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INTRODUCAO

Estratégias visando melhorar a geracao de for¢a e resisténcia a fadiga do musculo esquelético sdo importantes para
individuos que apresentam disfun¢do do musculo (como no envelhecimento, doengas metabdlicas e distrofias), assim como
para atletas que buscam a melhora do desempenho.

Com isso, a SERCA, que é uma proteina integral de membrana que catalisa o transporte de Ca2+ do citosol para o limen do
reticulo sarcoplasmatico as custas de ATP, torna-se objeto de pesquisa. A SERCA é essencial para manutencéo de baixos
niveis de Ca2+ livre no citosol no repouso e para o relaxamento do misculo esquelético. Durante o desenvolvimento da
fadiga, a atividade da SERCA pode estar inibida devido ao acumulo de metabdlitos como a diminuigdo do pH intracelularl. A
inibicdo da atividade da SERCA durante o desenvolvimento da fadiga resulta em uma diminuicdo da taxa de relaxamento do
musculo e acumulo de Ca2+ no citosol1,2. Isso pode contribuir para a diminuicdo da capacidade do musculo gerar forca
durante um periodo de estimula¢des repetitivas que induz a fadiga e, também, reduz a capacidade do musculo gerar forca
durante a recuperacéo apos a fadiga2—4. Recentemente uma nova molécula que ativa de maneira especifica a ATPase de
Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) foi identificada®. Esta molécula vem apresentando alto potencial de uso
farmacolégico para o tratamento de doengas crénicas como distrofias e doengas metabolicas®-°. Notavelmente, diferentes
estudos vem mostrando que: 1) o acumulo de metabdlitos durante a atividade contréatil do musculo esquelético pode inibir a
SERCA durante o desenvolvimento da fadiga?; 2) animais transgénicos em que a atividade da SERCA esta aumentada no
musculo apresentam maior capacidade de exercicio'%; 3) o ativador especifico da SERCA, CDN1163, protegeu o musculo
esquelético da perda de fungdo induzida por contracdo excéntrica e estresse oxidativo”!!; 4) o tratamento com CDN1163
aumentou o consumo de Oz em células musculares!? 5) o tratamento crénico com CDN1163 pode aumentar a geragdo de
forca e capacidade de exercicio em camundongos distréficos e aumentar a geragdo de forca em animais controle®. Porém,
ainda ndo se sabe se a ativagdo farmacoldgica da SERCA pode melhorar a fungdo do musculo saudavel durante o
desenvolvimento da fadiga.

OBJETIVOS

Definir se a ativagao farmacolégica da SERCA com o composto CDN1163, pode aumentar a resisténcia a fadiga do musculo

esquelético e melhorar a recuperagdo da geracdo de forca apos a fadiga.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS. Os objetivos especificos deste projeto séo de definir se o tratamento in vitro de feixes de células
musculares esqueléticas intactas com um ativador da SERCA: 1) altera a geracéo de forca em estimulagdo subméaxima e
méxima assim como a taxa de geragéo de forca e de relaxamento; 2) aumenta a resisténcia a fadiga e a taxa de relaxamento
das células musculares ao longo de um protocolo de estimulacéo que induz a fadiga e 30 min ap6s a fadiga.

METODOLOGIA

Feixes de fibras musculares contendo ~10-20 células intactas foram isoladas mecanicamente do musculo Flexor Digitorum
Brevis (FDB) de camundongos C57BL6J machos adultos (10-12 semanas de vida)3-15. Os feixes de fibras foram presos a
clips de aluminio que por sua vez foram conectados a um transdutor de for¢a (Aurora Scientific 403A; Aurora Canad4) e um
gancho moével em um sistema para analise de fibras isoladas (Aurora Scientific 801C; Aurora Canadd). As células foram

mantidas sob perfusdo com solu¢éo de Tyrode a 28 °C borbulhada com 95% Oz e 5% COs..

Os feixes de fibras foram estimulados em diferentes frequéncias com 1 min de intervalo entre cada contragdo (e.g. 10, 20, 30,
40, 50 70, 100, 120 Hz; utilizando trens de 350 ms; curva forga-frequéncia). Esse protocolo permite a andlise da fungdo
contrétil em estimulagdes submaximas e maximas. Apds 10 min de repouso alguns feixes de fibras musculares intactas foram
incubados com o ativador da SERCA (CDN1163; 100 uM; Sigma, St. Louis MO, USA) por 15 min*! (fibras tratadas com
CDN1163), enquanto outro grupo de fibras foram incubadas com veiculo (DMSO; feixe de fibras controle). Os feixes de fibras
foram submetidos novamente ao mesmo protocolo de estimulagdo descrito acima (curva forga-frequéncia-2) para determinar
possiveis efeitos do ativador da SERCA na funcao contréatil do musculo. Em seguida os feixes de fibras foram submetidos a
um protocolo de estimulagdo que induz a fadiga. O protocolo de fadiga consistiu em estimulagdes repetidas (70 Hz) até que
fosse observada uma diminuicéo do pico de forgca gerada para 50% da for¢ca da primeira contragdo. Apds 30 min de repouso,
os feixes foram estimulados a 30, 50 e 100 Hz para se determinar o grau de diminuicdo da capacidade de gerar forca durante

estimulagbes subméximas e méaximas apés a fadiga.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento com o ativador da SERCA n&o resultou em alteracGes da geracdo de forca durante contragdes submaximas e
méaximas em feixes de fibras intactas (Fig 1). Além disso, ndo foram observadas alterac¢des significativas na taxa maxima de
relaxamento das fibras apés o tratamento com CDN1163 (ndo mostrado).
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N&o foram observadas diferencas no tempo de fadiga quando um grupo de feixes de fibras controle foram comparados com
outro grupo de feixes de fibras previamente tratados com CDN1163 (239,2 + 65,1 svs 215,7£69,8s;n=5en=3
respectivamente). Fibras isoladas apresentam uma variabilidade relativamente grande na resisténcia a fadiga. Dessa forma,
seria necessario um efeito muito grande do tratamento para se observar efeitos significativos na resisténcia a fadiga de feixes

contendo um pequeno numero de células.

Durante a recuperacgéo apos a fadiga a liberagdo de Ca?* e a sensibilidade ao Ca?* estdo diminuidas no muisculo esquelético.

Como a relagéo forca-Ca?* é sigmoidal, a geracéo de for¢ca subméaxima (e.g. 30 Hz) é mais afetada nessa situagdo do que a

geracdo de forca durante estimulagées maximas (e.g. 100 Hz)'6. A forca gerada durante estimulagdo submaxima de 30 Hz,
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30 min apos a fadiga foi de 73,6 + 10,0% da forca gerada antes da fadiga nos feixes tratados com CDN1163 e 61,8 + 8,4%

nos feixes controle (fig 2). Esses valores ndo apresentaram diferencga estatistica, porém é possivel que com o aumento do

ndmero de amostras analisadas sejam observadas altera¢des nesses parametros.
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CONCLUSOES
O tratamento com o ativador da SERCA CDN1163 nao resultou em alteragfes nos parametros contrateis nos feixes de fibras

intactas em condic¢do ndo fadigada. Ainda estamos investigando os efeitos desse ativador da SERCA na fungdo contratil do

musculo durante e apés o desenvolvimento de fadiga (e.g. tempo de relaxamento das fibras durante o desenvolvimento da

fadiga e geracgédo de forca apo6s a fadiga).

OUTROS APOIOS Este projeto recebe bolsa PIBIC/SAE e esta vinculado ao projeto FAPESP# 2019/16891-8.
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