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RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito de solugdes hipertdnicas ajustadas com os osmolitos
de ocorréncia natural “sarcosina” e “o6xido de trimetilamina” nos processos de
transmissdo neuromuscular e acoplamento excitagdo contracado (AEC) de mausculo
estriado esquelético de mamiferos. Estes osmolitos, encontrados especialmente em
animais marinhos, sujeitos a grandes variagbes de salinidade, desempenha diversos
papéis importantes, como o de proteger proteinas de condicdes desestabilizantes (altas
temperaturas, baixos niveis de pH, altas concentracdes de uréia e alta forca iénica). Os
papéis da sarcosina, entretanto, em fungdes celulares como a de acoplamento excita¢édo-
contracdo, e sua compatibilidade com mamiferos, ndo haviam sido sistematicamente
investigados. Estudos preliminares em nosso laboratério demonstraram que este e outros
osmolitos de ocorréncia natural (como o 6xido de trimetilamina — TMAO, e betaina)
alteram a contratura potassica e aquela induzida por cafeina, afetando, portanto,
importantes etapas do AEC. Neste estudo observou-se que a sarcosina parece ser
compativel com a espécie estudada, mantendo e em alguns casos até mesmo
potencializando a forca de contracdo do musculo diafragma, mas apenas quando
empregada em baixas concentracbes (até 100 mM). Quando empregada em altas
concentracées (maiores que 100 mM), é capaz de extinguir reversivelmente a contracao
do musculo. Este efeito parece ser decorrente da tonicidade do meio, uma vez que nao
exibe diferengcas quando comparada com a sacarose, comparada com idéntica
concentragcao osmolar. O TMAO, diferentemente da sarcosina, pode ser capaz de
potencializar grandemente a contracao induzida por estimulo elétrico indireto, mesmo em
concentragdes mais elevadas (300 mM). Acredita-se que o efeito dos osmdlitos seja sobre
a estabilidade de estruturas e funcdes protéicas envolvidas no AEC, em diferentes
proporcoes, dependendo do osmdlito. Com esta investigagao sugere-se que o TMAO seja
mais eficaz que a sarcosina na manutencao de estados conformacionais protéicos que

favorecam o AEC, promovendo a contragcdo muscular.

Palavras-chave: sarcosina, TMAO, acoplamento excitacdo-contragdo, osmodlitos, musculo
esquelético.



ABSTRACT

This study has evaluated the effects of hypertonic solutions, adjusted with "sarcosine" and
“trimethylamine N-oxide”, organic osmolytes of natural occurrence, on mammalian skeletal
muscle process of excitation-contraction coupling (ECC). These osmolytes, especially
found in marine animals, which are submitted to great variations of salinity, play many
important roles, protecting proteins against denaturating conditions (high temperature, low
pH level, high urea concentrations and high ionic force). However, the role of sarcosine in
cell functions such as excitation-contraction coupling, and its compatibility with mammals,
had not yet been investigated. Preliminary studies performed in our laboratory had
demonstrated that this and other natural osmolytes (such as trimetilamine oxide - TMAO,
and betaine) can modify the potassic contrature and that one induced by caffeine, affecting
therefore, important steps of the ECC. In this study, we observed that sarcosine seems to
be compatible with rat, mantaining and even sometimes increasing the contraction force of
the diaphragm muscle. The effect was only observed when low concentrations (less then
100 mM) were used. When high concentrations (higher then 100 mM) were used, it
reversibly extinguished muscle contraction. This effect seems to be caused by the
hypertonicity, once there is no difference between the results obtained here and those
observed with sucrose. TMAO, differently from sarcosine, is able to greatly potentiate the
contraction indirectly induced by electrical stimulation, even in higher concentrations (300
mM). It is believed that the osmolytes effects are based on the structural and functional
stability of the ECC involved proteins. These effects depend of which osmolyte is in use.
With this work we suggest that TMAO is more efficient than sarcosine in supporting
favourable conformational protein folding that favors the ECC, promoting muscle

contraction.

Key words: sarcosine, TMAOQO, excitation-contraction coupling, osmolytes, skeletal muscle.
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1. INTRODUCAO

O movimento representa uma caracteristica associada a diversas formas de vida.
No reino animal, a locomocéo, seja caminhando, correndo, saltando, voando ou nadando
ird garantir a sua prépria sobrevivéncia. Tais atividades sao possiveis gracas a acao
conjunta do sistema nervoso e da musculatura estriada esquelética. O sistema nervoso
atua como um centro controlador, enquanto os musculos estriados esqueléticos
funcionam como efetores, produzindo as contragbes musculares, e conseqientemente,

alavancando os movimentos.

1.1 Musculo estriado esquelético: aspectos estruturais

As células musculares (fibras musculares), sao células multinucleadas, que podem
atingir varios centimetros, ou até metros de comprimento. A membrana celular, também
denominada sarcolema, delimita a célula. No interior da célula, em seu citoplasma
encontram-se além dos nucleos, mitocondrias, que garantem o suporte energético, e o
reticulo endoplasmatico, que recebe o nome de reticulo sarcoplasmatico. Esta organela
ird funcionar como a principal fonte intracelular de ions célcio (ALBERTS et al., 1997).

No interior das fibras musculares encontram-se as miofibrilas, que consistem em
estruturas cilindricas com 1 a 2 ym de diametro e disposicao longitudinal a fibra. Ao
microscépio oéptico, as miofibrilas aparecem com uma seqiéncia de estriacdes
transversais, alternando faixas claras e escuras. Essas estriacbes sado devidas as
repeticbes de unidades morfofuncionais, chamadas sarcomeros, e ddo ao musculo
esquelético a caracteristica e 0 nome de estriado (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Cada miofibrila, por sua vez, é formada por cerca de 1500 filamentos de miosina e
3000 filamentos de actina adjacentes, que sao grandes moléculas protéicas
polimerizadas, responsaveis pela contragdo muscular. A figura 1 representa
esquematicamente a organizacdo estrutural do musculo estriado esquelético. Os
filamentos espessos, de miosina, e os finos, de actina, se interdigitam em alguns locais,
dando o aspecto de faixas escuras nestes locais. As faixas claras contém apenas
filamentos de actina e sdo chamadas de faixas /, pois sao isotropicas a luz polarizada. As
faixas escuras contém filamentos de miosina sobrepostos aos filamentos de actina e sao
denominadas faixas A, pois sao anisotropicas a luz polarizada. As extremidades dos
filamentos de actina se fixam as linhas Z ou também conhecidas como discos Z. Estes
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sdo formados por proteinas filamentosas que passam transversalmente através da
miofibrila e de uma miofibrila a outra, unindo-as e delimitando os sarcémeros (GUYTON &
HALL, 2002).
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Figura 1: Aspectos estruturais do tecido muscular esquelético. Fonte: GUYTON &
HALL (2002).
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Os filamentos grossos contém cerca de trezentas moléculas de miosina, além de
outras proteinas como a titina. Cada cadeia pesada da miosina apresenta a conformacao
de uma a-hélice e uma cabeca globular com atividade ATPase, a qual forma as pontes
cruzadas que interagem com a actina no filamento fino (BERS, 2002). O filamento fino é
constituido de duas cadeias da proteina globular actina-G, formando um polimero
filamentar denominado actina-F. Outras duas proteinas compdem o filamento fino:
troponina e tropomiosina (Figura 2). A tropomiosina é uma molécula longa e fina, formada
por duas cadeias peptidicas, estando em volta do filamento de actina (GARRET &
GRISHAM, 1995). A troponina é um complexo protéico formado por trés subunidades
protéicas, denominadas troponina C, T e I. A troponina C (TnC) é assim designada porque
se liga ao ion calcio. A troponina | (Tnl) € a subunidade inibidora que se liga a actina, ndo
sendo capaz de ativar a contracao muscular. Ja a troponina T (TnT) é a subunidade que
se liga a tropomiosina (MOSS E HOFMANN, 1992; LEAVIS E GERGELY, 1984).

