatica della N#aK*-ATPasi & stata valutata sulle membrane esternendstolo
scheletrico precedentemente purificate e quant#idae proteine (25mg) sono incubate con 1ml di
un buffer a pH 7.5 (NaCl 134mM, KCI 21mM, EGTA 1ImMEPES 25 mM, ATP 2.5mM) in
presenza o assenza di 1nM oubaina (Sigma). Dopuid@ti di incubazione a 3T, la reazione é
stata stoppata aggiungendo 12.5% di TCA. Il préaipie stato rimosso centrifugando i campioni a
5000g per 10min; il rilascio dell'ortofosfato € twtamisurato in 1 ml di surnatante seguendo il
metodo di Taussky (1952).

4.15 Istochimica e Immunofluorescenza

Colorazione mATPasi pH 4.35 e pH 10.4

Questa tecnica permette di distinguere le fibre aolasi sulla base della diversa attivita della
miofibrillar ATPasi a pH acido o basico. Le reazosi basa sul deposito di un sale di un fosfato
inorganico dovuto al clivaggio dellATP da partelldemATPasi che verra sostituito da un
cromogeno insolubile. Brooke e Kaiser nel 1970 ditravono che nelle fibre slow (fibre 1),
I'attivita della miofibrillar ATPasi e elevata eadtile dopo una pre-incubazione a pH acido (4.35),
labile a pH basici (10.4).

Al contrario le fibre Fast (tipo 1) mostrano urtémsa attivita della mATPasi a pH basici mentre a
pH acidi I'attivita e debole. In questo modo alléedibre slow in seguito ad una pre-incubazione a
pH acido saranno scure mentre quelle veloci agaro non colorate. L'inverso avviene nel caso
di una pre-incubazione a pH alcalino; in questadadibre slow appariranno chiare mentre le fast

saranno scure.
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Colorazione mATPasi a pH 4.35: procedura

Questa tecnica € una modifica della procedura tesda Brooke e Kaiser nel 1970. Le sezioni,
aventi uno spessore diyn, sono incubate a temperatura ambiente per 7 ngontuna soluzione
costituita da acetato di sodio 54.3 mM e barbithlsodio 32.6 mM portato a pH 4.35 con HCI.
Dopo un lavaggio con una soluzione a pH 7.8 comiien€aC} 18mM e Tris-HCI 100mM, le
sezioni sono incubate a temperatura ambiente pernidin un medium a pH 9.4 composto da ATP,
CaCh 19.5mM e 2-ammino-2-metil-I-propanolo 116 mM (Smralkaline buffer solution 221)
(Sigma;St Louis, MO). Dopo tre successive incub@izitb 3 minuti in CaCGl 11mM, le sezioni sono
incubate per 1.5 min in Co£R% (W/v); 'operazione viene ripetuta due volteicBessivamente
viene effettuata un’incubazione di 30 secondi irbliale di sodio 10mM, che viene ripetuta per sei
volte, seguita da un’altra incubazione di 30 secamchcqua distillata. Le sezioni vengono poi
incubate per 45 secondi in (NS 2% (W/v) e successivamente vengono lavate conaadq
rubinetto, disidratate con etanolo, schiarite neditene e montate con Entellan (Merck)
(Hamalainen et al., 1993).

Colorazione mATPasi a pH 10,4: procedura

Le sezioni di muscolo sono incubate per 8 minud’@ in una soluzione a pH 7.6 costituita da
sodio cacodilato 145mM, Ca8mM, e saccarosio 325mM e contenente formaldeide88%
(w/v). Dopo aver effettuato un lavaggio con unaizmne costituita da Tris 100mM e CaC8mM
(pH 7.8), le sezioni sono pre-incubate per 10 mieraperatura ambiente in una soluzione a pH
10.4, contenete 2-ammino-3-metil-l-propanolo 34mM GaCh 120mM. | vetrini sono
successivamente lavati (due lavaggi da 1 minutoyna soluzione costituita da Tris 100mM e
CaCb 18mM (pH 7.8) e incubati per 25 minuti a°87in una soluzione a pH 9.4 contenente ATP
2,5mM, 2-ammino-3-metil-l-propanolo 100mM, Cadl8mM e KCI 50mM. Successivamente
vengono effettuate tre incubazioni da 30 seconduna soluzione di CaglllmM seguite da
un’altra incubazione di 3 minuti in una soluzion®& Zw/v) CoC}; vengono effettuati quattro
lavaggi di 30 secondi in 2-ammino-3-metil-I-propbm@15mM (pH 9.4). Le sezioni vengono poi
incubate per 45 secondi in (NS 2% (W/v) e successivamente vengono lavate conaadq
rubinetto, disidratate con etanolo, schiarite nelitene e montate con Entellan (Merck)
(Hamalainen et al., 1993).

Le immagini delle sezioni cosi colorate sono staguisite utilizzando un microscopio collegato ad
una videocamera (Leyca).
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Colorazione con Ematossilina ed Eosina

La colorazione con Ematossilina ed Eosina € un deetid colorazione molto usato in istologia.
Sezioni congelate di muscolo tibiale anteriore itdgl al criostato, con uno spessore dju8
vengono colorate con Ematossilina per solo 5 sec.

Successivamente vengono immerse in un contenitoreacqua, poi vengono trasferite in un altro
contenitore e sciacquate con acqua di rubinettocpea 1 min fin quando I'acqua non e pulita,
facendo attenzione a regolare la pressione deliager evitare di far scivolare via le sezioni di
tessuto.

Si effettua, quindi, la colorazione di contrastam déosina per solo 3 secondi. Le sezioni vengono
disidratate immergendole prima in etanolo 95% (doke per 30 secondi), poi in etanolo 100%
(due volte per 30 secondi) e infine nello xilenegdolte per 30 secondi).

| vetrini vengono montati con Entellan (Merck).

Le immagini delle sezioni cosi colorate sono staguisite utilizzando un microscopio collegato ad

una videocamera (Leyca).

Immunofluorescenza

Sezioni congelate del muscolo tibiale anterioreygemo tagliate usando un criostato, KRIOSTAT
1700 digital, LEYCA, programmato ad una temperatlir&5°C.

Le sezioni cosi ottenute sono incubate a temperadaumbiente per 1h con il blocking buffer
costituito da 2% BSA in TBS.

Dopo tre lavaggi ognuno di 5 minuti in TBS per ehare I'eccesso di blocking buffer, le sezioni di
muscolo sono marcate con anticorpi anti MHC-emb L(M@HCd diluito 1:20, Novocastra, UK)
per 1h a temperatura ambiente.

Si effettuano due lavaggi, ognuno di 5min, con TB&cessivamente le sezioni vengono incubate
con un anticorpo secondario anti-mouse Cy3 (C-ZiRdto 1:1000, Sigma) per 1h a temperatura
ambiente.

Si effettua un lavaggio di 5 min per rimuovere tiaarpo secondario che non si e legato e
successivamente vengono colorati i nuclei con Hste@3258. Nel controllo negativo e stato
omesso l'anticorpo primario. Le immagini sono statguisite con un microscopio a fluorescenza

collegato ad una video-camera (Leica).
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Analisi statistica

Tutti i dati sono espressi come la media dei valda deviazione standard (SD). L'analisi statistica

e stata effettuata tramite analisi della varianidieello di significativita e stato fissato per0.05.
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Capitolo 5

Risultati

Parte |: Esercizio fisico moderato

5.1 Principali adattamenti dei muscoli Soleo ed ERottoposti ad esercizio fisico

moderato

Dati relativi agli animali allenati

| dati relativi agli animali studiati sono riporitatella Tabella 5.1. Alla fine dell'allenamento, &si
evidenziato che i ratti allenati avevano un pesma@o minore di quello dei ratti sedentari,
nonostante la disponibilita di cibo ad libitum. lme, nei ratti allenati € stato riscontrato un
incremento del rapporto peso soleo/ peso corpaspetto al controllo, il che dimostra I'efficacia
dell'esercizio fisico.

Si puo per altro notare che all'aumento della massscolare non corrisponde un aumento del peso
del cuore relativo al peso corporeo, ossia I'alegrato effettuato secondo i due protocolli applicati

non ha determinato ipertrofia cardiaca.

Controllo Esercizio Moderato ANOVA test
Body mass (BM), g 5917 539 18 <0.001
Heart mass, g 1.356+0.021 1384 £ 0.071 N3
Heart/BM, mgfg 2.359+0.032 2066+ 0.068 N3
EDL/BM, mg/g 0.43+0.01 0.47£0.01 <0.001
Soleus/BM, mg/g 038 +£0.01 0451001 <0.001

Tabella 5.1: Parametri del peso del cuore e detatusei ratti controllo e allenati
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Valutazione dell’espressione di alcuni geni cointiaiella crescita cellulare e della proliferazione

Tramite Real-Time é stata valutata I'espressionayéiree che codifica per la Ciclina G (Ccng) che
protrebbe essere coinvolta nei meccanismi di desellulare e quindi nel’laumento della massa
muscolare. | dati sono espressi come percentulalieveedel gene housekeeping Ckm.

La figura 5.1 mostra che l'esercizio fisico moderaerobico porta ad aumento significativo
dell’espressione della Ccng sia nel Soleo che B¢I(EE83 e 2.15 volte) dei ratti allenati rispetio

controlli.

Ceng

% Cmk gene expression

Soleo BL

Fig 5.1: Variazione dell'espressione genica ddlleng nei muscoli Soleo e EDL dei ratti sottoposti adreig@ fisico
(colonna nera) e dei controlli (colonna bianca).
| simboli “stella bianca” e “stella nera” indicara significativita calcolata con il test Anova (p8Q e p<0.05

rispettivamente) rispetto al controllo.

Valutazione dell’espressione genica dei fattori MBF

E stata analizzata I'espressione genica dei memblia famiglia MRF (MRF4, MyoD, e
Miogenina) che sono coinvolti nella miogenesi; duiagtori di trascrizione risultano maggiormente
espressi nei muscoli sottoposti ad esercizio figkig 5.2). In particolare mRNA codificante per
MRF4 aumenta di 1.53 volte nellEDL dei ratti al&nrispetto al relativo controllo mentre rimane
invariato nel muscolo Soleo.

E stata valutata I'espressione genica di MyoDusi potare dal grafico sottostante come i livelli de
Suo messaggero risultano maggiormente espresselstdoleo che nell’EDI dei ratti allenati (2,66 e
1.50 volte) rispetto ai controlli.

La miogenina sembra non essere coinvolta nei mesoadi adattamento che sia attivano in seguio
ad esercizio fisico; infatti la sua espressione cambia sia nel Soleo che nellEDL dei ratti allena

rispetto ai controlli.
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Fig. 5.2: Variazione dell’espressione genica dei fattori MRF4/0D e Miogeninanei muscoli Soleo e EDL dei ratti
sottoposti ad esercizio fisico (colonna nera) ecdetrolli (colonna bianca).
| simbolo “stella bianca” e “stella nera” indicat@ significativita calcolata con il test Anova (p8Q e p<0.05

rispettivamente) rispetto al controllo.

