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REGULACAO DO Ca?* NO MUSCULO ESQUELETICO POR UM SEGUNDO
MENSAGEIRO DERIVADO DE NAD DURANTE E APOS UM PROTOCOLO
DE FADIGA.
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RESUMO

A estimulacdo das células musculares esqueléticas resulta no aumento da concentragdo de Ca®* livre
intracelular ([Ca®]i), que é liberado do reticulo sarcoplasmatico. O aumento do [Ca®*];, acaba por
desencadear o processo de contracdo e geracdo de forca. Ao término do estimulo, a [Ca®*]; retorna para
valores de repouso devido a acio da bomba de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico. AlteracGes na regulagéo
do [Ca?"]i podem estar associadas ao desenvolvimento da fadiga e da perda da fungdo do musculo em
condigBes patofisiologicas. Recentemente foi observado que a contragdo do musculo induz o aumento da
formacao de ADP-ribose ciclico (CADPR) um composto que pode regular o [Ca?*]i (0 cADPR é um segundo
mensageiro de Ca?* derivado do NAD"). Existem evidéncias de que o CADPR pode aumentar o [Ca*]ie a
atividade da bomba de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico. Porém, o papel do cADPR na regulagdo do [Ca?*];
durante um periodo de estimulag@es sucessivas do musculo ainda ndo é conhecido. A hipotese central deste
projeto é que o CADPR é importante para regulacdo do [Ca?*]i em células musculares esqueléticas durante
e apés um periodo de atividade contrétil. Para testar esta hipotese n6s ja conseguimos obter células
musculares intactas isoladas do musculo de camundongos. Estas células vém se mostrando viaveis e
responsivas a estimulacéo elétrica. Nds estamos carregando estas células com um marcador fluorescente de
Ca?* para realizacdo da medida da [Ca?*]i em tempo real, durante e ap6s a estimulagdo das células isoladas
(single cell), por microscopia de fluorescéncia. O proximo passo deste projeto serd tratar as células com um
antagonista de CADPR e analisar a dindmica de variagdo de [Ca?*]i durante e apds um protocolo de
estimulagdo elétrica que induz a fadiga. NOs esperamos que os resultados obtidos poderdo trazer
informagdes importantes para o entendimento de como o cADPR regula a fun¢do do musculo. O
entendimento do papel do cADPR no musculo podera ser especialmente relevante para condigdes em que
os niveis de NAD* ou de cADPR podem estar alterados, como no envelhecimento e em tratamentos
farmacoldgicos com potencial de alterar a formagédo de CADPR.

Palavras-chaves: Musculo esquelético, Calcio, NAD

1. INTRODUCAO

A prescrigdo do exercicio fisico para a prevengdo e combate de doencas cronicas, para
a melhora da qualidade de vida e promog&o da satde no envelhecimento é cada dia mais
recorrente’2. O entendimento dos mecanismos que regulam o processo de contragio do
musculo esquelético € de grande importancia para o desenvolvimento de estratégias que
melhorem a funcdo do musculo e a capacidade ou tolerancia ao exercicio. Os ions de
Ca2* possuem papel central no processo de contragdo do musculo esquelético. O aumento
concentracdo intracelular de Ca?* livre ([Ca%']i) é necessario para que ocorra a exposicao
do sitio de ligacdo da actina, o que permite que ocorra a ligacdo entre actina e miosina (as
proteinas contréteis) e consequentemente a contragio. Em condiges de repouso a [Ca?*];
é baixa. Quando o musculo é estimulado a contrair o Ca?* é liberado do reticulo
sarcoplasmatico, aumentando o [Ca?*]i. Em um protocolo de estimulacdes repetidas a



liberagdo de Ca?" do reticulo durante a estimulagdo é progressivamente diminuida, isto
resulta em uma diminuicdo na amplitude do transiente de [Ca?*]i durante a contragio

muscular, levando a uma menor geracdo de
forca e portanto no desenvolvimento de
fadiga (figura 1). Durante o desenvolvimento
da fadiga, também ocorre um acumulo do
[Ca?*]i de repouso (a [Ca?*]i no momento em
que a célula ndo esta contraindo) que ira
resultar em uma diminuicdo da taxa de
relaxamento do musculo (figura 1). O Ca®
também pode regular a resposta adaptativa ao
exercicio. Nesse sentido, vem sendo proposto
que um pequeno aumento do [Ca®']i de
repouso apos o exercicio pode funcionar
como um sinal que resulta em aumento da
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[Ca?); pico
[Ca?*];repouso (durante uma contragéo)
(pré-estimulagdo) l