Figura 2: Estrutura do filamento fino contendo as proteinas actina, troponina e
tropomiosina, bem como do filamento grosso, contendo a proteina miosina, composta por

duas cabecas e uma cauda.

A TnT possui uma regido carboxi-globular e uma forma alongada que percorre a
molécula de tropomiosina e trés mondmeros de actina. Assim a TnT pode controlar a
posicao da tropomiosina. A Tnl, proximo de sua regiao amino-terminal, interage com a

regido carboxi-terminal de ambas, TnT e TnC. Esta interacdo depende da ligagao de
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calcio ou magnésio no sitio carboxi-terminal da TnC. Durante o relaxamento, a regiao
carboxi-terminal da Tnl também se liga a actina, impedindo a cabeca da miosina de se
ligar com a actina. Ap6s o aumento da concentracao intracelular de célcio, este se liga na
regido amino-terminal da TnC, que possui um sitio de ligagao para calcio e dois sitios que
ligam calcio ou magnésio competitivamente. Entao, parte da TnC se liga a regiao carboxi-
terminal da Tnl e isto causa a dissociagao da Tnl da actina. A TnT provoca o0 movimento
da tropomiosina, descobrindo os sitios de ligagdo de alta afinidade entre as cabegas de
miosina e actina, permitindo a interagao actino-miosina (FLICKER et al., 1982; BERS,
2002). Existem ainda outras proteinas estruturais, como a distrofina, que liga os
filamentos de actina a proteinas integrais da membrana plasmatica e a nebulina que
mantém a organizagdo da actina e o comprimento dos filamentos durante o
desenvolvimento da forca muscular (ALBERTS et al., 1997; MILLEVOI et al., 1998).

Além do formato, tamanho e da presenca de proteinas contrateis, as fibras
musculares apresentam outras peculiaridades estruturais, que as tornam distintas de
outras células do corpo. Uma dessas caracteristicas é a presenca dos tubulos
transversos. Os tubulos transversos ou Tubulos-T, sdo invaginacbes do sarcolema
presentes em intervalos regulares ao longo da membrana. Essas invaginacoes
membranosas permitem que a despolarizacdo do sarcolema propague-se para o interior
da fibra, atingindo as porcdes terminais dos sarcdmeros, presentes nas regiodes internas
da fibra muscular, conforme observado na figura 3 (GARRET & GRISHAN, 1995).

A ativacdo da contragdo muscular depende da presenga de ions calcio no meio
intracelular (ASHLEY et al., 1991; LAMB, 2000; BRENNER, 1986; BRENNER, 1988).
Acredita-se que em musculo esquelético a principal fonte de ions calcio, necessarios para
a ativacdo do sistema contratil, seja o reticulo sarcoplasmatico (ASHLEY et al., 1991,
LACAMPAGNE et al., 2000). Os tubulos-T estdo em intimo contato com as cisternas
terminais do reticulo sarcoplasmatico, as quais constituem-se na porcdo membranosa
intracelular das extremidades deste sistema. As exiremidades destas membranas
localizam-se ao nivel de cada disco Z dos sarcOmeros. A cisterna terminal do reticulo
sarcoplasmatico é contigua a outra regido designada sistema longitudinal, a qual percorre
radialmente as miofibrilas (BLOCK et al., 1988). As jungcdes das membranas dos tubulos-T
com as das cisternas terminais do reticulo sarcoplasmatico formam, quando analisadas
por microscépio eletrénico, as triades (BLOCK et al.,, 1988; FRANZINI-ARMSTRONG &
PROTASI, 1997).
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Figura 3 — Morfofisiologia da juncdo neuromuscular. As setas indicam a
propagacao do potencial de acdo ao longo do sarcolema e para o interior dos tdbulos-T.
Fonte: http:/fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/neuro/c49x35T Tube.jpg

Na membrana dos tubulos-T estdo presentes proteinas que funcionam como
canais de célcio (RIOS & BRUMM, 1987). Estes sdo denominados receptores
dihidropiridinicos (DHP). Recebem este nome devido a alta afinidade por compostos
dihidropiridinicos capazes de se ligar a essa proteina. Exemplos desses compostos sao a
nifedipina e nitrendipina, que agem como bloqueadores desses canais. Os receptores
DHP atuam como sensores de voltagem durante o processo de acoplamento excitagéo-
contracdao (POSTERINO & LAMB, 1998; RIOS & PIZARRO, 1991).

Estudos de microscopia eletrbnica demonstram estreita associagdo entre a
proteina liberadora de calcio do reticulo e os receptores DHP (FRANZINI-ARMSTRONG &
PROTASI, 1997; TAKEKURA & FRANZINI, 1999). A droga rianodina liga-se

especificamente a essa proteina da membrana do reticulo sarcoplasmatico, e por esta
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razao tais estruturas sao classificadas como receptores rianodinicos (RyR). Esta droga,
quando presente em baixas concentracdes (250 nM), provoca a abertura do canal e
quando em concentragcdes acima de 100 uM, promove seu fechamento (ASHLEY et al.,
1991).

Cada monbdmero deste receptor tem massa molecular de 560 kDa, sendo que o
receptor funciona como um tetrdmero (SAITO et al., 1988, WAGENKNECHT et al., 1989).
Trés tipos de receptores RyR tém sido descritos: RyR1, chamado de isoforma
esquelética, presente no musculo esquelético, algumas partes do cérebro e células de
Purkinje do cerebelo; RyR2, dominante no musculo cardiaco mas também presente no
cérebro; e RyR3, denominada isoforma cerebral, encontrada no sistema nervoso central e
também em células epiteliais e musculo esquelético de algumas espécies (FRANZINI-
ARMSTRONG & PROTASI, 1997).

Pesquisas utilizando técnicas de microscopia eletrénica de transmissao (MOSS &
HOFMANN, 1992) demonstraram a existéncia de estruturas eletrondensas, denominadas
pés juncionais (FRANZINI-ARMSTRONG & NUNZI, 1983), que representam pontes
situadas no espacgo de aproximadamente 10 nm, entre as membranas dos tubulos-T e do
reticulo sarcoplasmatico. Hoje se sabe que essas estruturas sao os receptores RyR,
presentes na cisterna terminal do reticulo e que quando se encontram em estados
conformacionais abertos, permitem a liberacdo do calcio estocado no reticulo (RIOS &
PIZARRO, 1991; FRANZINI-ARMSTRONG & PROTASI, 1997).

Em musculo esquelético de mamiferos, a abertura dos canais de calcio presentes
na cisterna terminal do reticulo sarcoplasmatico e a conseqliente liberagcdo de calcio
poderia ocorrer em consequéncia das alteracées da voltagem ou em conseqiéncia do
fluxo de corrente que seria propagado a partir dos receptores DHP existentes na
membrana do sistema tubular transverso (FRANZINI-ARMSTRONG & PROTASI, 1997;
ASHLEY et al, 1991; RIOS et al., 1991; SCHNEIDER, 1994, FELDER et al., 2002).
Existem diversas teorias a respeito dos mecanismos envolvidos na liberacdo de ions

célcio do reticulo sarcoplasmatico.

1.2 Musculo estriado esquelético: funcionamento

O mecanismo de desenvolvimento da contracdo muscular é conhecido como

transdugao quimiomecanica, onde as células musculares funcionam como transdutores
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de energia quimica em energia mecanica. A contracdo dos musculos esqueléticos esta
sob o comando dos nervos motores, que emitem inimeras ramificagdes para uma area
especializada da membrana da fibra muscular esquelética, formando assim, a placa
motora, ou jun¢ao neuromuscular. A terminagdo axénica apresenta numerosas vesiculas
sinapticas, contendo o neurotransmissor acetilcolina (HEUSER & REESE, 1973).