Valutazione dell’espressione di geni nell’adattantermetabolico e nella biogenesi mitocondriale

Tramite Real-Time PCR e stata valutata I'espressigenica di Glut-4, il principale trasportatore
del glucosio. La figura 5.3 mostra un aumento $icgtivo del’mRNA di Glut-4 sia nel Soleo che

nel’lEDL (2.16 e di 2,84 volte) dei ratti allenaispetto al controllo.

| livelli di mRNA del gene Pgc-lalpha, coinvolto inmeccanismi che portano alla biogenesi
mitocondriale e alla transazione verso un fenotpsidativo, risultano maggiormente elevati nel
muscolo EDL dei ratti allenati (4.84 volte) rismethi controlli mentre non variano nel Soleo
(Fig.5.3)
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Fig. 5.3: Variazione dell’espressione genica@liut-4 e Pgcl-alphanei muscoli Soleo e EDL dei ratti sottoposti ad
esercizio fisico (colonna nera) e dei controllii@@ma bianca).
| simbolo “stella bianca” e “stella nera” indicaha significativita calcolata con il test Anova (p€Q e p<0.05

rispettivamente) rispetto al controllo.
Variazione dell’espressione dei geni correlati reelheoangiogenesi

E stata analizzata I'espressione di due imporigeni coinvolti nella neonagiogenesi, VEGF e il
suo recettore KDR. Come mostrato in figura 5.4yelli di mRNA di entrambi i geni risultano

significativamente elevati nel muscolo EDL sottdposd esercizio fisico rispetto ai controlli
mentre rimangono invariati nel Soleo. Tale aumentdi 2.98 volte per VEGF e 2.42 volte per
KDR.
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Fig. 5.4:Variazione dell’espressione genicaWltGF e KDRnei muscoli Soleo e EDL dei ratti sottoposti adreige
fisico (colonna nera) e dei controlli (colonna tmahn
| simbolo “stella bianca” e “stella nera” indicaha significativita calcolata con il test Anova (p€Q e p<0.05

rispettivamente) rispetto al controllo.
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5.2 Valutazione dello stress ossidativo e delleskf antiossidanti nei muscoli Soleo

ed EDL di ratti sottoposti ad esercizio fisico

Perossidazione lipidica

E stata valutata la perossidazione lipidica neicolisSoleo ed EDL di ratti allenati e controlli
calcolando i livelli di MDA a livello del sarcolenare delle membrane del reticolo sarcoplasmatico
(SR) con il metodo del TBARS. | dati sono espressne nmol di MDA per milligrammo di
proteina.

Come mostrato in figura 5.5, sia nel Soleo che’EBL, si pud notare un aumento significativo
della perossidazione lipidica specificatamente accadelle membrane del SR; tale alterazione

potrebbe portare ad un’alterata omeostasi delaalci
Soleo EDL
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Fig. 5.5: Valutazione della perossidazione lipidinal muscolo Soleo e EDL dei ratti sottoposti adr@z® fisico
(colonna nera) e dei controlli (colonna bianca).
| simboli “stella bianca” e “stella nera” indicarla significativita calcolata con il test Anova (p8Q e p<0.05

rispettivamente) rispetto al controllo.

Attivita di canali e pompe

E stata valutata I'attivita dei canali e delle p@mginvolti nell’lomeostasi del calcio utilizzando
preparazioni di reticolo sarcoplasmatico (SR) esdetolemma dei muscoli Soleo e EDL dei ratti
allenati e dei controlli.

| grafici relativi alle Figure 5.6 e 5.7 mostransadggi di binding del DHPR e della Rianodina e

Iattivita specifica della pompa E4Mg**-ATPasi.

70



Il binding della Rianodina mostra solo nellEDL daiti allenati un leggero aumento, mentre non
c’eé alcuna differenza nel muscolo Soleo.

Per quanto riguarda il binding del DHPR in entrambnuscoli non si evidenziano variazioni
significative tra animali di controllo e allenati.

Nel caso della C&Mg?*-ATPasi invece, sia nel Soleo che nellEDL l'allerento determina un

aumento dellattivita della pompa ionica.

Ryanodine Receptor Ca* channel Dihydropyridine Receptor/L-type Ca**-Channel
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Fig. 5.6 Analisi dell'attivita del recettore delRyR1, del recettore DHPR e della®I&g®*-ATPasi nel muscolo Soleo
dei ratti sottoposti ad esercizio fisico (colonmaa) e dei controlli (colonna bianca).

Il simbolo “stella nera” indica la significativi@alcolata con il test Anova (p<0.01) rispetto ahtcollo.
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Fig. 5.7 Analisi dell'attivita del recettore delRyR1, del recettore DHPR e della®&ig?*-ATPasi nel muscolo EDL
dei ratti sottoposti ad esercizio fisico (colonmaa) e dei controlli (colonna bianca).
| simboli “stella bianca” e “stella nera” indicara significativita calcolata con il test Anova (p86 e p<0.01

rispettivamente) rispetto al controllo.

Analisi dell'espressione dei geni antiossidanti

Tramite Real-Time PCR é stata valutata I'espressgenica di alcuni enzimi (SOD-1, SOD-2 e

Catalasi) che svolgono un’azione di detossificazidai ROS all'interno della cellula.

| dati, espressi come percentuale relativa del demesekeeping Ckm, sono rappresentati nella
Figura 5.8. Si pu0 osservare, sia nel Soleo siBEmHl, che I'espressione genica della Sod-1 e
della Sod-2 non varia con l'allenamento. Per quaigoarda la Catalasi, la figura 5.8 mostra un

calo significativo (0,73 volte) dei livelli del suuRNA nel muscolo Soleo allenato; al contrario nel

muscolo EDL l'espressione della Catalasi aumen2(8olte) in seguito ad allenamento rispetto ai

controlli.
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Fig. 5.8:Variazione dell’espressione genica deSlad-1, Sod-2 Catalasinei muscoli Soleo e EDL dei ratti sottoposti
ad esercizio fisico (colonna nera) e dei cont(alilonna bianca).
| simboli “stella bianca” e “stella nera” indicarla significativita calcolata con il test Anova (p€Q e p<0.05

rispettivamente) rispetto al controllo.

E stata valutata I'espressione di due geni, GsaGpx-1 coinvolti nel ciclo del glutatione.

Come mostrato in figura 5.9, per quanto riguartigelli di mRNA di Gstm-1 non si evidenziano
variazioni significative tra animali di controlloatlenati sia per il Soleo che per 'EDL.

Tuttavia I'espressione di Gpx-1 risulta aumentatd.8 volte nel’EDL dei ratti allenati rispetto ai

controlli, mentre non c’é alcuna differenza nelesol
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Fig. 5.9:Variazione dell’'espressione genica délad-1, Sod-2 Catalasinei muscoli Soleo e EDL dei ratti sottoposti
ad esercizio fisico (colonna nera) e dei cont(alilonna bianca).

Il simbolo “stella nera” indica la significativi@alcolata con il test Anova (p<0.01) rispetto ahtcollo.

Valutazione dell’attivita enzimatica della SOD

L’attivita della SOD e stata valutata nei muscalle® ed EDL dei ratti sottoposti ad esercizio fisic
e dei controlli tramite sonda DCF. | dati, espressine unita per milligrammo di proteina sono
riportati in figura 5.10. L’analisi delattivita dla SOD € in accordo con i dati relativi
all’espressione genica. Infatti sia nel Soleo chEDL non si evidenziano variazioni significative
dell'attivita della SOD-2; mentre l'attivita dell@OD-1 presenta un leggero aumento solo nellEDL

mentre rimane invariata nel Soleo.
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Fig. 5.10:Valutazione dell'attivita della SOD Totale, dell®B-1 e della SOD-2 nei muscoli Soleo e EDL deiiratt
sottoposti ad esercizio fisico (colonna nera) ecdetrolli (colonna bianca).

Il simbolo “stella bianca” indica la significatigtcalcolata con il test Anova (p<0.05) rispettoaitrollo.
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Analisi dell'espressione proteica di HSP-70

E stata analizzata I'espressione genica dellaisafanducibile del’lHSP-70 nel Soleo e nellEDL

dei ratti allenati e dei controlli.

Le figure 5.11 e 5.12 mostrano una corsa rappraseatdi un gel per HSP-70 e per la proteina
housekeeping Beta-Actina. | grafici invece mostreneariazione dell'espressione proteica di HSP-
70 espresso come rapporto tra la proteina targjge@e di riferimento.

Nel Soleo la forma inducibile di HSP-70 e espreasahe a livello basale e in seguito ad

allenamento si ha un aumento della sua espressione.
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Fig. 5.11 Immagine rappresentativa di un WB per H8F70kDa) nel soleo dei ratti allenati e dei coltit

Beta-Actin gene househeeping (42kDa). Quantifiagazidella proteina HSP-70; le bande relative altggine HSP-70
e Beta-Actina di diverse corse sono state quaatdicl dati sono espressi come media del rappatbl$P-70 e Beta-
Actina. Il simbolo “croce nera” banda aspecificall'daticorpo HSP-70. Il simbolo “stella bianca” id la

significativita calcolata con il test Anova (p<0)Gtspetto al controllo.

Come mostra la figura 5.12, nel muscolo EDL coltrdlisoforma inducibile di HSP-70 & poco
espressa ma, in seguito ad allenamento si ha venienito significativo della sua espressione negli

animali allenati rispetto al controllo.
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Fig. 5.12 Immagine rappresentativa di un WB per H8K70kDa) nel EDL dei ratti allenati e dei cotitiro
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Beta-Actin gene househeeping (42kDa). Quantifiaazidella proteina HSP-70; le bande relative altdégine HSP-70
e Beta-Actina di diverse corse sono state quaatéicl dati sono espressi come media del rappatbl$P-70 e Beta-
Actina. Il simbolo “croce nera” banda aspecificdl’daticorpo HSP-70. Il simbolo “stella nera” indida significativita

calcolata con il test Anova (p<0.01) rispetto attrollo

Valutazione dell’espressione di geni coinvolti nglfiammazione e nel riparo

Tramite Real-Time PCR, e stata valutata I'espressigenica di Ccl21b e Scya3, due chemochine
coinvolte nei processi inflammatori e nella risgoghmunitaria e di Xrccl, che interviene nei

meccanismi di riparo da danni al DNA. | dati, esgiecome percentuale relativa del gene
housekeeping Ckm, sono rappresentati nella Figliaé&5.14.

| geni Ccl21b e Scya3, risultano maggiormente esprael EDL dei ratti allenati rispetto ai

controlli mentre nel Soleo non si evidenziano dédfeze significative di espressione.
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Fig. 5.13: Variazione dell'espressione genica @cl21b e Scya3nei muscoli Soleo e EDL dei ratti sottoposti ad

esercizio fisico (colonna nera) e dei controllii@cma bianca).
| simboli “stella bianca” e “stella nera” indicara significativita calcolata con il test Anova (p8Q e p<0.05

rispettivamente) rispetto al controllo.