[Ca®*];repouso
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e
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Figura 1- Exemplo de medida do [Ca?']; em uma fibra
muscular esquelética isolada durante um protocolo de
estimulacdo elétrica que induz a fadiga. Repare o
aumento do [Ca®]; de repouso e a diminuicdo
progressiva da amplitude do [Ca?; durante o protocolo
de fadiga. Dados obtidos no lab. do Dr Hogan
(University of California-San Diego).

capacidade oxidativa e resisténcia a fadiga do
musculo®. Ja grandes aumentos na concentracdo do [Ca®']i de repouso podem estar
associados ao “overtraining” e desenvolvimento de miopatias*°.

A nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) funciona como uma coenzima em
reagBes redox centrais para o metabolismo energético celular®’. O NAD também pode
regular a expressao de genes importantes para o metabolismo oxidativo e a funcdo de
células satélites no musculo®. Segundos mensageiros de Ca®* derivados de NAD vem
sendo mostrado regular o [Ca?*]i em diferentes tipos celulares ®°.Porém, o papel desses
segundo mensageiros de Ca?* derivados do NAD na fungdo do mdsculo esquelético ainda
nao é claro. Como os niveis de NAD™ estdo diminuidos no musculo no envelhecimento e
distrofias'!'?, enquanto que terapias visando o aumento dos niveis de NAD* vem sendo
cada vez mais estudadas, o entendimento do papel de segundo mensageiros de Ca?*
derivados de NAD pode ser importante para o entendimento de como a variagdo dos
niveis de NAD podem afetar a fungdo do musculo®.

O cADPR (adenosina difosfato-ribose ciclico) é um dos segundos mensageiros de
NAD mais conhecidos®!%4 O cADPR ativar diretamente ao canal de rianodina (RYR1),
ou se ligar a bomba de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) aumento assim sua
atividade®®. Independente da sua atuacdo € notavel que a formacio de cADPR foi
mostrada estar aumentada no musculo durante a estimulacgdo elétrica (in vitro) e ap6s o
exercicio (in vivo) sugerindo que o cADPR pode ser importante para regulacdo da
contragdo muscular’>®, Em um estudo com células musculares esqueléticas isoladas
(fibras musculares), o tratamento com um antagonista de cADPR resultou em menor
amplitude de [Ca®']i durante uma Unica contragdo tetanica submaxima e durante um
periodo de estimulagdo continua submaximo '.

Durante um protocolo de estimulac&o que induz a fadiga, o [Ca?*]i de repouso (o valor
de [Ca?*]i enquanto a fibra ndo esta contraindo) aumenta progressivamente!®® (ver
Figura 1). O aumento do [Ca?*]i de repouso pode resultar de uma diminuicio da captagio
da atividade da SERCA, o que causa uma diminui¢do da taxa de relaxamento da fibra de
até ~2.5 vezes, que ¢ caracteristico do processo de desenvolvimento de fadiga®'®. A
diminuic&o da captacio de Ca?* pela SERCA durante o desenvolvimento da fadiga pode
resultar de diminuicBes no pH intracelular’®!®. Uma das perguntas que este projeto visa
responder é se 0 aumento da formacdo de CADPR durante um periodo de estimulacdo que
induz a fadiga é importante para regular a atividade da SERCA e do [Ca?*]i durante e
apos um periodo de atividade contratil repetitiva.