Fisiologicamente, 0 mecanismo de contracdo muscular depende da liberagdo do
neurotransmissor acetilcolina. A partir de uma despolarizacdo da membrana do neurénio
motor, abrem-se canais de Ca®* da membrana, sensiveis a variacdes de voltagem. A
abertura destes canais promove o fluxo de Ca?* para o interior do neurénio. Este influxo
do ion calcio promove entdo a fusao das vesiculas contendo acetilcolina com a membrana
do terminal axénico. Dessa forma, a acetilcolina é liberada na fenda sinaptica, através de
um processo conhecido como exocitose. A acetilcolina se difunde pela fenda sinaptica,
indo se ligar a receptores pds-sinapticos, denominados receptores nicotinicos, situados na
membrana da célula muscular. A ligacao da acetilcolina com seus receptores faz com que
a membrana da fibra muscular fique mais permedavel ao sddio e ao potassio. Como o
gradiente eletroquimico para o sédio € maior do que para o potassio, o0 sodio se difundira
mais rapidamente para o interior da célula, resultando em despolarizacao parcial do
sarcolema, dando origem ao potencial de placa motora (BERNE & LEVI, 2004; MOSS &
HOFMANN, 1992). Um potencial de placa motora podera, se atingir o limiar de
excitabilidade da célula muscular, originar um potencial de agao que ira propagar-se ao
longo do sarcolema e para o interior dos Tubulos-T. Assim, a onda de despolarizagéo
atinge as porgdes mais internas das fibras musculares, desencadeando o processo
contratil de forma homogénea (GARRET & GRISHAN, 1995).

Através de um processo descrito como acoplamento excitagdo-contracdo, o
potencial de agdao gerado no sarcolema promove a liberagdo de ions célcio do reticulo
sarcoplasmatico. O Ca®** pode entdo promover a interacdo mecanica entre os filamentos
contrateis de actina e miosina no interior da célula, produzindo a contragao do musculo
(RIOS et al., 1991).

1.3 Musculo estriado esquelético: Acoplamento Excitacao-Contracao (AEC)
O termo Acoplamento Excitagdo-Contragdo designa o processo que ocorre desde

a despolarizacdo da membrana excitavel da célula muscular, até a liberacdo de ions
calcio dos estoques intracelulares. Fisiologicamente, a despolarizacdo da membrana
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citoplasmatica atinge o cerne da célula muscular, através dos tubulos-T. Tal evento induz,
por mecanismos ainda nao completamente esclarecidos, a liberacdo de ions calcio do
reticulo (Figura 4) (LAMB, 2000; BRENNER, 1991, DIRKSEN, 2002, LACAMPAGNE et
al., 2000; SHOSHAN-BARTMATZ & ASHLEY, 1998).

Reticulo
sarcoplasmatico

Calsequestrina
Bombas de Ca®**

Receptores de

dihidropiridina (DHP)
Tubulo-T
Pés ou
receptores
rianodinicos
(RyR)
Reticulo

sarcoplasmatico

Figura 4: Detalhe da triade, contendo os canais RyR do reticulo sarcoplasmatico e
DHP da membrana do tabulo-T

A transducdo do sinal elétrico a partir dos receptores DHP € realizada,
provavelmente, gracas a projecao de parte da molécula do RyR na membrana do reticulo
sarcoplamatico (FRANZINI-ARMSTRONG & PROTASI, 1997, FELDER et al, 2002,
PROTASI, 2002). Além de um possivel acoplamento elétrico entre os receptores DHP e
RyR, outros mecanismos também tém sido propostos para se explicar a liberagao de ions
calcio do reticulo sarcoplasmatico (VERGARA et al., 1985).
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Alguns trabalhos demonstram que a partir da despolarizacdo do sarcolema, a
liberacao de ions calcio do reticulo sarcoplasmatico poderia ser ocasionada pela presenca
de mediadores intracelulares, como o trifosfato de inositol (IP3) (VALDIVIA et al., 1992;

VERGARA et al., 1985; MISSIAEN et al., 1992; TALON et al., 2000; VOLPE et al., 1985).
Varios estudos demonstram que este composto pode estar envolvido na liberacdo de ions
célcio de estoques intracelulares de musculo liso e de outros tipos celulares (PERES et
al., 1991; FINCH et al., 1991; ROJAS et al., 1992). Um trabalho desenvolvido por LOPEZ
& TEZIC (1996), mostra que o IP3, mas nao outros fosfatos de inositol, induz um aumento
da liberagédo de célcio em musculo esquelético intacto, sendo este efeito bloqueado pela
heparina. Algumas pesquisas tém demonstrado que, em musculo estriado, o IP3
provavelmente promove contratura por induzir a mobilizagdo de uma quantidade de ions
calcio, a qual ndo é mobilizada pela cafeina (ROJAS et al., 1992). Seu papel na liberagao
de ions célcio do reticulo sarcoplasmatico de células de musculo esquelético e cardiaco
permanece contudo, controvertido (ASHLEY et al., 1991).

Menos controvertido tem sido o mecanismo de liberagcédo de ions calcio do reticulo
sarcoplasmatico induzido pela cafeina ( ROUSSEAU & MEISSNER, 1989; MEISSNER et
al., 1991; ASHLEY et al, 1991; SU & CHANG, 1993). Acredita-se que esta droga
promove a abertura dos canais de calcio do reticulo sarcoplasmatico por um mecanismo
similar ao da ‘“liberagdo de calcio induzida por calcio”, provocando a contracdo, sem
mudar o potencial de membrana (DELAY ET AL., 1986; KONISHI & KURIHARA, 1987;
RIOS & PIZZARRO, 1991; QUINN et al., 1998; SEKIGUCHI & SHIMIZU, 1987).

Em mdsculo cardiaco de vertebrados e mdusculos estriados de crustaceos,
acredita-se que a liberacao de ions calcio do RS seja ocasionada em conseqiiéncia do
influxo de ions célcio, que ocorre durante a despolarizacdo do sarcolema. Este
mecanismo tem sido descrito como “liberacao de calcio induzida por calcio” ( FABIATO &
FABIATO, 1978; FABIATO, 1981; FABIATO, 1992). O influxo de calcio ocorre através dos
canais de calcio sensiveis as drogas do grupo das dihidropiridinas (POSTERINO & LAMB,
1998). Em musculo estriado de invertebrados este mecanismo parece desempenhar um
importante papel na liberagédo de ions calcio do RS (SUAREZ-KURTZ & SORENSON,
1977a; GYORKE & PALADE, 1992).
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A teoria mais aceita atualmente sobre o AEC, seria a de um possivel acoplamento
mecanico entre os receptores DHP e RyR e foi originalmente proposta por CHANDLER et
al., 1976. De acordo com este principio, haveria uma interacdo fisica entre esses dois
receptores, onde dominios do receptor DHP se acoplam, ou interagem com o RyR na
membrana do reticulo sarcoplasmatico (SCHNEIDER & CHANDLER, 1973). Tal interacao
alteraria a atividade deste canal, influenciando o processo de liberagao de calcio para o
citoplasma. De la para c4, muito tem se discutido acerca desta teoria. Alcas
citoplasmaticas que participam desta interagao funcional ja foram identificadas em cada
proteina, porém o completo mecanismo e a natureza molecular da interagdo proteina-
proteina permanecem desconhecidos (DULHUNTY, et al., 2002). Estudos mais recentes
sugerem ainda a participacdo de outras proteinas, como a FKBP12, mediando o
acoplamento entre os receptores DHP e RyR (HAMILTON, 2000; AVILA, et al., 2003).

Figura 5: Modelo do mecanismo de contragdo muscular. A esquerda, o misculo
em estado relaxado. A direita, apés a ligacdo do célcio com a molécula de Troponina C, o
musculo em estado de contragao.
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Uma vez liberado o fon célcio para o citoplasma, o ion Ca®" ira se ligar a sitios de
baixa afinidade existentes na molécula da troponina C, induzindo modificacoes
conformacionais do complexo troponina-tropomiosina. Tais modificacées permitem a
interacdo ciclica de pontes transversas, entre os filamentos de miosina e os de actina,
resultando no encurtamento e/ou producdo de forca pelo sistema contratil (Figura 5)
(GUTH & POTTER, 1987; BRENNER, 1986).