Per guanto riguarda I'espressione di Xrccl, si poiare un leggero ma significativo aumento solo
nei muscoli EDL dei ratti allenati mentre nel soiléiwelli di mMRNA rimangono invariati rispetto al

controllo. Tuttavia si pud notare come nei mus@&Ibw si ha un livello di espressione basale

maggiore rispetto ai muscoli Fast. (Fig.5.14)
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Fig. 5.14:Variazione dell'espressione genica de{l@clnei muscoli Soleo e EDL dei ratti sottoposti adreig fisico
(colonna nera) e dei controlli (colonna bianca).

Il simboli “stella bianca” indica la significativdtcalcolata con il test Anova (p<0.05) rispettoaitrollo.
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Parte Il Denervazione

5.3 Principali adattamenti del muscolo Tibiale Amtere sottoposto a denervazione

Valutazione del grado di atrofia in seguito a denezione

Come mostrato in Figura 5.15, i muscoli TA dendrmadstrano un progressivo calo del rapporto
peso muscolo/peso corporeo In particolare quedto siaverifica principalmente nell'arco delle

prime settimane dall'intervento chirurgico; infatti ha una diminuzione del 50% del peso del
muscolo gia dopo 15 giorni dalla denervazione; tpueslo diventa significativamente maggiore a 9
mesi della denervazione. Il rapporto peso musceswpcorporeo dei muscoli denervati sono

espressi come percentuale del corrispondete musoatoollo.

Mw/Bw (%)
3

Ctr 15z 3 mesi 9 mesi

Fig. 5.15: Atrofia del muscolo denervato; | simbtsiella nera” indicano la significativita calcadaton il test Anova
(p<0.01) rispetto al controllo; Il simbolo “pallinnero” indica la significativita (p<0.005) rispetad controllo e |l

simbolo “quadrato bianco” indica la significativitidpetto ai muscoli sacrificati a 15 giorni dadlanervazione.

Colorazione con Ematossilina-Eosina e mATPasi a gt85 e a pH 10.4

La colorazione Ematossilina-Eosina (H-E) colordlumi nuclei basofili (ematossilina), e in rosso il
citoplasma e il connettivo (eosina).

La colorazione mATPasi permette di distinguereibeef muscolari sulla base della diversa attivita
della miofibrillar ATPasi a pH acido o basico. Learione si basa sul deposito di un sale di un
fosfato inorganico dovuto al clivaggio del’ATP garte della mATPasi che verra sostituito da un

cromogeno insolubile. Brooke e Kaiser nel 1970 ditrevono che nelle fibre slow (fibre 1),
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I'attivita della miofibrillar ATPasi e elevata eadlile dopo una pre-incubazione a pH acido (4.35),
labile a pH basici (10.4).

Al contrario le fibre Fast (tipo 1) mostrano urtémsa attivita della mATPasi ai pH basici mentre ai
pH acidi I'attivita € debole. In questo modo lerékslow in seguito ad una pre-incubazione a pH
acido saranno scure mentre quelle veloci appamraram colorate. L'inverso avviene nel caso di
una pre-incubazione a pH alcalino; in questo casfibte slow appariranno chiare mentre le fast
saranno scure.

Nelle figure 5.16 A, B, C si osservano delle seztmasversali di muscolo tibiale anteriore (TA) che
non ha subito la denervazione (controllo).

La colorazione con H-E (Fig 5.16 A) evidenzia lautira del muscolo, costituita da fibre con un
diametro piuttosto elevato dove e possibile disterg il citoplasma che assume una colorazione
rossa dai nuclei periferici che assumono una cpiong blu. La colorazione mATPasi a pH 4.35
(Fig.5.16 B) 0 a pH 10.4 (Fig 5.16 C) evidenzialsiibre Slow sia quelle Fast.

Nelle figure 5.16 D, E, F si osservano sezioniveasali di muscolo denervato di TA prelevato da
un ratto sacrificato dopo 15 giorni dalla denervagi E possibile osservare, con una colorazione
H-E (Fig.5.16 D) il cambiamento morfologico rismetl controllo. Le fibre muscolari risultano
avere un diametro notevolmente piu piccolo; queatmlamento viene confermato con la
colorazione mATPase a pH 4.35 (Fig 5.16 E), coguale € possibile anche notare una riduzione
delle fibre Slow e una maggiore prevalenza di fibest che viene confermata dalla colorazione
mATPase a pH 10.4 (Fig. 5.16 F).

Le figure 5.16 G, H, | mostrano due sezioni di Téndrvato di ratto sacrificato dopo tre mesi dalla
denervazione. Si osserva, con la colorazione Hal)atevole aumento del tessuto connettivo lasso
(Fig. 5.16 G), mentre le fibre presentano caratiehe di tipo Fast, come si osserva con la
colorazione mATPase (Fig. 5.16 H, 1)

Infine, le figure 5.16 M N O mostrano una seziaresversale del TA di un muscolo a 9 mesi dalla
denervazione. Si nota come il diametro delle fibwa subisca un ulteriore decremento, ma rimanga
piuttosto costante, come appare evidente dallarazitme con H-E che mostra, anche, come il
tessuto muscolare venga progressivamente sostitiaitdessuto adiposo (Fig.5.16 M) Le fibre

muscolari, ancora presenti, sono di tipo Fast 8¢ N, O).
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Fig. 5.16 Colorazione con H-E (A, D, G, M), mATPas¢ 4.35 (B, E, H, N) mATPase pH 10.4 (C, F, |,d}sezioni
di muscolo tibiale anteriore (TA) di ratto contml|A, B, C), sacrificato a 15 giorni (D, E, F),r@ mesi (G, H, ) e a
nove mesi (M, N, O) dalla denervazione.

Immunofluorescenza

La figura 5.17 mostra delle sezioni di muscolo TiAatto controllo (A, C) e denervato (9 mesi) (B,
D) dopo colorazione con ematossilina-eosina (A,0Bjopo incubazione con un anticorpo che
riconosce I'isoforma embrionale di MyCH (C, D)

La colorazione con ematossilina-eosina mostra comseguito a denervazione (B) si ha una
diminuzione della grandezza delle miofibre che pesgivamente sono sostituite da tessuto adiposo
rispetto al controllo (A) che invece presenta ddilee muscolari con diametro elevato. Nel

pannello D si osservano parecchie miofibre di gdmcdiametro che vengono riconosciute
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dall'anticorpo che lega l'isoforma embrionale d&lyCH che invece non viene espressa nei
controlli (C).

Fig. 5.17 Sezioni di TA di ratto controllo (A, C)d ratto sacrificato dopo 9 mesi dalla denervagi¢B, D) colorate
con ematossilina-eosina (A, B) o marcate con argiazhe riconoscono l'isoforma embrionale di MyCE, D).

Valutazione dell’espressione genica dei fattorittascrizione muscolo specifici e di Myh3

Tramite Real-Time PCR e stata valutata I'espressigenica dei fattori di trascrizione muscolo-
specifici che regolano la miogenesi (MyoD, Miogenia Mrf4) e I'isoforma embrionale della
Catena Pesante della Miosina (Myh3) nei muscoliedeati a tre mesi e a 9 mesi dalla
denervazione. | dati sono espressi come percentelakiva dell’espressione del gene housekeeping
Ckm

Come mostrato in figura 5.18, ’mRNA messaggeradutli i geni risulta notevolmente aumentato
nei muscoli a tre mesi dalla denervazione; tuttasedobene i loro livelli rimangano elevati rispetto
al controllo anche a nove mesi dalla denervazisnpuo osservare che i valori tendono a tornare

verso quelli del controllo (Fig. 5.18).
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In particolare, rispetto ai controlli, I'espressegogenica nei muscoli TA a tre mesi e a nove mesi
dalla denervazione aumenta rispettivamente di 868,8,9 volte per MyoD, 48.8 e 31.1 volte per la
Miogenina, di 9.3 e 4.4 volte per MRF4 e di 221397e5 volte per Myh3.
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Fig. 5.18 Variazione dell'espressione dei geni ficdlinti per i fattori di trascrizione muscolo-spiégie per I'isoforma
embrionale della catena pesante della miosina mscali TA di ratti sacrificati a 3 mesi (colonnarage a 9 mesi
(colonna righe) della denervazione rispetto ai @l colonna bianca). | simboli “stella biancagella nera’indicano

la significativita calcolata con il test Anova retpvamente (p<0.05) e (p<0.01), rispetto al cdidro

Valutazione dell’espressione di alcuni geni funziain

E stava valutata tramite Real-Time PCR I'espressidinalcuni geni funzionali. | dati sono
espressi come rapporto tra I'espressione del gergett nel tessuto denervato rispetto al
controllo (Fig. 5.19) E stata studiata I'espressidella Kinasi attivata da AMP (AMPK), che
ha un ruolo importante nell’attivita cellulare dlagegolazione del trasportatore del glucosio
sensibile all'insulina (GLUT-4).

L’espressione dellmRNA dellAMPK diminuisce nei sepli sia a tre che a nove mesi dalla
denervazione, rispettivamente di 19 e 15 volte.

Questo decremento si riflette nell’espressionegagele GLUT-4, che diminuisce nei muscoli
dopo tre mesi e 9 mesi dalla denervazione di 9li& wodi 3 volte rispetto ai controlli

Anche l'espressione di due geni implicati nellaginesi, Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) e il suo recettore KDR (Kinase Ind@omain Receptor), risulta diminuire nei
muscoli denervati rispetto ai controlli. In parf@e®, I'espressione genica di VEGF
diminuisce di 1,7 e 2,5 volte, rispettivamente e rresi e a nove mesi dalla denervazione;

KDR invece, mostra un sensibile calo solo a 9 rdaka denervazione.
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E stata valutata I'espressione genica di Nedd4col#ica per una ubiquitina ligasi coinvolta
la via di degradazione proteica ubiquitina-proteogaoCome atteso, i livelli di mRNA
appaiono elevati nei muscoli denervati rispetto cantrolli. In particolare Nedd4 e
maggiormente espresso a tre mesi dalla denervagdo®evolte) mentre 'aumento a 9 mesi
risulta statisticamente non significativo. Anchespressione genica della Metalloproteinasi-2
della Matrice (MMP2) aumenta rispettivamente di 8i& volte nei muscoli a tre mesi e a

nove mesi dalla denervazione rispetto ai controlli.
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Fig. 5.19 Espressione differenziale dei geni funald nei muscoli TA di ratti sacrificati a 3 mgsolonna nera) e a 9
mesi (colonna righe) dalla denervazione.. | simtsiklla bianca’e “stella nera”indicano la signé#tevita calcolata con

il test Anova rispettivamente (p<0.05) e (p<0.0tpetto al controllo. Ns: non significativo

Valutazione della produzione di ROS nei muscoli éevati

La produzione di ROS nel muscolo denervato é staiztata tramite sonda DCF nei lisati proteici

di muscolo TA di ratti controllo e denervati risjpgamente sacrificati a 15 giorni 0 a 3 mesi

dall'intervento chirurgico.