A hipotese central deste projeto é que o CADPR, um segundo mensageiro de Ca?*




derivado do NAD, é importante para regulacdo do [Ca?*]i de repouso durante e apos um
periodo de estimulagdo do musculo esquelético. Esta hipotese € baseada nos seguintes
achados: 1) a formacao de CADPR aumenta em resposta a atividade contratil no musculo
esquelético™!7; 2) no musculo esquelético o cCADPR se liga e aumenta a atividade da
bomba de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico®; 3) o tratamento com antagonistas de
cADPR resultam em diminuicdo da captacdo de Ca®* no reticulo sarcoplasmatico e da
amplitude de [Ca?*]; durante a estimulagdo®>!’; 4) durante o desenvolvimento da fadiga,
aatividade da SERCA diminui resultando em aumento do [Ca2*]; de repouso e diminuicio
da taxa de relaxamento do misculo®*°,

Para testar esta hipdtese, 0 objetivo deste projeto é de definir como o tratamento de
fibras intactas isoladas de musculo esquelético de camundongos com um antagonista de
cADPR pode alterar o [Ca?*]i durante e apds um periodo de estimulagio repetitiva que
induz a fadiga.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1.Fibras isoladas

Para obtencdo de fibras isoladas o musculo flexor digitorum brevis (FDB) é dissecado
da pata traseira de camundongos C57BL/6J e digerido em meio de cultura MEM contendo
colagenase e 10% FBS. A colagenase digere o tecido conectivo permitindo a obtencédo de
células musculares esqueléticas isoladas com suas membranas intactas (fibras isoladas
intactas). Estas fibras sdo entdo aderidas em placas com fundo de vidro. Grande parte
das fibras apresentaram aspectos bons, com membranas lisas e estriagdes bem definidas.

Figura 2 - A) Mdusculo flexor digitorum brevis
(FDB) de camundongo C57BL/6J adulto; B) Fibras
isoladas do musculo FDB com colagenase, objetiva
10x, fibra inteira e 6tima para contracéo (seta azul),
célula dobrada ou com curvatura (seta vermelha),
célula hipercontraida (seta amarela); C) Fibra
isolada de musculo FDB, objetiva 40x (imagens
feitas no LabNECC; Instituto de Biologia;
Unicamp)

2.2.Estimulacéo de fibras isoladas

A placa com fundo de vidro préprio para microscopia fluorescéncia deve ser
posicionada sobre o estagio do microscopio invertido do sistema do microfluorimetro PTI
RatioMaster (Horiba Ltd; Quioto; Japdo), em conjunto com sistema de perfusdo por

Figura 3- A) Sistema de perfusdo, seringas
reguladas por gravidade ao fundo, em primeiro plano
fonte de luz, condensador do microscopio e base de
platina onde esta a placa de vidro conectada as linhas
do sistema de perfusdo e os eletrodos; B) Camara
(placa com fundo de vidro) com par de eletrodos de
estimulacéo (indicados pelas setas vermelhas), linha
de entrada da perfuséo (seta roxa) e linha de saida do
sistema de perfusdo (seta azul); C) Sistema de
perfuséo visto como um todo. Sistema de seringas
por gravidade, linha de saida do sistema de seringas
que ao final se liga a linha de perfusdo, Base de
platina do microscopio onde se encontra a placa de
fundo de vidro onde ocorre a estimulagdo pelos
eletrodos, Bomba peristéltica necessaria para retirar
a solucéo de perfusdo, Estimulador elétrico.




gravidades que elaboramos para manutencdo da qualidade das células (imagem 2). O
fluxo de ~3ml/min de Tyrode’s se mostrou ideal para a perfusdo. Para estimular as fibras
eletrodos de platina, conectados a um estimulador elétrico, devem ser posicionados a 5
mm de distancia das fibras. A principio estdvamos observamos resposta contratil apenas
quando utilizamos ~25 V. Como uso de voltagens altas resulta em eletrdlise que pode ser
prejudicial para as células, nds fizemos ajustes nos protocolos de isolamento e perfuséo
das fibras que resultaram em melhora da sua viabilidade e contratilidade. A melhora dos
procedimentos de obtencdo das fibras, permitiu a estimulacdo das fibras com voltagens
menores (~8 a 15V). Nos ainda pretendemos melhorar a estimulacéo utilizando um novo
estimulador recentemente adquirido.

2.3.Medidas de [Ca?*]; .

As medidas de Ca?* estdo sendo realizadas no Wwﬂl\wwwm

instituto de Biologia da Unicamp em um

(indo-1)

laboratério satélite do Laboratorio Nacional de
Estudos do Calcio Celular.