Para que ocorra o relaxamento da fibra muscular € necesséario que a concentragao
intracelular de fons calcio diminua para os valores de repouso (107 M). Isto é obtido
gracas a mecanismos de transporte ativo do ion calcio do citoplasma para as organelas
citoplasmaticas, principalmente para o reticulo sarcoplasmatico. Merecem destaque neste
processo uma Ca®* ATPase presente na membrana desta organela, denominada SERCA
(“Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase”) e ainda mecanismos de
transporte idnico acoplado, principalmente o sistema de troca Na‘*/Ca®** existente na
membrana citoplasmatica (BERS et al., 1990; WOLSKA & LEWARTOWSKI, 1993).

1.4 Tonicidade do meio e suas implicacoes funcionais para as células
musculares

Entende-se por tonicidade, o movimento de solvente, neste caso da agua, entre
dois compartimentos delimitados por uma membrana permeavel ao solvente e/ou ao
soluto (AIRES et al, 1999). A tonicidade ir4 depender diretamente da diferenca de
osmolaridade existente entre dois compartimentos. Define-se osmolaridade de uma
solugdo como o numero de particulas osmoticamente ativas pelo volume da solugao,
onde particulas osmoticamente ativas sdo aquelas dissolvidas em meio liquido (AIRES et
al., 1999).

Com raras excegoes, as membranas das células animais sdo altamente
permedveis a dgua. As membranas celulares nao podem tolerar gradientes substanciais
de pressao hidrostéatica efetiva e 0 movimento de agua ao longo da membrana é em parte
ditado pelos gradientes de pressdao osmotica (Am) e pressdo hidrostatica (AP),
dependendo ainda da condutividade hidraulica da membrana. Entéo, desequilibrios entre
a osmolaridade intra e extracelular podem ser seguidos de um respectivo movimento de
agua ao longo da membrana, que pode levar a subseqlentes alteragcdes no volume
celular (LANG et al., 1998).
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Existem duas grandes classificacbes dentro do reino animal acerca do
comportamento de seus organismos frente a variagcbes osméticas do meio. Os
osmoconformadores, tendo como exemplo os invertebrados, se adaptam ao estresse
osmotico acumulando um ou mais solutos em seu organismo. Alguns desses solutos sao
denominados “solutos compativeis”, assim denominados por serem osmdlitos que mesmo
em altas concentracdes, sdo benignos para fungdes celulares (HOCHACHKA& SOMERO,
2002). Dessa forma eles se mantém isosméticos em relagdo ao meio externo. Os
osmorreguladores usam o transporte de ions para homeostaticamente, regular sua
pressao osmotica interna, mantendo sua osmolaridade dentro de uma faixa constante
(YANCEY, 2005). YANCEY (2005) ainda revela que alguns osmorreguladores utilizam
osmolitos organicos em certas situagcoes. Um exemplo dessa situacao sdo os mamiferos,
como roedores por exemplo, que em células da medula renal acumulam osmdlitos, devido
a alta osmolaridade presente no fluido extracelular deste 6rgéao.

Diversas doencas também sao capazes de produzir alteragdes consideraveis na
osmolaridade extracelular em mamiferos. A osmolaridade extracelular pode estar
aumentada na hipernatremia, devido ao excesso na ingesta de sal ou retengcdo de sal
e/ou perda excessiva de agua. E mesmo em situacgoes fisiologicas, a osmolaridade
interna também é constantemente alterada, mas mantida dentro de estreita faixa, gracas
a mecanismos de regulacdo. Um exemplo de situagdo que altera momentaneamente a
osmolaridade é a grande variedade de vias metabdlicas que levam a formacgao de
substancias osmoticamente ativas. O transporte dessas substancias, produtos do
metabolismo de glicose e acidos graxos, por exemplo, é capaz de modificar de forma
transitéria a osmolaridade extracelular e também o volume celular das células expostas a
este fluido (LANG et al., 1998).

Diversas pesquisas procuram estudar as conseqiiéncias de alteracdes de
tonicidade e de volume celular nas fungdes celulares. Em uma extensa revisdo de
literatura efetuada por LANG et al. (1998), destacam-se como principais fungoes celulares
afetadas pela hipertonicidade do meio extracelular: alteragbes na arquitetura do
citoesqueleto, o transporte entre epitélios, a regulacdo do metabolismo, a liberacao de
horménios e neurotransmissores, a probabilidade de abertura de canais da membrana, o
potencial da membrana, o pH citosélico. Pode ainda levar a ativacéo de proteina quinase
C, que pode fosforilar cadeias leves de miosina e fosforilagdo do transportador
Na+/K+/2Cl- e também a alteragcdes na expressdo génica, onde o enrugamento das
células estimula a expressao de proteinas de choque térmico (heat shock proteins), que
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contrabalancam o efeito deletério da hipertonicidade. Uma perda do teor hidrico celular,
decorrente da hipertonicidade do meio extracelular, pode ainda exercer um efeito
inotropico positivo sobre o coracao (LANG et al, 1998). Com estudos como este, é
possivel elucidar alguns aspectos de alteragdes na tonicidade do meio sobre as funcdes
celulares e suas implicacdes sobre a homeostasia.

Quando as células sédo expostas a um fluido extracelular hiperténico, elas
inicialmente murcham, funcionando como um perfeito osmdémetro, e entdo recuperam o
volume celular original pelo chamado “aumento regulatério do volume celular” (RVI). Essa
exposicao ao fluido extracelular hipertdbnico nao modifica apenas o volume das células,
mas também das organelas internas, como mitocondria e reticulo. Paralelamente as
alteracdes de osmolaridade celular, a forga ibnica celular é alterada, mesmo que a forca
iGnica extracelular esteja constante (LANG et al., 1998).

Diversos estudos tém demonstrado que variagées da tonicidade da solugéo que
banha as células musculares provocam profundas alteragées na capacidade de produgao
de forca contratil (SATO & FUJINO, 1987; GODT et al., 1984; SUAREZ-KURTZ &
SORENSON, 1977b; PARKER & ZHU, 1987; GORDON & GODT, 1970).

As solucoes extracelulares de elevada tonicidade (obtidas com NaCl ou sacarose),
reduzem tanto o volume (devido a perda de agua para o meio extracelular), quanto a
contratilidade de células musculares de anfibio (CAPUTO, 1968; VAUGHAN et al., 1983;
PIAZZESI et al., 1994; GODT et al., 1984). Ha estudos que indicam ainda uma diminuicao
na velocidade maxima de encurtamento da fibra, além da redugé@o de for¢ca (Edman &
Huang, 1977, apud VAUGHAN et al., 1983). Esta reducéao na capacidade de produgao de
forca gerada pela hipertonicidade tem sido atribuida a diferentes mecanismos. O primeiro
estaria relacionado a alteragbes no processo de acoplamento excitagdo-contracdo (
SUAREZ-KURTZ & SORENSON, 1977b; COUTINHO et al, 1982; SATO & FUJINO,
1987; CHAWLA et al., 2001). O segundo mecanismo seria associado a uma diminuicao
de producao de forca pelo sistema contratil, decorrente do aumento da forca ibnica
intracelular conseqiente ao fluxo resultante de agua para o meio extracelular (GODT et
al.,, 1984; HOMSHER et al., 1974; PIAZZESI et al., 1994). Tal redugcao de forca de
contragao foi revertida, quando adicionou-se a solugdo que mimetiza a do liquido
intracelular, osmdlitos de ocorréncia natural, como o TMAO e a betaina (GODT et al.,
1993).
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1.5 Osmolitos de ocorréncia natural

Osmdlitos sdo particulas osmoticamente ativas, como ions, aminodacidos e
derivados, polidis e acucares, compostos metilsufénicos, uréia e metilaminas. Com
excegao dos ions, estes solutos podem ser sintetizados por microorganismos, plantas e
animais, em resposta ao estresse do meio em que se encontram, com a funcdo de
balancear o estresse osmético. Exceto pela uréia e alguns ions inorganicos, os osmdlitos
sao freqlentemente chamados de solutos compativeis, pois sao destituidos de efeitos
perturbadores sobre macromoléculas (YANCEY, 2005). Estes solutos apresentam
algumas caracteristicas em comum, tais como serem agentes estabilizadores de
macromoléculas, possuirem baixa massa molecular, alta solubilidade em agua e relativa
permeabilidade a membrana (CONSTANZO & LEE-JR., 2005).