La figura 5.20 A riporta un esperimento rapprederdadella produzione di ROS in funzione del

tempo (0-45 minuti). Come si pud vedere dal grafmovelocita con la quale i ROS vengono

generati aumenta nei muscoli denervati e questenmento e funzione del tempo di denervazione.

In particolare la produzione di ROS aumenta selnsdrite a 15 giorni dalla denervazione rispetto
ai controlli; I'incremento dei ROS e ancora maggiar3 mesi dalla denervazione.

La figura 5.20 B confronta la quantita dei ROS ottal alla fine dell’esperimento nei campioni di

TA controllo e nei campioni sacrificati a 15 gioraia 3 mesi della denervazione. Per ogni
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campione, € stata calcolata la media delle diffezdra la quantita di ROS prodotta dopo 45 min di
incubazione (Ismin) € quella prodotta al tempo zerggf). La figura mostra un aumento dei ROS
di 7,9 volte (p<0.01) nei muscoli di ratto sacwrficdopo 13 gironi dalla denervazione rispetto al
controllo. L’aumento della produzione di ROS €& aac@iu pronunciato a tre mesi dalla
denervazione che risulta essere 64.1 (p<0.01) vokggiore rispetto al controllo e 7.6 volte

(p<0.01) piu elevato rispetto ai muscoli dei ratcrificati a 15 giorni dalla denervazione.
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Fig. 5.20 A: Aumento della produzione dei ROS inZione del tempo. Triangolo bianco: TA controllyagirato nero:

TA a 15 giorni dalla denervazione; triangolo néFé a 3 mesi dalla denervazione.
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Fig. 5.20 B Aumento della produzione dei ROS neboalo TA dei ratti sacrificati a 15 giorni (colonaarighe) e a 3

mesi (colonna nera) dalla denervazione rispettmairolli (colonna bianca).
| simboli “stella nera’e “pallino nero”indicano fgnificativita calcolata con il test Anova (p<0)0ispetto al controllo

e muscoli sacrificati a 15 giorni dalla denervagion
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Perossidazione lipidica

La presenza di danno ossidativo e stata valutatal coetodo del TBARS. La figura 5.21 mostra un
aumento significativo dei valori di MDA nel sarcolena e nelle membrane del SR sia a 15 giorni
che a tre mesi dalla denervazione indicando chenlémto di ROS puo favorire la perossidazione

lipidica, influenzando negativamente I'integritdldenembrane cellulari.
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Fig. 5.21 Perossidazione lipidica nel muscolo TArd#ti sacrificati a 15 giorni (colonna a righepe8 mesi (colonna
nera) dalla denervazione rispetto ai controlli ¢cmla bianca).
| simboli “stella bianca”e “stella nera”indicano $egnificativita calcolata con il test Anova rispreamente (p<0.05) e

(p<0.01), rispetto al controllo.
Attivita delle pompe e dei canali ionici

Le 5.22 A-E mostrano una diminuzione dell'attivitélle pompe e dei canali ionici nei muscoli TA
denervati rispetto ai controlli.

Il legame del $H] Rianodina al Canale del Calcio presente sullmbrana del SR (recettore della
Rianodina) e un indice della capacita di rilasodb chicio da parte del canale stesso. Nei muscoli
dei ratti denervati e sacrificati a 15 giorni er@ mesi dell'intervento chirurgico si osserva (Fig.
5.22 A), una diminuzione del legame deffai] rianodina del 45% e del 32% (p<0.01 e p<0.05)
rispettivamente, rispetto al controllo. Questo datdica una diminuzione della capacita del
recettore di mantenersi nella configurazione attoen”.

Lattivitd della pompa del G4 del SR, un indice della capacita del SR di ridsiseril calcio, &
stata valutata misurando la capacita della stassaanere nello stato fosforilato. La figura 5.82
mostra come l'attivita della pompa del Caiminuisce del 61% (15 giorni dalla denervazioae)

del 54,4 % (3 mesi dalla denervazione) rispetimatrollo (p<0.01).
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Ryanodine Receptor/Ca’*-channel SR Ca**-ATPase
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Fig.5.22A: Attivita del recettore della RianodinB, attivita pompa del G4 nel muscolo TA dei ratti sacrificati a 15
giorni (colonna a righe) e a 3 mesi (colonna ndedlp denervazione rispetto ai controlli (colonianica).
| simboli “stella bianca”e “stella nera”indicano $égnificativita calcolata con il test Anova rispreamente (p<0.05) e

(p<0.01), rispetto al controllo.

La quantita del recettore della Diidropiridina (DRIPpresente nelle membrane dei tubuli T e stata
valutata attraverso la misura del legame dd]PN200-110 al recettore stesso (Canale déf @ia
tipo L). La figura 5.22 C mostra un marcata dimioue del legame cortH]PN200-110 (37.3%
nei muscoli denervati rispetto al controllo). Quedato suggerisce che la denervazione induce una

forte diminuzione dell’attivita contrattile del meso.

E stata valutata I'attivita di due pompe ionicheganti nel sarcolemma: la M&*-ATPasi e la
Cad*/Mg**-ATPasi, misurando la quantitd del rilascio @f?PO,>. In entrambi i casi, i dati
mostrano un decremento significativo dell’attividalle pompe in seguito a denervazione, il che
indica una diminuzione delle capacita della celllascolare di riequilibrare il calcio nel citosol e
di mantenere un apparato contrattile funzionale.

In effetti, si riscontra una diminuita attivita teiNa/K*-ATPasi (Fig.5.22 D) sia a 15 giorni (-
52,5%) che a 3 mesi (-47,0%) dalla denervaziosegtio ai controlli. La figura 5.22 E mostra un
calo netto e significativo dell'attivita della €&ig**-ATPasi a 15 giorni (-66,7%) e a 3 mesi (-

41,7%) della denervazione rispetto al controllo.
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Dihydropyridine ReceptorfL-type Ca’*-channel Sarcolemmal Na'/K*-ATPase
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Fig. 5.22C: Attivita del recettore della DHPH) attivita Nd/K*-ATPasi E C&'/Mg?*-ATPasinel muscolo TA dei
ratti sacrificati a 15 giorni (colonna a righe) & anesi (colonna nera) dalla denervazione rispattmntrolli (colonna
bianca).

Il simbolo “stella nera”indica la significativitdatcolata con il test Anova (p<0.01) rispetto al tcoko.

Valutazione di alcuni geni coinvolti nel controlldel calcio intracellulare

E stata valutata I'espressione genica di diversinainlegati al controllo del calcio: la Subunitatde

1 del Canale del calcio di tipo L, lo scambiatooglie-calcio (NCX2), un trasportatore calcio
ATPasi (ATP2B4) e la Calsequestrina 2, un enzimavodto nel mantenimento dello ione calcio
nel reticolo sarcoplasmatico. Come mostrato inrdgh.23 gli mRNA di tutti i geni esaminati

mostrano un aumento significativo sia a 15 giol@ a 3 mesi relativamente ai controlli.
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Fig. 5.23: Espressione differenziale di alcuni gamnvolti nel controllo del calcio nei muscoli Tdei ratti sacrificati a
15 giorni (colonna a righe) e a 3 mesi (colonnandalla denervazione.
Il simbolo “stella bianca”indica la significativitgalcolata con il test Anova (p<0.01) rispetto @htrollo.

Valutazione dell’espressione di alcuni geni coddiati per enzimi cito-protettivi e antiossidanti

Tramite Real-Time PCR, é stata valutata nel mustéldi ratti controllo e denervati, I'espressione
di geni coinvolti nella risposta allo stress os8ida | risultati mostrano un significativo aumento
dell’'espressione genica a 15gg dalla denervaziomafi dei geni presi in esame rimangono
significativamente sovraespressi anche per 3 ng®tto al controllo, sebbene l'incremento sia di
entita minore che a 15 giorni. | dati ottenuti s@spressi come percentuale relativa all'espressione

del gene housekeepil@km

E stata valutata la variazione dell’espressionécgeti due chaperones molecolari, Hsp27 e Hsp70
(Fig. 5.24), che permettono un corretto ripiegametdlle proteine e che é stato dimostrato essere
coinvolti nella risposta antiossidante. Nonostdi@gpressione basale molto bassa, 'RNAHSIp-

70 aumenta sia a 15 giorni che a 3 mesi dalla denienve, (32,7 e 4,9 volte) rispetto ai controlli. A
differenza diHsp-7Q I'mRNA di Hsp-27 e espresso anche nei controlli e tende ad auneemmtar
seguito a denervazione (9,6 e 5,9 volte rispettarata). Tuttavia € possibile notare come I'aumento
dell’espressione di entrambi i geni a tre mesiaddiknervazione risulti essere significativamente

minore rispetto ai 15 giorni.
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Fig. 5.24 Variazione dell’espressione genica degli enzinmpriotettivi Hsp-70 e Hsp-27 nel muscolo TA dei ratti

sacrificati a 15 giorni (colonna a righe) e a 3 imeslonna nera) della denervazione rispetto aitrodin (colonna

bianca).
| simboli “stella bianca’e “stella nera’indicanodanificativita calcolata con il test Anova (p<B.8 p<0.01) rispetto al

controllo. Il simbolo “pallino bianco indica la sidficativita (p<0.05) rispetto ai 15 giorni.

E stata valutata I'espressione genica della SOD-Heka SOD-2, due importanti enzimi
antiossidanti coinvolti nella risposta allo stressidativo. L'mRNA dellaSod-1laumenta di 8,5
volte nei muscoli a 15 giorni dalla denervazionspeito ai controlli e la sua espressione e
fortemente incrementata (11,5 volte) anche dopariesi dall’intervento chirurgico. La quantita
del’lRNA relativa allaSod-2 come mostra, appare invariata nei muscoli detienspetto ai
controlli (Fig. 5.25).

Gli enzimi SOD catalizzano la reazione di dismutagi dell'anione superossido a perossido di
idrogeno; lattivita di questi due enzimi quindis&ettamente connessa allatalasi, un enzima
chiave nella detossificazione del perossido digerm.