Razdo de fluorescéncia

Para isso as fibras sdo incubadas com o um Tempo (s
marcador fluorescente de Ca?* (INDO-1 AM),
por cerca de 30 min a 60 min. A cdmara contendo '
a fibra ja carregada com INDO-1 é posicionada
sobre 0 estdgio de um microscopio de
fluorescéncia invertido, conectado a um sistema
de fotometria que inclui um monocromador (fonte ’ Tempo (s)
de luz), filtros e um tubo fotomultiplicador (PMT)  «-
para deteccdo dos sinais de fluorescéncia
(RatioMaster, PTI Horiba). Os sinais de
fluorescéncia sdo adquiridos através do software
Felix GX (Photon Technology International,
PTI) e analisados para determinagéo da variacéo 7 s 2 25 ; 35
da concentragdo de [Ca?']i. Para realizagdo das Tempo (s)
medldas de [Ca2+]i durante a estlmulagao nés Figura 4 - Exemplo de sinal de fluorescéncia de
.. - ' uma fibra muscular esquelética isolada estimulada
otllmlzar_nos as condiges de carregamento das  com trensde A) 20 Hz: B) 50 Hz: C) 100 Hz. Como
células intactas com o marcador fluorescente de  esperado ha aumento da razéo de fluorescéncia de
INDO-1 AM. Apesar de ja estarmos conseguindo %% indicando maior [Caze]i conforme
| 5 requéncia de estimulacéo é aumentada. Ajustes na
carregar as células com o marcador de Ca<*, nés preparacdo experimental ainda sdo necessarios
também estamos otimizando este processo para diminuir o ruido e melhorar o sinal obtido.
; . . (Esta fibra demonstrou a variacdo esperada dos
através da adicdo de um detergente (pluoronic F-

h sinais de fluorescéncia do indo-1; diminuicdo da
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2.4.Incubagdo com antagonista de CADPR

Este projeto ainda esta em andamento e o tratamento das fibras isoladas com o
antagonista de cCADPR ainda sera realizado. Para isso as fibras serdo incubadas por 10
minutos com o composto antagonista de CADPR, 8-Bromo-cADPR (100 uM; Cayman
Chemical)!’. As fibras tratadas com 8-Bromo-cADPR serdo comparadas com fibras
controle que serdo mantidas incubadas somente com solugdo de Tyrode’s nas mesmas
condicGes e pelo mesmo periodo que as células tratadas com o antagonista de CADPR. A
medida da [Ca?*]i por microscopia de fluorescéncia sera realizada em tempo real durante
a realizacdo do protocolo de estimulagdo!®2!. Os valores de [Ca*]i de repouso serdo
determinados antes do protocolo de fadiga, entre cada contracdo realizada durante o




protocolo de fadiga e 5, 10, 15, 30 minutos ap6s o término da estimulagdo®?!. A taxa
de decaimento [Ca?*]i durante a fase de relaxamento de cada contrag&o sera utilizada para
estimar a atividade da SERCA?. Os valores de [Ca®']i pico durante as contracdes
tetanicas também serdo obtidos ao longo do protocolo de estimulagéo.

3. CONCLUSOES

As condigdes experimentais para testar a nossa hipétese, de que o CADPR formado
no musculo é importante para regular o [Ca?*]i no musculo durante e apds um protocolo
de estimulacdo que induz a fadiga, j& estdo praticamente todas definidas. NOs estamos
conseguindo obter células musculares esqueléticas isoladas intactas vidveis e responsivas
a estimulacdo elétrica. Além disso, estamos conseguindo carregar as células com o
marcador fluorescente de Ca* INDO-1 AM. No momento estamos retomando as
atividades no laboratdrio apds as suas interrupcées devido a pandemia do COVID-19. Os
estudos sobre os efeitos do tratamento de células musculares esqueléticas com um
antagonista de cCADPR sobre o [Ca?*]i durante e apds um periodo de atividade contratil
repetitiva irdo ajudar a definir se 0 cADPR endo6geno, € um fator importante para regular
a funcdo do muasculo durante a contragao.
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