Algumas substancias osmoticamente ativas podem desempenhar outras fungdes,
como proteger proteinas contra desnaturacdo (PRADEEP & UDGAONKAR, 2004).
Podem ainda, exibir um comportamento protetor frente a grandes variacoes de
temperatura, preservar o teor hidrico intracelular e fortificar as membranas e
macromoléculas intracelulares contra perturbacoes ibnicas e osméticas. (CONSTANZO &
LEE-JR, 2005).

Diversos estudos demonstram a importancia biolégica de certos osmodlitos
intracelulares encontrados em varias espécies de animais marinhos e de estuarios
(ALTRINGHAM et al., 1982; YANCEY et al,, 1982). Esses estudos sugerem que certos
osmdlitos teriam duplo papel: funcionar como osmolitos, balanceando o estresse
osmotico, e a0 mesmo tempo proteger estruturas celulares dos efeitos deletérios da
elevada forga ibnica a qual resultaria da perda da agua intracelular (YANCEY et al., 1982;
YANCEY & SOMERO, 1979; ZOU et al., 2002).

Dentre os principais osmolitos organicos encontrados na natureza destacam-se
alguns, os quais sao classificados como: pequenos carboidratos incluindo agucares
(trehalose, por exemplo); polidis (glicerol, inositéis, sorbitol, etc) e derivados (como a-
metil-inositol); aminoacidos e derivados (glicina, prolina, taurina, trimetilglicina e ectoina);
metilaminas [incluindo o 6éxido de trimetilamina (TMAOQO), sarcosina (N-metilglicina),
betaina, glicerofosforilcolina  (GPC)]; e  solutos  metilsulfénicos, incluindo
dimetilsulfonopropionato (DMSP) e uréia (HAND & SOMERO, 1982; STEELE, et al., 2004;
YANCEY, 2005). Estes compostos sdao de ampla ocorréncia na natureza. Metilaminas
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como a betaina sdo encontradas em diversas espécies de animais. Taurina se concentra
em animais marinhos e alguns tecidos dos mamiferos, como o musculo cardiaco. Os
osmolitos classificados como carboidratos ocorrem em organismos dos reinos archea,
fungi, algae, plantas, também em células dos rins de mamiferos e possivelmente em
invertebrados do fundo do mar. Acucares e polidis sdo normalmente solutos dominantes
em organismos que toleram o congelamento, como plantas terrestres, insetos, anfibios e
peixes polares. Muitos organismos, como peixes elasmobranquios, utilizam combinagdes
de osmodlitos de diferentes categorias, como uréia e metilaminas, na proporcdo molar de
2:1 (YANCEY, 2005). As concentragdes intracelulares e extracelulares destas pequenas
moléculas organicas podem atingir niveis molares em situagbes extremas de estresse
osmotico, sendo indispensaveis para a sobrevivéncia da maioria dos organismos
(HOCHACHKA & SOMERO, 2002; YANCEY, et al., 1982).

No grande grupo destes solutos compativeis, merecem destaque as metilaminas.
Estas podem estabilizar a conformagdo de proteinas e interacdao de ligantes,
contrabalancando efeitos perturbadores da uréia e ions inorgénicos, e da pressao
hidrostatica de animais em regides abissais (KELLY & YANCEY, 1999; YANCEY, 2005).
Em um estudo sobre as metilaminas, desenvolvido por BENNION & DAGGETT (2004), foi
observado que o TMAO é capaz de contrabalancgar os efeitos deletérios da uréia (em uma
propor¢ao de concentracdo de 2:1, entre uréia e TMAO) e de altas temperaturas
(BENNION E DAGGETT, 2004), mantendo o estado de conformagdo nativo da proteina
CI2, conforme se observa na Figura 6.

Estudos recentes indicam que metilaminas, tais como a sarcosina (Figura 7),
presentes em peixes elasmobranquios, musculos de anfibios e até mesmo em células da
medula renal de mamiferos, podem contrabalancar os efeitos deletérios da uréia na
estabilidade e atividade de diversas proteinas e enzimas (BAGNASCO, 2000; IBARRA-
MOLERO, et al., 2000; WHITERS & GUPPY, 1996). Ha trabalhos que relatam até mesmo
efeitos favoraveis na formacdo de complexos enzima-substrato e enzima-cofator, na
velocidade catalitica e estabilidade estrutural protéica de diversas macromoléculas
(BOWLUS & SOMERO, 1979; BURG & PETERS, 1997; PRADEEP & UDGAONKAR,
2004; YOUXING, et al., 1998), tomando como exemplo, as enzimas “aldose reductase”
(BURG & PETERS, 1997) e a “fosfofrutoquinase”, presente em musculo de coelhos
(HAND & SOMERO, 1982).
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Figura 6 — Efeitos do TMAO sobre a estabilidade conformacional da proteina CI2, frente a
exposicao a uréia ou a altas temperaturas. (BENNION E DAGGETT, 2004). Notar o
desnovelamento causado pela exposicao da proteina a 8 M de uréia, que é revertido
quando se adiciona 4 M de TMAO.
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Figura 7: Estrutura quimica e esquema tridimensional da molécula de sarcosina.
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Um exemplo extremo da importancia dos osmolitos para os mamiferos esta na
medula renal, onde sdo encontradas concentracbes de uréia de até 54 M,
correspondendo a 30 % de uréia por massa tecidual. A sobrevivéncia das células da
medula do rim sé é possivel gracas a existéncia de osmdlitos protetores, como as
metilaminas, que contrabalancam os efeitos deletérios do sal e desnaturante da uréia
(MACMILLEN & LEE, 1967; GARCIA-PEREZ & BURG, 1990).

A sarcosina tem demonstrado ser um eficiente osmdlito, inclusive para embrides
de arraia, devido as suas propriedades de estabilizar proteinas, bem como regular o
volume celular. Esta metilamina também parece nao interferir em vias metabdlicas no
interior da célula (STEELE, et al., 2004). HORNER E MACKENZIE (1950) demonstraram
que a sarcosina pode ser um metabdlito presente na urina de ratos, sendo que
aproximadamente 16 % da betaina ingerida na dieta é convertida em sarcosina, apos 24
horas.

Outra importancia fisiolégica das metilaminas é sua contribuicAo para certos
animais marinhos, como tubardes e arraias, flutuarem. Isso é possivel devido ao acumulo
dessas substancias, que apresentam menor densidade, quando comparadas a solugdes
eqglimolares da maioria dos outros solutos presentes em fluidos corporais (WHITERS, et
al.,, 1994). A sarcosina, o TMAO e a betaina desempenham um importante papel neste
mecanismo, estando presente principalmente no interior de células musculares (Tabela 1)
(WHITERS, et al., 1994).

Dados obtidos em nosso laboratério demonstram que o TMAO é capaz de alterar a
producao de forga muscular, tanto em anfibios quanto em mamiferos (ZAMPRONI &
FOGACA, 2004). As figuras 8 e 9 demonstram as alteragbes na producdo de forca
muscular observadas nesses experimentos.