Infatti, parallelamente all’'aumento defad-1 I'RNA della Catalasirisulta aumentata di 16,2 e 6.0
volte rispettivamente a 15 giorni e a 3 mesi ddiservazione rispetto ai controlli. Tuttavia e
possibile notare che l'espressione dedllatalasi a tre mesi dalla denervazione risulta essere

significativamente minore rispetto ai 15 giornigFs.25).
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Fig. 5.25 Variazione dell'espressione genica degli enzimioasidantiSod-1 Sod-2e Catalasinel muscolo TA dei

ratti sacrificati a 15 giorni (colonna a righe) & anesi (colonna nera) della denervazione rispattmntrolli (colonna

bianca).
Il simbolo “stella nera” indica la significativitdalcolata con il test Anova (p<0.01) rispetto ahtrollo. Il simbolo

“pallino nero” indica la significativita (p<0.01)spetto ai 15 giorni.

E stata valutata I'espressione genica di tre enzamvolti nel ciclo del GSH: Glutatione S-
Trasferasi Gstm), la Glutatione Perossidasi Gfx-1) e la Glutatione Perossidasi @fx-4 (Fig.
5.26). | dati mostrano che 'mRNA codificante padstmlaumenta sia a 15 giorni (3.3 volte) che
a 3 mesi (2.2 volte) dalla denervazione. Lo stesstamento si evidenzia per sia @gx-1che per
Gpx-4che aumentano di 3.0 e 2.2 volte rispettivamerit® giorni dalla denervazione e di 1,8 e 1,7

volte a 3 mesi dalla denervazione.
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Fig. 5.26 Variazione dell'espressione genica degli enzimioassidantiGstm-1e Gpx-1 e Gpx-del muscolo TA dei

ratti sacrificati a 15 giorni (colonna a righe) & anesi (colonna nera) della denervazione rispattmntrolli (colonna

bianca).
| simboli “stella bianca”e “stella nera’indicanodanificativita calcolata con il test Anova (p<8.8 p<0.01) rispetto al

controllo. Il simbolo “pallino bianco indica la sigicativita (p<0.05) rispetto ai 15 giorni.

Valutazione dell’espressione proteica dell’enzim&HR-70i

L’enzima HSP-70 (Mol. W. 70 kDa) e stata analizzache a livello di espressione della proteina,
tramite la tecnica del Western Blotting. Dall’asalisulta che la proteina € espressa maggiormente

e in maniera significativa (p<0.05) nei muscolirdtti sacrificati a 15 giorni dalla denervazione
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rispetto al controllo (Fig. 5.27 A e B). Questoutiato € in accordo con i dati della valutazione

dell’'espressione genica ottenuti tramite Real-T{fig. 5.24)

A- Western Blot analysis of HSP70i B- HSP70i protein quantification
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Fig. 5.27A: Immagine rappresentativa di un WB per HSP-70 P&k Ctr (controllo),15d (15 giorni), 3m (3 medij,
(marker di peso molecolare). Beta-Actin gene hoespimg (42kDa)B: Quantificazione della proteina HSP-70; le
bande relative alle proteine HSP-70 e Beta-Actindivkrse corse sono state quantificate. | datosespressi come
media del rapporto tra HSP-70 e Beta-Actina. llmino * indica una banda aspecifica relativa alliemtpo HSP-70. Il

simbolo “stella bianca” indica la significativitalcolata con il test Anova (p<0.05) rispetto alttolfo.

Valutazione dell’attivita della SOD

La figura 5.28 mostra la valutazione dell’attivitella SOD totale e della SOD-1 e della SOD-2 con
il metodo del WST-1. Come si puo osservare, I'atiidella SOD totale aumenta significativamente
sia a 15 giorni che a 3 mesi dalla denervaziongetis ai controlli. L'incremento dell’attivita dell
SOD totale probabilmente & dovuto esclusivamenteuatento dell’attivita della SOD-1 dato che
la SOD-2 rimane invariata sia a 15 giorni che ae3im

| dati ottenuti sono in accordo con la valutazide#’'espressione genica deffad-1e dellaSod-2
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Fig. 5.28: Valutazione dell'attivita della SOD tl#gtotal SOD), della SOD-1 (Cu-Zn SOD) e della S@Mn-SOD)
nel muscolo TA dei ratti sacrificati a 15 giornb{onna a righe) e a 3 mesi (colonna nera) dell@dezione rispetto ai
controlli (colonna bianca).

| simboli “stella bianca’e “stella nera” indicana s$ignificativita calcolata con il test Anova (p€B.e p<0.01) rispetto

al controllo.

Valutazione dell’espressione di alcuni geni coddiati per enzimi pro-ossidanti

Tramite Real-Time PCR, e stata valutata, nel masasnervato, I'espressione genica di due
enzimi, la Xantina Deidrogenasi (XDH) e la NAPDHs@fasi | (NOX1), potenziali fonti di ROS. |
dati sono espressi come percentuale relativa dphassione del gene housekeefikgn.

| dati riportati in figura 5.29 mostrano un aumentl’espressione genica delldh a 15 giorni
(5.8 volte) dalla denervazione; é possibile notamme nei muscoli TA di ratti sacrificati a tre mesi
della denervazione, la quantita di mRNA risultacessdiminuire di 1.9 volte se confrontata con i
valori dei soggetti sacrificati dopo 15 giorni @atlenervazione.

Il grafico relativo all’espressione genicaMibx-1mostra un netto calo della quantita di mRNA a 15
giorni dalla denervazione (0.4 volte rispetto ahtcollo). La diminuzione &€ ancora piu marcata con

'aumentare del tempo dalla denervazione (0.2 wadigetto al controllo).
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Fig. 5.29Variazione dell'espressione genica degli enzimi@ssidantiXdh e NoxInel muscolo TA dei ratti sacrificati
a 15 giorni (colonna a righe) e a 3 mesi (coloner@andalla denervazione rispetto ai controlli (cola bianca).

Il simbolo “stella nera” indica la significativitdalcolata con il test Anova (p<0.01) rispetto ahtrollo. Il simbolo

“pallino nero” indica la significativita (p<0.01)spetto ai 15 giorni.

E stata valutata I'espressione genica della ¢Plun enzima capace di idrolizzare i lipidi
perossidati dalle membrane. Come mostrato in figud8, la quantita di mRNA che codifica per
tale enzima risulta significativamente piu elevag muscoli denervati a 15 giorni (7.2 volte
rispetto al controllo). Sebbene i dati mostrino samsibile aumento dell’'espressione delRLA

anche a 3 mesi dalla denervazione (1,7 volte tis@etcontrolli), si puo osservare che si ha utefor

calo della quantita di mMRNA rispetto ai muscoli eierati a 15 giorni.
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Fig. 5.30Variazione dell’espressione genica dell’enzicRdA, nel muscolo TA dei ratti sacrificati a 15 giornb(onna
a righe) e a 3 mesi (colonna nera) dalla denemazispetto ai controlli (colonna bianca).
Il simbolo “stella bianca” indica la significati@tcalcolata con il test Anova (p<0.05) rispett@ahtrollo. Il simbolo

“pallino nero” indica la significativita (p<0.01)spetto ai 15 giorni.
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Valutazione dell’espressione genica di enzimi cdateal mitocondrio

E stata valutata I'espressione genica di due enminaicondriali, la Citocromo Ossidasi Subunita 1
(COXI) e la Citrato Sintasi e del fattore di tragmme PGC1l-alpha che stimola la biogenesi degli
enzimi della fosforilazione ossidativa ed é ativdai ROS.

Come mostrato in Figura 5.31 I'mRNA delloxl risulta maggiormente espresso (21.0 e 4.6 volte
rispetto al controllo) sia a 15 giorni che a 3 meaila denervazione. L'espressione genica della
Coxl nei muscoli di ratto sacrificato dopo 3 mesi ddkaervazione é significativamente diminuita.
L’espressione genica del@itrato Sintasie diPgcl-alphaseguono lo stesso andamento; entrambi i
geni sono sovraespressi di a 15 giorni dalla dexzgéone (3.0 e 2.2 volte rispetto al controllo) ma

ritornano ai valori basali nei muscoli di ratto sicato dopo 3 mesi dalla denervazione.
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Fig. 5.31Variazione dell'espressione genica dell’enzi@®ax|, Citrato Sintasi e Pgcl-alph@el muscolo TA dei ratti
sacrificati a 15 giorni (colonna a righe) e a 3 in{eslonna nera) dalla denervazione rispetto aitrodin (colonna

bianca).
| simboli “stella bianca” e “stella nera” indicarla significativita calcolata con il test Anova (p€6 e p<0.01

rispettivamente) rispetto al controllo. | simbofidllino bianco” e “pallino nero” indicano la sigiativita (p<0.05 e

p<0.01 rispettivamente) rispetto ai 15 giorni.

Valutazione dell’espressione genica di alcuni enzitlei complessi mitocondriali OXPHOS

E stata analizzata tramite Western Blotting, I'espione proteica di alcuni enzimi mitocondriali
coinvolti nella fosforilazione ossidativa (Fig. 2)3 COXI (un enzima del complesso 1V, risulta
maggiormente espresso Sia a 15 giorni che a 3daa#laidenervazione rispetto al controllo. Questo
risultato € in accordo con i dati relativi all'espsione genica dello stesso enzima (Fig.5.31).
L’espressione di due enzimi, la proteina di Rieskia Subunita A della Succinato Deidrogenasi
(SDHA), appartenenti rispettivamente al Compledbe lll, aumenta moderatamente nei muscoli
denervati. La figura 5.32 tuttavia, mostra soldeggero incremento dell’espressione proteica della
subunita beta della v ATP-sintasi e della proteina NDFUA9 (NADH Deidrogesi (ubichinone)

lalpha del subcomplesso 9), che fa parte del ca@sple nei muscoli denervati.
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E stata valutata I'espressione proteica della @liha D, indice della massa mitocondriale, che

risulta sostanzialmente diminuita a tre mesi dddlaervazione.

Ctrls 3 months 15 days 3 months M  (kDa)
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Fig. 5.32 Analisi dell'espressione proteica degizieni OXPHOS nei muscoli TA controllo (Ctrls), sdimati a 15
giorni (15 days) e 3 mesi (3 months) dalla denéorez M. marker di peso molecolare. SDHA (70 kOjal,F, ATP-
asi (52 kDa), COXI (57 kDa, peso molecolare appardb kDa), NDFUA9 (39 kDa), proteina di Rieske (@2a, peso
molecolare apparente 30 kDa) e Ciclofillina D (T3alk.

Valutazione dell’attivita della Citrato Sintasi

L’attivita della Citrato Sintasi, considerato comneice della massa mitocondriale, & stata valutata
misurando la velocita di rilascio del coenzima A sei muscoli denervati che nei controlli.

| dati riportati in figura 5.33 mostrano una dimamone significativa dell’attivita della citrato sasi
(15%; p<0.05) a 15 giorni dalla denervazione rigpat controlli. Questo calo diventa ancora piu
pronunciato (-34%; p<0.01) nei muscoli TA dei ratticrificati dopo 3 mesi dalla denervazione. |
dati relativi all’attivita della citrato sintasi ttavia non sono in accordo con i valori relativi
all’espressione genica che risulta aumentata adrbiglalla denervazione per poi tornare ai valori
basali del controllo a 3 mesi.
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Fig. 5.33: Attivita della Citrato Sintasi nel muszdr'A dei ratti sacrificati a 15 giorni (colonnargghe) e a 3 mesi
(colonna nera) dalla denervazione rispetto ai ofint(colonna bianca). Lattivita dell’enzima & esgsa come
nmol/mim /mg di proteina). | simboli “stella biarica “stella nera” indicano la significativita caleta con il test

Anova (p<0.05 e p<0.01 rispettivamente) rispettoaaitrollo.
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Capitolo 6

Discussione

Il muscolo scheletrico in condizioni normali € wesduto stabile con un basso turnover di cellule
(Chargé et al., 2004). Tuttavia in seguito a stingsiterni, esercizio fisico o denervazione, |l
muscolo e sottoposto ad una serie di cambiamentfologici, biochimici e funzionali, che gli
permettono di adattarsi alla nuova situazione (Flkical., 2003) attraverso un’intensa variazione
dell’espressione di molti geni coinvolti in questmmplicato processo, per molti aspetti ancora poco
chiaro.

Il presente studio, infatti, nasce dall’esigenzavaler comprendere i meccanismi molecolari alla
base dell'adattamento muscolare in due situaziatalhente opposte, esercizio fisico e
denervazione. A tale scopo si € ricorso ad un nmdaiimale che, rispetto al modello umano,
consente approcci sperimentali diretti. Un gruppmatti adulti maschi Sprague-Dowley, sono stati
allenati per 14 settimane seguendo un protocollalldnamento che prevedeva una corsa su un
nastro trasportatore (un‘ora, tre volte a settimésgo VQ may; questo tipo di esercizio rappresenta
un allenamento moderato di tipo aerobico (Wislofale2001). Un altro gruppo € stato sottoposto a
denervazione chirurgica e sono stati sacrificagrapi differenti dalla denervazione (15 giorni, tre
mesi 0 nove mesi). Abbiamo valutato in entrambasicalcuni dei meccanismi che si sa dalla
letteratura essere implicati nei processi di adata#o del muscolo scheletrico in seguito a
stimolazione esterna. L'esercizio fisico e la deaeione rappresentano due condizioni
completamente opposte; infatti mentre il primo aodlattivazione delle vie di segnalazione
relative all'ipertrofia, la denervazione invece\ati meccanismi che portano ad atrofia. Entrambi i
processi dipendono da sottili regolazione dellaAKEMTOR (Sandri 2008).

Indubbiamente l'esercizio fisico produce effettinbéci a livello del miocardio, probabilmente
agendo come fattore precondizionante in grado atieggere il cuore da eventi dannosi (Powers S
K et al. 2008). A livello muscolare I'esercizio iie comporta una serie di cambiamenti e
adattamenti che portano a profonde modifiche delotipo, frutto dell’intensa variazione
dell’espressione di diversi geni. Tuttavia questmbiamenti della struttura muscolare dipendono
dal tipo di esercizio, dall'intensita, dalla durata

Nel nostro caso, I'esercizio fisico aerobico motedetermina un aumento della massa muscolare
e un diminuzione del peso corporeo; come mostrafia tabella 5.1, la massa sia dellEDL che del
Soleo relativa al peso corporeo, aumenta negli animlenati rispetto ai controlli; tuttavia

l'ipertrofia muscolare non & associata ad iper&rafardiaca, infatti, non si evidenziano differenze

97



significative tra controlli e allenati nel rapporfeso del cuore-peso corporeo. L'aumento della
massa muscolare trova supporto a livello molecatatincremento, sia nel Soleo che nelllEDL,
del gene della ciclina G, una proteina coinvolta meeccanismi di proliferazione cellulare.
L'aumento di espressione della ciclina G suggerisdatti che lipertrofia muscolare sia da
collegarsi alla proliferazione delle cellule satellstimolata dall'esercizio fisico, cui segue la
fusione di nuovi nuclei con le miofibre esistentidstri dati inoltre mostrano un aumento dei fattor
di trascrizione muscolo-specifici MRFs quali MyoDMRF4. Questi fattori di trascrizione sono
espressi a livello embrionale e sono di fondamentahportanza nellinduzione e nel
differenziamento della linea miogenica (Rudnickiadt, 1993); nella vita post-natale vengono
negativamente regolati principalmente dall’attiviéettrica del muscolo (Adams et al., 1995;
Buonanno et al., 1992; Eftimie et al., 1991). Twitaguesti fattori possono essere riespressi anche
nell'adulto in seguito a determinati stimoli e imdila formazione di nuove fibre muscolari o il
riparo di fibre gia esistenti, promovendo il di#eziamento delle cellule satelliti. Inoltre e stato
visto che nel caso dell'esercizio fisico possonotebuire nella transizione verso un fenotipo slow
delle fibre (Fluck et al., 2003). Ci sembra cheiteento di espressione delle MRFs da noi osservato
sia da collegarsi logicamente con l'aumento diesspone della ciclina G e con l'aumento della
massa muscolare, suggerendo quindi che l'adattardehtessuto muscolare all'esercizio moderato
ed aerobico determini anche fenomeni di stimolazidel ciclo cellulare e di differenziamento delle
cellule satelliti, un aspetto relativamente traatwin letteratura.

L’esercizio fisico induce nel muscolo scheletricwlae dei cambiamenti metabolici (Wu H et al.,
2003); in particolare, I'esercizio moderato aeroletermina una transizione dei muscoli verso un
fenotipo maggiormente lento/ossidativo, che coreskb di resistere maggiormente alla fatica.

Ad esempio, si € visto che un’intensa attivitd caftite stimola I'aumento del trasporto del
glucosio(MacLean PS et al., 2002),; in accordo @ndati, dimostriamo qui che, in seguito ad
esercizio fisico moderato, si ha un aumento diesspone di Glut-4, il principale trasportatore del
glucosio, sia nel Soleo che nellEDL. Tali dati distrano che entrambe le tipologie muscolari
vengono potenziate in seguito all'allenamento.

D'altro canto, abbiamo visto che alcuni cambiamelavuti all'esercizio aerobico moderato si
riflettono esclusivamente sull’EDL, un muscolo aabelismo prevalentemente rapido/glicolitico,
mentre non sembrano interessare il Soleo, che agaigde caratteristiche fenotipiche di muscolo
lento/glicolitico.

Cio vale, ad esempio, per la stimolazione dellssibtesi mitocondriale; i dati della letteratura
indicano che lI'aumento delle capacita ossidatigella biosintesi mitocondriale, dipende da PGC1-

alpha, che, a sua volta, regola lI'espressione diorf di trascrizione NFR-1 e NFR-2, che
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promuovono la trascrizione di geni codificanti peoteine mitocondriali (Hood D et al., 2006,) e
Tfam, che direttamente stimola la replicazione &dacrizione del DNA mitocondriale. In effetti, i
nostri dati mostrano che I'esercizio fisico modenaiduce un aumento di PGC1-alpha nellEDL dei
ratti allenati rispetto al controllo.

Inoltre, la transizione verso un metabolismo maggente ossidativo richiede anche un aumento
della rete capillare. | fattori coinvolti sono safiutto VEGF e il suo principale recettore, KDR, a
loro volta controllati da HIF-1. A sua volta, HIFgbtrebbe essere indotto da episodi localizzati e
transitori di ipossia (Koulmann N et al., 2006) t&h modo, attraverso la formazione di nuovi vasi e
capillari si migliora il trasporto di ossigeno e taigoliti e si ha quindi I'aumento delle capacita
ossidative del muscolo. In effetti, i nostri datipstrano un aumento dell’espressione di entrambi i
geni della neoangiogenesi nel muscolo EDL, men&leSoleo non si evidenziano differenze di
espressione.

L’esercizio fisico e stato associato ad un aumelgita produzione di ROS dovuto al maggior
consumo di ossigeno (Davies et al., 1982), ma talymione dei ROS é controbilanciata dalla
presenza a livello cellulare di enzimi antiossidasite neutralizzano le specie ossidanti. Uno
squilibrio tra la produzione di ROS e le difesei@gidanti determina una condizione che prende il
nome di stress ossidativo. L'eccesso di ROS determina serie di modificazione dannose per
DNA, proteine e lipidi. Ci siamo quindi posti ilgslema se I'esercizio fisico moderato determina, a
livello del muscolo scheletrico, un vero e propteess ossidativo. linfatti, abbiamo osservato che,
a livello sistemico, i nostri animali presentanewgte quantita di MDA nel sangue (Marini et al.,
2007); inoltre,sia nel Soleo che nellEDL dei radienati si puo osservare un aumento della
perossidazione dei lipidi a carico delle membraekréticolo sarcoplasmatico. Tuttavia, il Soleo,
probabilmente per la maggior esposizione basal®@§E, collegata al maggior contenuto di
mitocondri, sembra gia predisposto ad una maggspessione delle difese antiossidanti, tanto
che il livello basale di MDA é risultato minore rigbleo rispetto allEDL.

Una maggior perossidazione lipidica a livello deticolo sarcoplasmetico potrebbe alterare la
funzionalita dei canali del calcio e, in partic@éaBun at al., (2001) dimostrarono che il canalede
rianodina & sensibile allo stato di ossidaziones pho alterarne la sua attivita e influenzare la
contrazione muscolare. Numerosi studi sono gia&adotti per valutare eventuali variazioni della
funzionalita delle proteine di trasporto del calsicseguito ad esercizio fisico, ma spesso tatlistu
riguardavano allenamenti intensi ed esaustivi {imaa et al., 2003). | nostri dati indicano che i
ROS non vanno a intaccare la funzionalita dei ¢adal sarcolemma e del SR; anzi, tali
trasportatori risultano maggiormente attivi in antbi i muscoli sottoposti ad esercizio fisico,hkc

e indice della loro maggiore attivita contratti@ome mostrato nelle figure 5.26 e 5.27, si ha un
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aumento della G&Mg**-ATPasi, una pompa in grado di regolare I'omeostisicalcio sia nel
Soleo e nellEDL dei ratti allenati rispetto al ¢milo e, per quanto riguarda I'EDL, dell’attivitéel
recettore della RyR1. Possiamo quindi dedurre caemlento dei ROS dovuto allaumento
dell'attivita metabolica di tipo ossidativo, purteleninando perossidazione lipidica, non sembra
avere conseguenze funzionali sulle membrane debletsarcopasmatico, che svolgono un ruolo
fondamentale non solo nel meccanismo dell'accopgiémn eccitazione-contrazione (ECC), ma
anche nel controllo del livello del calcio citoplaatico e, quindi, dell'integrita cellulare stessa.