Na figura 8, estd computado o efeito do aumento da tonicidade, obtido com adigao
de TMAO ou sacarose (300 mM) a solucao extracelular, sobre a produgao de forca em
preparagdes de nervo frénico-musculo diafragma de ratos. Os dados revelam que o
TMAO é capaz de aumentar em mais de 250 % a forga maxima de contragdo, quando
comparada a forca obtida em preparacdes estimuladas eletricamente em meio isotonico.
Ainda se observa um aumento significativo da contracao basal de preparacdes expostas a

este osmoélito.
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TABELA 1 — CONCENTRACOES PLASMATICAS E INTRAMUSCULARES DOS
PRINCIPAIS OSMOLITOS PRESENTES EM TRES ESPECIES DE PEIXES
ELASMOBRANQUEOS

Concentragdes de solutos, no plasma e no interior de musculo estriado
esquelético intacto de trés espécies de peixes elasmobranqueos. Os valores séo

expressos em mmol-I”

Furgaleus Carcharhinus Aptychotremata
ventralis obscurus vincentiana

Plasma

Na* 260 279 264
K* 6.9 14.4 7.3
Cr 238 275 287
Ca®* 4.2 3.4 3.6
Mg?* 2.0 2.8 1.6
Urea 342 346 337
NH4* 0.74 0.70 0.70
TMAO* 70.0 75.4 71.1
TMA** 0.92 1.04 0.70
Musculo

Na* 39.3 40.8 33.6
K* 97.7 106 98.2
Cr 31.7 43.0 28.7
Ca* 55 2.4 2.0
Mg?* 1.09 0.92 5.28
Uréia 357 365 357
NH,* 4.2 3.9 3.6
TMAO 166 160 162
TMA 9.0 8.2 6.6
Betaina 56.8 15.8 56.9
Sarcosina 0.5 69 11.2

*TMAOQ: 6xido de trimetilamina.
**TMA: trimetilamina.

Fonte: WHITERS, et al. (1994)
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Efeitos do TMAO ou Sacarose (300 mM) na producao de forga
do musculo diafragma estimulado por via indireta
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Figura 8 — Efeitos do TMAO ou sacarose (300 mM) no abalo, tensdo basal, e producao
maxima de forca em preparacoes de nervo frénico-musculo diafragma de ratos. Os dados
estao expressos em porcentagens dos valores obtidos com solucao isotdnica de Tyrode.
Fonte: ZAMPRONI & FOGACA, 2004.

A figura 9 representa quantitativamente os efeitos do TMAO (100 mM) na
producdo de for¢ca induzida pela cafeina (2 mM), em células musculares esqueléticas
polarizadas de anfibio. A adicdo de TMAO potencializou a forca de contracao obtida pela
cafeina, em aproximadamente 20 vezes. O mesmo efeito, porém nado foi observado

quando se aumentou a tonicidade com NaCl.
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Efeitos do TMAO na forga produzida por
cafeina (2 mM) em fibra muscular esquelética polarizada de anfibi
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TMAO 100 mM
Figura 9 — Efeitos do TMAO (100 mM) na producao de forga obtida com cafeina (2 mM)
em musculo esquelético de ra. Os dados estao expressos em porcentagens em relacao a
contratura potassica, obtida em solucao isotonica contendo alta concentragao de K* (100
mM). Fonte: ZAMPRONI & FOGAGCA, 2004.

Estes dados demonstram que em células musculares, as alteragbes na
osmolaridade do liquido extracelular podem afetar, pelo menos e nao exclusivamente,
dois processos: 0 de acoplamento excitagcdo-contracdo e/ou o da contratilidade
propriamente dita. Estas alteracbes podem provocar modificacdes na capacidade de
producao de forgca das células musculares que poderdao se refletir na capacidade de
adaptacao e/ou sobrevivéncia de animais submetidos a situacdes de estresse osmotico
do meio. Resta saber se essas alteragdes na producao de forga sdo decorrentes do
simples aumento da tonicidade do meio, ou se 0 aumento de tonicidade obtido com
diferentes osmdlitos pode produzir diferentes efeitos sobre a producao de forga.

Para responder a essa questdo, desenvolveu-se esta pesquisa, que combinou
diferentes técnicas de obtencdo de contracdo muscular, para verificar o efeito da
hipertonicidade na transmissdao neuromuscular e no acoplamento excitacdo-contracao de
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musculo estriado esquelético mamiferos. Uma técnica que merece destaque é a de fibra
muscular destituida de membrana celular. Esta técnica tem sido vastamente empregada
com o objetivo de se estudar o processo de acoplamento excitagdo-contragdo, bem como
o fendbmeno da ativacdo do sistema contratil (ZHU & NOSEK, 1992; GODT et al., 1991;
GODT et al., 1993, LAMB, 2002). Esta técnica apresenta a vantagem de poder-se manter
sob controle a composicdo quimica da solugdo que ird banhar o sistema tubular
transverso, o reticulo sarcoplasmatico e o sistema contratil. A remog¢do da membrana
celular pode ser realizada mecanicamente, com o auxilio de pingas oftalmolégicas (LAMB
& STEPHENSON, 1990, LAMB et al., 2000, LAMB et al. 2001). Pode também ser
empregada a saponina e, neste caso, a permeabilidade seletiva da membrana
citoplasmatica & abolida, pois este glicosidio, reagindo com grupamentos de colesterol,
promove a formagao de poros 0s quais permitem a passagem de moléculas de alto peso
molecular. Em ambos 0s casos, sdo preservadas a organizacdo, a estrutura e a
funcionalidade do sistema tubular transverso, reticulo sarcoplasmatico e do sistema
contratil (LAUNIKONIS & STEPHENSON, 1997). Com o emprego combinado de
diferentes técnicas, como esta, e outras, utilizando a fibra intacta, & possivel estudar os
mecanismos que envolvem a transducado do sinal elétrico que provém dos receptores
DHP presentes no sistema tubular transverso e dos receptores RyR do reticulo
sarcoplasmatico, a liberagao de calcio induzida por célcio, a captacao de ions calcio pelo
reticulo sarcoplasmatico e a prépria liberagao de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico.
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2 - JUSTIFICATIVA

Um grande numero de trabalhos existentes na literatura, e os dados experimentais
obtidos em nosso laboratério (Ver figuras 8 e 9), ttm demonstrado que alguns osmdlitos
de ocorréncia natural, encontrados em altas concentragcdées, no meio intra e extracelular
de diversos tecidos e organismos, sdo capazes de alterar a produgao de forga muscular,
proteger proteinas em solugdo contra os efeitos deletérios da elevada forga ibnica, niveis
reduzidos de pH ou altas temperaturas. O aumento da tonicidade extracelular, com
conseqliente aumento da forga idnica intracelular, pode ocasionar reducao na producao
da forca muscular. O processo de acoplamento excitacdo-contracdao (AEC) é,
provavelmente, uma das etapas afetadas por solucbes de elevada tonicidade e forca
ibnica (CAPUTO, 1968).

Contudo, os efeitos de solugbes hipertdnicas ajustadas com o osmdlito de
ocorréncia natural, sarcosina, na transmissao neuromuscular e no AEC de mamiferos,
ndo haviam sido investigados. Alguns animais estdo sujeitos a variagbes extremas nas
condicbes do meio em que vivem ou ainda apresentam situagdes fisioldgicas e/ou
patolégicas causadoras de estresse osmoético em seu meio interno. Os ajustes da
tonicidade intra e extracelular sdo obtidos utilizando-se esses osmolitos. Uma provavel
consequéncia desses fendbmenos para o sistema muscular seriam alteragdes na producao

de forga por alteragdes no processo de transmissao neuromuscular ou no AEC.