E noto inoltre che l'esercizio fisico promuove pesssione genica degli enzimi antiossidanti
(Powers Sk et al., 2010). Infatti in uno studio @oito da Brooks et al., (2008) e stato osservago ch
I'attivita fisica porta ad un aumento dell'attiviiella SOD totale e della SOD-2, mentre l'attivita
della SOD-1 e della Catalasi rimangono invariateletteratura esistono molti lavori che riportano
un aumento delle capacita ossidanti ma, come detjorecedenza, gli adattamenti molecolari
indotti dall’'esercizio variano in base al tipo dieecizio, alla durata, e all’intensita.

| nostri dati mostrano un debole aumento, in segad esercizio fisico,dell’espressione degli
enzimi antiossidanti, soprattutto a carico del’E@he, come abbiamo notato, € meno esposto ai
ROS in condizioni basali e quindi deve contrastaoe, un potenziamento delle difese antiossidanti,
gli adattamenti che lo portano ad una tipologia gnagnente ossidativa. In particolare, si ha un
incremento dei livelli di mRNA della catalasi e @GiPx-1 rispetto ai controlli. Non si riscontra
nessuna variazione di espressione genica per glmerche fanno parte della famiglia delle
superossido dismutasi, sebbene un leggero aumeltattdsita della SOD-1 sia stato osservato nei
muscoli EDL allenati rispetto ai controlli. Tuttigeni che codificano per gli enzimi antiossidanti
presi in esame non mostrano differenze signifieatiel Soleo eccetto per la catalasi che risulta
diminuire nei muscoli allenati (Fig.5.27 e 5.28u€3ti dati sembrano in contrasto, comunque, con
la constatazione di un aumento della perossidadipidica, che abbiamo osservato sia a livello
sistemico sia a livello dei singoli muscoli, madgsea tener conto che i nostri studi sono stati
condotti su muscoli prelevati 48 h dopo l'ultimteamento; si potrebbero quindi interpretare tali
dati come risultato di adattamenti che hanno luogonaniera transitoria, in presenza di una
produzione “acuta” di ROS e che vengono rapidameboten-regolati, mentre la perossidazione
lipidica e indice di un danno pregresso e i lipigbdificati richiedono un certo tempo per la loro
eliminazione.

A dimostrazione che comunque l'esercizio fisico aratb determina, in particolare nellEDL, una
risposta di tipo “difensivo”, vi sono i dati relatiall'espressione di due chemochine, Ccl21lb e

Scya3, coinvolte nei processi di inflammazioneuwatie e di un gene coinvolto nel riparo, Xrccl. |
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nostri dati mostrano un aumento di entrambe le clobime e di Xrccl nel muscolo EDL dei ratti
allenati rispetto al controllo.

Inoltre, & stato dimostrato che il muscolo schieletrsi adatta ad eventi che causano stress
aumentando I'espressione delle proteine Heat Shaook, famiglia di proteine citoprotettive
altamente conservate coinvolte nel folding delletgine neoformate o mal ripiegate. E stato
dimostrato che I'esercizio fisico acuto o di remmta porta ad un aumento delle proteine HSP-70,
HSP-27 e HSP-60. Mentre I'espressione genica dstqueroteine aumenta durante I'esercizio o
immediatamente dopo, ma € transitoria, la proteirmal stabile e puo essere visualizzata tramite
WB (Morton et al.,2009). | nostri dati, in accordon quelli presenti in letteratura, mostrano un
aumento della proteina HSP-70 sia nel soleo ché&Edl. Tuttavia va sottolineato che I'aumento
piu pronunciato si ha nell'EDL, in quanto I'isofaarmducibile risulta gia maggiormente espressa a
livello basale nel Soleo che nellEDL (Tarriconeaét 2008).

Sebbene i ROS da sempre siano stati associatisakbss ossidativo, ci diverse evidenze che
indicano che essi agiscono anche come molecoleakegn grado di regolare i normali processi
cellulari. In questa ottica si pensa che i ROS pttbdéh seguito ad esercizio fisico possano giocare
un ruolo chiave nei meccanismi di adattamento desaolo scheletrico, attivando diverse vie di
segnalazione (Brooks et al., 2008), come per esenRGCl-alpha, che stimola la biogenesi
mitocondriale e la sintesi degli enzimi antiossactintribuendo alla transizione verso un fenotipo
lento (Irrcher et al., 2009).

In conclusione, i nostri dati suggeriscono chenttanto di produzione dei ROS associato
all'esercizio fisico moderato sia un fattore chedntribuisce all'instaurarsi di quelle modificaai

di espressione genica che portano ad un fenotipggiiemente lento/ossidativo; 2) allo stesso
tempo, portando ad un aumento delle difese cellulan solo non si riflette in un vero e proprio
stress, ma anzi possa contribuire alla protezi@neaonfronti di stimoli piu intensi e potenzialment

piu dannosi che il tessuto muscolare potrebbe inamin seguito ad attivita piu intense.

La perdita di innervazione (denervazione) portaeaevad un declino della massa muscolare e della
forza, dovuto ad atrofia e ad un decremento dellilonille. In particolare, Carlson B, nel 2002
dimostro che la perdita della funzione é antecedalté perdita della struttura.

Queste evidenze trovano conferma nei nostri dafitti, gli esperimenti di istochimica mostrano
una diminuzione del diametro delle fibre gia dofoglorni mesi dalla denervazione, che tuttavia
diventa costante con il trascorrere dei mesi didlzervazione.

Inoltre, in seguito a denervazione a lungo termsn@ssiste ad una progressiva trasformazione del

muscolo, che va incontro ad atrofia e che poi éitads da tessuto connettivo e, piu tardi, da
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tessuto adiposo. La colorazione con mATPase met&videnza che, in seguito a denervazione a
medio termine, si ha un aumento delle fibre di tigeido e un decremento delle fibre di tipo lento.
Nonostante questo quadro piuttosto drammaticasssste ad un processo di rigenerazione (Borisov
et al., 2001), che vede l'attivazione delle cellgkgellit. Come e possibile osservare nei nostri
esperimenti di immunofluorescenza, alcune miofithed tibiale anteriore di ratti sacrificati nove
mesi dopo la denervazione sono positive all'isorembrionale della MyCH (Fig 5.16 D), a
dimostrazione del fatto che nei muscoli denervatias la riattivazione di quei geni tipici della
miogenesi embrionale che concorrono alla formazadineiove miofibre. Questo dato € supportato
anche dallaumento dell’espressione genica defbisna embrionale della catena pesante della
miosina, Myh3 sia a tre mesi che a 9 mesi dalleed@zione. L'aumento di Myh3 in seguito a
denervazione, descritto per la prima volta da Sthaet al., (1988), oltre ad essere indice della
rigenerazione muscolare, rappresenta una reazlatenao muscolare, come dimostra il fatto che
Myh-3 €& espresso nei pazienti affetti da distrofiascolare (Muller-Felber et al., 1993), e nei topi
in seguito ad ischemia (Paoni et al., 2002).

Inoltre & stata analizzata I'espressione genicaMieFs, MyoD, Miogenina e MRF4. Variazioni
dell’'espressione genica dei MRFs in seguito a dexxésne sono state precedentemente descritte
(Dedkov et al., 2001, Buonanno A et al., 1992, rafti et al 1992), sebbene alcuni risultati
differiscano da i nostri. Weis et al., (2000) rif@oro un aumento dell’espressione proteica di MRF4
solo nelle prime fasi della denervazione, mentramsl et al. (1995) osservarono un aumento di
MRF4 e miogenina dopo 10 giorni dalla denervaziares tuttavia tornava ai valori basali dopo
due mesi dall'intervento chirurgico. | nostri datiostrano che MyoD, miogenina e MRF4 sono
espressi ad alti livelli nei ratti sacrificati 3 si@® 9 mesi dopo la denervazione, sebbene ci sia un
tendenza ad un graduale ritorno verso i valorisalba 9 mesi. Quindi la denervazione porta da un
lato all'istaurasi di una condizione di atrofiall@dtro lato attiva le vie principali della miogesi

nel tentativo di rigenerare e riparare le fibrertegyiate.

L’inattivita associata alla denervazione porta aduma minore richiesta di ossigeno, un minore
consumo d ATP e un minore trasporto del glucosistda valutata I'espressione di AMK che &
coinvolta nell’attivita delle cellule muscolari eella regolazione di GLU-4; entrambe risultano
diminuire a medio e a lungo termine dalla deneei

AMP-K & una chinasi indotta dal calo del’ATP, gm0 verificarsi in seguito ad esercizio fisico o
ad insufficiente apporto di energia. A sua voltattivazione dellAMP-K induce la sintesi, tra
I'altro, di GLUT-4, il principale trasportatore dgnembrana del glucosio, controllato dall'insulina.
L’espressione di GLUT-4 aumenta con I'esercizicctise diminuisce nel muscolo denervato (Block
et al.,1991). Sebbene siano stati identificati peimotore di GLUT-4 (Tsunoda et al., 2000)
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elementi di risposta alla denervazione e all’egavcfisico, molto resta da chiarire per quanto
riguarda la sua regolazione; i nostri dati, com@mqgmettono in risalto la correlazione tra
I'espressione di AMPK e GLUT-4; entrambe infatbisgono un calo in seguito a denervazione.

In accordo con quanto riportato da Wagatsuma g{2405), abbiamo osservato che I'espressione
genica di VEGF e KDR diminuisce sia a tre mesi amve mesi dalla denervazione; tale calo puo
essere correlato ad una minore necessita dell’gppoossigeno nel muscolo inattivo in seguito a
denervazione.

La denervazione non e solo accompagnata da urdedéorichieste energetiche; infatti in seguito a
denervazione si attivano processi che portano adtanso rimodellamento del muscolo scheletrico
accompagnato alla degradazione delle proteine \amuitina-proteosoma, che contribuisce
all’avanzamento dell’atrofia.

Le Matrice Metalloproteinasi sono una piccola famigdi enzimi proteolitici Zn-dipendenti
coinvolti nel mantenimento e rimodellamento dellatrice extracellulare con una specifica
localizzazione all'interno del tessuto. MMP-2 e MMpsono localizzati a livello delle giunzioni
neuromuscolari e la loro espressione aumenta duraptocesso di rigenerazione e degenerazione
degli assoni (Carmeli et al., 2004). Nel nostral&tui livelli del’lRNA che codifica per la MMP-2
sono piu alti rispetto al controllo nei muscoli derati a medio termine, il che suggerisce che dopo
tre mesi dalla denervazione € in atto nel muscolotenso processo di rimodellamento tissutale al
quale partecipano altre proteine con attivita miitiea (Duguez et al., 2003). Infatti gli enzimBE
ubiquitana ligasi aumentano nelle prime fasi delémervazione. Tra questi enzimi quello che
maggiormente viene espresso € NEDD-4 a tre meksi dehervazione (Bat et al., 2006). | nostri
risultati confermano I'aumentata espressione arntesi ed estendono lo studio fino a tempi piu
lunghi (9 mesi), dove Nedd-4 rimane invariato.