Outra razdo para o desenvolvimento deste trabalho foi a de investigar se a
sarcosina e o0 TMAO sao osmdlitos compativeis com os mamiferos, e se o tecido
muscular esquelético destes animais, que nao evoluiu na presenca de concentracdes
substanciais deste osmdlito, consegue manter sua funcionalidade quando exposto a
solugdes hipertdnicas ajustadas com sarcosina ou TMAO. Alguns desses osmolitos
possuem aplicagdes na biotecnologia, agricultura e medicina, porém pouco se sabe sobre
a sarcosina (YANCEY, 2005). Assim, estudos que visem esclarecer os provaveis efeitos
de osmodlitos de ocorréncia natural em processos fisiolégicos, como na transmissao
neuromuscular e no AEC, poderao fornecer importantes informacdes sobre a capacidade
de adaptacdo animal bem como servir de base para a compreensao destes fendbmenos
fisioldgicos.
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3 - OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da sarcosina e do TMAO no processo de transmissao

neuromuscular e no acoplamento excitagao-contracao de musculo estriado esquelético de

mamiferos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos de solucdes de diferentes tonicidades, ajustadas com sarcosina, na
contratura induzida por 100 mM de potassio e na contratura cafeinica de musculo de

mamifero;

Investigar as consequéncias do aumento nos niveis de tonicidade da solugédo
extracelular (ajustadas com sarcosina, TMAO ou sacarose), sobre a capacidade de
producao de forca de preparacdes musculares estimuladas diretamente (via eletrodos
de platina colocados paralelamente as células musculares) ou indiretamente

(estimulagé&o do nervo motor);

Averiguar os efeitos da variacdo brusca da tonicidade do meio, ajustada com
sarcosina ou sacarose, sobre a produgao de forca do musculo esquelético, induzida

por eletroestimulacdo neuromuscular;

Investigar os efeitos de solucdes de diferentes tonicidades (ajustadas com sarcosina
Ou sacarose) em preparagdes musculares que tiveram o sarcolema permeabilizado
com o uso de saponina e estudar assim seus efeitos sobre o reticulo sarcoplasmatico;

Verificar as variagdbes no volume de células musculares incubadas em solugbes

hiperténicas ajustadas com sarcosina;

Confrontar os dados referentes a producao de forca muscular obtida em solucdes

hipertbnicas ajustadas com sarcosina com aqueles obtidos com TMAO;

Examinar se a sarcosina e o TMAO podem ser osmélitos compativeis com a espécie

estudada, em especial, o tecido muscular esquelético.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os equipamentos e materiais descritos a seguir estao instalados no Laboratério de

Fisiologia da Contragao Muscular, que conta com uma area fisica de aproximadamente 50

m2, localizado no Departamento de Fisiologia, do Setor de Ciéncias Bioldgicas, da

Universidade Federal do Parana:

Transdutor de forga (e amplificadores), fabricado pela Scientific Instruments
(G.M.B.H, Heidelberg, Republica Federal da Alemanha), com sensibilidade para
registro de forca produzido por uma Unica célula muscular;

Sistema de camaras moveis, construido em bloco de acrilico;

Balanga analitica;

Potenciémetro para determinacado de pH das solugdes empregadas;

Registradores potenciométricos (para registro da forca de contracado muscular);
Bomba de circulacao de agua;

Mesa com isolamento mecéanico de vibracdes, constituida de diferentes filtros
mecanicos;

Geladeira e congelador (-20 °C);

Poligrafos (Beckmann e ECB);

Computadores;

Sistema de aquisicao e analise de dados (Data Translation);

Microscopio binocular;

Estéreo microscépio;

Transdutores de forca isométrica (fabricado pela WPI);

Gas com mistura carbogénica (mistura de 95 % de O, e 5 % de CO,) — Air
Products;

Estimulador elétrico (GFE ISBM-04);

Instrumental cirirgico (tesouras e pingas nas dimensdes padrao e oftalmolégicas);
Material cirtrgico auxiliar (algodao, gaze, esparadrapo, alfinetes, seringas);

Eter Etilico, empregado para sacrificar o animal;

Vidraria completa (beckers, pipetas, baldes volumétricos, provetas, placas de
Petri, etc);
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e Reagentes e farmacos utilizados nas solugdes (NaCl, KCI, CaCl,, NaHCOs,
NaH,PO,, Glicose, Sarcosina, Sacarose, TMAO, Cafeina, d-Tubocurarina,
Saponina, entre outros, vide detalhes na Tabela 4), bem como agua destilada e
agua deionizada.

e Material de limpeza (alcool, papel toalha, detergente, esponja, etc.)
4.2 Métodos

O estudo foi realizado com células musculares de mamiferos, utilizando-se ratos
Wistar adultos de ambos os sexos. O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pela
Comissédo de Etica em Experimentagdo Animal do Setor de Ciéncias Biolégicas (Parecer
n® 116/05). Os ratos foram fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas, e
apods terem sido anestesiados e sacrificados com emprego de éter etilico - (CH3CH),0 -,
tiveram seus musculos diafragmas juntamente com o nervo frénico dissecados (Figura
10). O coto distal do nervo, medindo cerca de um centimetro de comprimento e a insercao
muscular do nervo foram preservados. As preparacdes foram mantidas em solucao
nutridora de Tyrode (vide composicdo na Tabela 2), com pH 7,4 [ajustado com HCI (0,1N)
ou com NaOH (0,1N)] e gaseificada com mistura carbogénica, composta de O, (95 %) e
CO, (5 %),. O aumento da tonicidade da solugao de Tyrode foi obtido mediante a adicao
de sarcosina, ou de sacarose, a qual serviu como solugao hipertdnica controle.

A mensuracao da osmolaridade de todas as solugdes empregadas no trabalho foi
realizada, empregando-se Osmometro Wescor Vapro 5520, do Laboratério de Fisiologia
Comparativa e da Osmorregulacao, do Setor de Ciéncias Bioldgicas, desta Universidade.

4.2.1- Musculo intacto

As preparagbes neuromusculares foram colocadas em camaras horizontais,
contendo solucao de Tyrode, mantidas a temperatura ambiente (22-26 °C) e gaseificadas,
durante todo experimento, com mistura carbogénica. Feixes de células musculares
diafragma de rato tiveram suas extremidades fixadas, através de seus tenddes, uma a um
micromanipulador e a outra a um transdutor de forca. A producao de forga foi obtida em
condigbes isométricas (Figura 11). Antes da realizacdo de qualquer procedimento
experimental fez-se o ajuste do comprimento muscular com objetivo de se obter a melhor
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relagédo forca versus comprimento muscular. As respostas contrateis foram registradas em
poligrafo (Beckmann Recorder, Figura 11). Na solugcao contendo alta concentracao de
KCI, este sal substituiu isosmoticamente o NaCl. As drogas (cafeina, d-tubocurarina)

foram adicionadas diretamente a solugao nutridora.

FIGURA 10 - PROCEDIMENTO CIRURGICO E DISSECAGAO DE FEIXE MUSCULAR
DE DIAFRAGMA DE RATO

Figura 10 — Retirada cirurgica do hemidiaframa de rato (topo, A e B), e dissecagéo de
feixe de fibras musculares preservando-se as inser¢des tendineas e do nervo frénico
(abaixo, C e D).

Protocolo experimental:

a) Contracdo muscular induzida por solugao isoténica contendo 100 mM de potassio
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Inicialmente os feixes de fibras foram mantidos por 20 minutos em solugao de
Tyrode, com tonicidade normal (isotdnica). Nesta solucdo as fibras permanecem
relaxadas. A seguir foram promovidas trés contragdes, através da imersdo do musculo em
solugdes isotdnicas contendo 100 mM de potassio (KClI 100 mM). Nestas condi¢ées, o
musculo é despolarizado e produz uma contratura, que neste trabalho foi designada como
contratura potassica, sendo esta usada como controle para todas as outras. O intervalo
de tempo para relaxamento, entre cada uma destas contracdes foi de 20 minutos, nos
quais a preparacao foi mantida em solucado de Tyrode isotbnico, com concentracéo de 5
mM de K*.