E stato dimostrato che la denervazione associatdrafia, porta un incremento dei ROS (Muller et
al.,2007). Il nostro modello sperimentale confettala dato e ne valuta la variazione nel tempo;
infatti abbiamo riscontrato un aumento della prooiieg di ROS a 15 giorni dalla denervazione, con
un notevole incremento a tre mesi. Inoltre abbiamdficato che I'eccesso di produzione di ROS
porta ad una progressiva alterazione dell'integiiéie membrane: in effetti, abbiamo riscontrato
aumento della perosidazione lipidica sia a livel@® sarcolemma che delle membrane del reticolo
sarcoplasmatico. Inoltre abbiamo dimostrato cheseiguito a stress ossidativo, si ha un forte calo
dell'attivita dei canali e delle pompe legati aifieostasi del calcio (Fig. 5.22), in accordo con
guanto suggerito da Sun et al. (2001). Il fatto iapeni coinvolti nel’omeostasi del calcio apparan
maggiormente espressi sia a 15 giorni che a trei miaa denervazione, potrebbe essere

considerato come una reazione compensatoria dliaione e allassenza dell’attivita muscolare e
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puo essere correlato ai meccanismi che portanauafiénto della processi di rigenerazione delle
miofibre (Squecco et al., 2009).

L’'analisi dell'espressione genica degli enzimi assidanti (SOD-1, SOD-2, Catalase, Gstm-1,
Gpx-1 e Gpx-4) e citoprotettivi (Hsp-70 e Hsp-279pstma un aumento significativo dei livelli di
MmRNA a 15 giorni dalla denervazione. Questi dathcsaconfermati anche dallaumentata
espressione proteica e dell'attivitd enzimaticaalduni di questi enzimi (Fig. 5.27 e 5.28).
L’attivazione dei sistemi antiossidanti fa si ctadlen prime fasi della denervazione I'aumento dei
ROS sia moderato; tuttavia a tre mesi dalla dezéaa I'abilitd delle cellule muscolari nel
fronteggiare 'aumento dello stress ossidativolt@&sgompromessa, con conseguente aumento dei
ROS e una piu debole risposta citoprotettiva; sebhma certa attivita antiossidante sia mantenuta
anche tre mesi dalla denervazione, tuttavia nomo®abilmente sufficiente a controbilanciare i
ROS, che aumentano con I'aumentare del tempo dafiarvazione (Fig 5.6 A e B).

Come si e visto per I'esercizio fisico, 'aumen& BOS induce la trascrizione di PGC-1 alpha, che
e coinvolto nella biogenesi e nella sintesi deglzimi ossidativi. L’espressione genica di PGC1-
alpha appare aumentata a 15 giorni della denemezanche i livelli di mRNA della Citato Sintasi

e di COXI sono maggiormente espressi in seguiterexvazione.

Diversi sono i siti di produzione dei ROS a livetiellulare (Powers SK. 2010). | ROS possono
essere generati dall'attivita di enzimi citoplasiciad di membrana come la Xantina Ossidasi e la
NADPH Ossidasi | (NOX-1). | nostri dati escludona partecipazione di questi enzimi nella
formazione dei ROS. Infatti la Xantina Deidrogenasin enzima citosolico che in presenza di un
ambiente ossidante e dei suoi substrati (xantinpogantina) pud essere convertita a Xantina
Ossidasi e catalizzare reazioni che portano aduameato di ROS. | nostri mostrano un aumento
dell’'epressione della Xdh in seguito a denervazidattavia dati ottenuti in collaborazione con il
gruppo del Prof Lenaz, escludono un aumento neicatiuslenervati di xantina e ipoxantina,
suggerendo che la produzione di ROS non sia daliasivita di questo enzima.

Anche il contributo della NOX-1, un enzima che tata la reazione di ossidazione dell’'ossigeno
producendo anione superossido, appare improbalaite,che i livelli di espressione del suo mRNA
risultano diminuire in seguito a denervazione.

Sebbene altre fonti di ROS non possano esseresescldati riportati in figura 5.32 suggeriscono
che la produzione di ROS sia dovuta ad uno sqiolidbell’espressione di differenti complessi della
catena mitocondriale. Infatti tutti gli enzimi prae esame appaiono maggiormente espressi nel
muscolo denervato sia a livello trascrizionale ehdivello tradizionale; tuttavia, confrontando

I'espressione proteica della COXI con il completsola ATP sintasi, quest’'ultimi appaiono solo
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debolmente aumentati, probabilmente come risult#itauna maggiore suscettibilita al danno
ossidativo (Guerrieri et al.,1999; Fato et al.,200

Questo squilibrio favorirebbe la produzione di RQ®naz 2001; Jezek et al., 2005). Infatti il
complesso | € considerato una delle principaliifdnROS se i meccanismi di trasferimento degli
elettroni dal NADH all’ubichinone risultano dannégii (Fato et al., 2009). Inoltre il complesso |,
essendo esso stesso particolarmente sensibilenab gaovocato dei ROS, porta ad una maggiore
produzione dei ROS dovuta ad una sorta di circa@mso che si viene a stabilire (Paradies et al.,
2004), che coinvolge anche PGC1 alpha, in quardserelo regolato positivamente dai ROS,
potrebbe portare ad un aumento della sintesi ghetdéeine mitocondriali e quindi a un ulteriore
squilibrio degli enzimi coinvolti nella catena ra@gporia.

In un recente studio (Bhattacharya et al., 2009}a¢o dimostrato che la denervazione a breve
termine porta ad un aumento degli idroperossidiidegmdi grassi dovuto probabilmente ad una
aumento dell’attivazione della fosfolipasi A2, calesata come una probabile fonte si ROS. Si
tratta di un enzima citosolico calcio-dipendentsoagato alla membrana e che causa il rilascio degli
idroperossidi degli acidi grassi. L'analisi delf@essione genica della cPlostra un aumento dei
sui livelli di mRNA sia a 15 giorni che a tre melsilla denervazione. La sua funzione dipende dalla
presenza del calcio; i nostri dati indicano un dmgiamento delle pompe dei canali del calcio con
conseguente aumento la concentrazione di calooplagmatico; infatti uno studio indipendente
mostra un aumento di circa 150 volte della coneemine citosolica di calcio in seguito a
denervazione (Squecco et al., 2009). Quindi la Weaene porta allistaurarsi di tutte le
condizioni adatte per I attivazione della cPLA2hcmonseguente aumento dei lipidi idroperossidi.
Queste molecole sono eliminate dallenzima GPX-8pfio et al., 2009). | nostri mostrano un
aumento dell’espressione genica di GPX-4 in sequitlenervazione supportando l'idea si un suo
coinvolgimento nella detossificazione dei lipidiagerossidi.

| nostri dati quindi suggeriscono che I'aumentdaleroduzione di ROS, dovuto ad uno squilibrio
degli enzimi della catena respiratoria, puo portdfaumento della perossidazione dei lipidi della
membrana mitocondriale; in un ambiente ricco dticalaumento della Cpla2 porta ad un rilascio di
guesti idroperossidi i cui effetti negativi poss@ssere controbilanciati dall’azione della GPX-4.
Tutto quindi porta alla conclusione che i ROS saalgun ruolo importante nel determinare i danni

morfologici e funzionali del muscolo scheletricsasiati alla denervazione.
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Conclusioni

La letteratura riporta numerosi dati relativi all@asformazioni che il muscolo scheletrico subiste i
seguito a esercizio fisico o0 a denervazione.

E stato dimostrato che sia I'esercizio fisico chelénervazione inducono numerosi cambiamenti e
adattamenti strutturali che portano ad un esitalértiotalmente opposto: nel primo caso si viene ad
instaurare un condizione di ipertrofia, mentresegondo caso una condizione di atrofia.

La corsa su nastro trasportatore, cui sono stajegtti i ratti, si configura come allenamento
aerobico di resistenza; la letteratura riportaioht@li condizioni si determina una transiziondlele
fibore muscolari verso un fenotipo lento, implemeta le caratteristiche ossidative e, di
conseguenza, la resistenza alla fatica del musstelsso. | nostri risultati, oltre a confermare tali
dati presenti in letteratura, evidenziano l'indagali processi di ipertrofia che non erano stati in
precedenza associati all'esercizio moderato aeyobic

In seguito a denervazione invece, é stata destaittafia, con perdita della massa e della fungion
muscolare; inoltre, é stata vista una transiziona &notipo muscolare di tipo rapido, con calo del
livello del metabolismo e della vascolarizzazioalehiamo confermato in effetti la diminuzione nel
diametro delle miofibre, la pressoché totale scas®alelle fibre di tipo lento, la diminuizione
dell'espressione di AMP-K, di GLUT4 e di VEGF e KDR letteratura era stata gia descritta la
compresenza di fenomeni di degenerazione e di eéigeione; noi abbiamo osservato come tali
meccanismi di rigenerazione (ad esempio l'espnessii geni embrionali), peraltro abortivi,
continuino a tempi molto dilazionati rispetto al mento della denervazione. Cio e particolarmente
importante perché, fino al momento in cui la ca@adi rigenerazione permane, sono possibili
interventi clinici (fisioterapia, stimolazione digta), che possono migliorare la qualita dellavit
del paziente.

Parte di questo elaborato e dedicato allo studiocdmvolgimento dei ROS sia nel muscolo
scheletrico sottoposto ad esercizio fisico, siajuello sottoposto a denervazione. In entrambe le
condizioni e stato dimostrato un aumento della prazhe di ROS. Si sa che i ROS possono
determinare I'istaurarsi di stress ossidativo, im& @ concentrazioni piu basse, possono agire come
molecole segnale.

| nostri dati suggeriscono che nell’esercizio fismoderato I'aumento dei ROS agisce sicuramente
come segnale coinvolto nel rimodellamento fenotipimentre non vi sono dati inconfutabili
riguardanti linstaurarsi di un vero e proprio ssreossidativo; infatti, vi sono prove di

perossidazione lipidica, che perdo non sono accongiagda danni funzonali. L'aumento di

106



espressione di diverse proteine citoprotettive ligd&P e XRCC1, suggerisce che lI'aumento dei
ROS va comunque ad aumentare le capacita antiosgsiel muscolo scheletrico allenato.

Per quanto riguarda la denervazione, possiamo udei che la produzione di ROS sembra essere
coinvolta nei meccanismi che inducono atrofia, uamfo, principalmente con la stimolazione di
PGC1-alpha, determina uno squilibrio nell’'espressiali alcuni enzimi coinvolti nella catena
respiratoria. L'eccesso di produzione dei ROS detex, inoltre, un vero e proprio stress ossidativo,
determinando danni alle membrane e, quindi ai canal trasportatori del calcio; a sua volta, la
perdita del controllo della concentrazione citaswlilel calcio é foriera di danno cellulare.

Questo dato suggerisce l'utilita di una terapigasidante in tutte quelle patologie e condizidme c

portano a danni del sistema di connessione nensz:oho
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