FIGURA 11 — ACOPLAMENTO DO FEIXE MUSCULAR AO SISTEMA DE AQUISIGAO E
REGISTRO DE DADOS

Figura 11 — Detalhe da colocagé'E) do féixe muscular no sistema de ganchos composto por
haste mével e transdutor de forca (A); camara contendo o feixe muscular (circulo) e onde
foram adicionadas os osmdlitos testados, acoplado aos eletrodos (setas), que enviam o
estimulo elétrico (B); visdo geral do sistema de registro e aquisicdo de dados (C) e
detalhe do registro grafico das contragdes musculares em poligrafo (D).
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Em seguida, o feixe muscular foi submetido a solucdes hipertdnicas ajustadas com
50 mM de sacarose, permanecendo incubado por 20 minutos, € novamente despolarizado
com 100 mM de K*, em meio contendo 50 mM de sacarose. Apds lavagem em solugcao
normal de Tyrode, permanecendo relaxado por 20 minutos, e nova contratura controle, as
fibras foram novamente incubadas em solugao hipertonica, desta vez ajustada com 50
mM de sarcosina e despolarizadas com K*. Ao final, depois de 20 minutos em Tyrode
Normal, mais uma contratura potassica controle foi induzida e mensurada, com a
finalidade de verificar se a resposta contratil ao final do experimento era semelhante a do
inicio. Os dados foram normalizados em relacdo a média das trés contraturas potassicas

iniciais.

b) Contragdo muscular induzida por cafeina

Apbs obtencado de trés contraturas potéassicas (em solugao isotbnica), o musculo
isolado foi submetido a solugdo de Tyrode normal, contendo 3 mM de cafeina. Apés a
cafeina ter induzido a contracao, e ter sido atingido o estado estacionario da forca de
contracdo, foi adicionado a solugdo 50 mM de sacarose ou 50 mM de sarcosina, na
presenca de cafeina. A cafeina € uma substancia capaz de liberar calcio do reticulo
sarcoplasmatico. No entanto, nesta concentracdo (3 mM) é insuficiente para provocar a
contragcao maxima e também nao produz efeitos osméticos. Isto nos permite observar a

existéncia ou ndo de potencializagao da contragao cafeinica com a adigao do osmdlito.

c¢) Contragéao por estimulo elétrico indireto

Feixes de células musculares foram submetidos a estimulagao elétrica supralimiar
indireta, (estimulando-se o nervo frénico). Ajustaram-se os parametros de qualidade do
estimulo (como duragdo do pulso e intensidade) até a obtencao da resposta contratil
maxima. Foram empregados pulsos quadrados, com intensidade de 2 a 15 Volts, duracao
de 1 ms e freqiéncia de 0,5 Hz.

Primeiramente foi realizada a estimulagcdo em solugao isoténica de Tyrode, sendo
a amplitude desta contragcdo, tomada como controle. Sempre foram trocadas, por trés
vezes a solucdo de Tyrode, no inicio do experimento, verificando se a for¢ca de contracao
se mantinha constante com as simples trocas de solugédo. A seguir, foram adicionadas as
concentracbes crescentes de 5, 10, 50, 100, 200 e 300 mM de sacarose, TMAO ou
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sarcosina acrescidas ao Tyrode. Alguns experimentos foram realizados adicionando-se
sacarose ou sarcosina (300 mM) a solucdo de Tyrode isotbnico, com o objetivo de se
verificar as conseqUéncias do aumento abrupto da tonicidade na capacidade de producao

de forga.

d) Contracao por estimulo elétrico direto

Neste protocolo, as células musculares foram estimuladas eletricamente, com uma
freqiiéncia de 0,5 Hz, pulsos quadrados, com duracao de pulso de 1 ms e intensidade de
estimulo supralimiar. A contracdo do musculo diafragma foi obtida de forma direta,
mediante eletrodos de platina posicionados paralelamente ao feixe muscular. O roteiro
metodologico foi semelhante ao anterior, a saber: apds ter sido obtida a amplitude de
contragao controle, foram avaliados os efeitos da adicdo de concentragdes crescentes de
sacarose, TMAO ou sarcosina (5, 10, 50, 100, 200 e 300 mM) a solucado de Tyrode.
Também foi realizada a exposi¢ao subita das preparagdes a sacarose ou sarcosina (300
mM). Para bloquear a transmissdo neuromuscular, durante todo o experimento foi
adicionado & soluc&o nutridora, d-tubocurarina (10° g/ml).

4.2.2 - Fibra muscular desmembranada com o uso de saponina

Para este protocolo foi utilizado o musculo ilio-psoas de ratos. Este musculo
possui menos tecido conjuntivo que o diafragma, o que facilita sua dissecacao. A técnica
consiste na retirada do musculo, e com o uso de pingas oftalmoldgicas, a dissecacao de
um conjunto de 1 a no maximo 5 fibras musculares. A figura 12 mostra o aparato
empregado na realizacao destes experimentos. Tal aparato consistiu em um sistema de
camaras que continham as diferentes solugcdes empregadas durante o experimento, um
transdutor de forga, um poligrafo, responsavel pelo registro das contragcdes musculares, e
ainda um microscopio optico empregado para visualizagao e manipulagao das fibras.

Apo6s sua dissecacdo o feixe de células musculares foi transferido para uma
camara contendo uma solucdo relaxante (R) — (composi¢cdo descrita na Tabela 3) e
mantidas por 40 minutos, na presenca de 60 pg/ml de saponina. A saponina é um agente
que interage com as moléculas de colesterol da membrana plasmatica, deixando a

membrana mais permeavel a substancias que estdo no meio extracelular (Launikonis &
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Stephenson, 1997). As fibras musculares tiveram entdo uma de suas extremidades
fixadas a um transdutor de forga (Scientific Instruments G.M.B.H, Heidelberg, Alemanha),
mantido em posicao estaciondria e a outra ajustada a um brago mével. As amplitudes de
contragao foram registradas num poligrafo. Um conjunto de camaras contendo diferentes
solugdes construidas num bloco de acrilico moével permitiu que a fibra muscular fosse
submetida a diferentes protocolos experimentais (Figura 12) (FOGACA et al., 1997;
BRENNER, 1986). A sequéncia de passagens das fibras musculares pelas diferentes

solucdes empregadas neste estudo estao esquematizadas na figura 13.

Figura 12 - Imagem da camara acrilica contendo as diferentes solugcbes empregadas no
protocolo de fibra permeabilizada, bem como a fibra muscular presa em uma de suas
extremidades a uma haste moével e a outra extremidade ao transdutor de forgca, no
detalhe.

Inicialmente a fibra muscular foi mergulhada em uma solucao contendo pCa 4.0,
com o objetivo de verificar se o sistema contratil estava funcionante, e quantificar a
producao maxima de forgca. A seguir a fibra foi transferida para a solu¢cdo R durante 1
minuto para entdao ser mergulhada na solugdo R, a qual adicionou-se cafeina (30 mM),
com a finalidade de se promover a deplecao de ions calcio do RS.

Com a finalidade de se realizar o carregamento com ions calcio, a fibra muscular
foi transferida para uma solucéo contento 1 x 10® M deste fon (solucéo C). A seguir a fibra
muscular foi transferida para a solugdo R com a finalidade de se realizar a retirada dos
ions célcio presentes no espaco das miofibrilas. Na seqUéncia, a fibra muscular foi
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transferida para a solugédo L a qual apresenta baixa concentracdao de EGTA (0,05 mM). A
imersdao da fibra nesta solucdo tem como finalidade reduzir a capacidade de
tamponamento dos ions célcio no interior das miofibrila. Desta forma a ativagédo do
sistema contratil fornecera um indice da quantidade de ions calcio liberado pelo RS. A
liberacao deste ion sera obtida mediante a exposicdo das preparagdes a solugéo L, na
qual adicionou-se cafeina. Como nesta solugao a capacidade de tamponamento dos ions
calcio é reduzida pela baixa presenca de EGTA na solugao, isto permite que todo o célcio
liberado do reticulo sarcoplasmatico venha Unica e tdo somente ativar o sistema contratil.
A contracdo muscular assim obtida forneceu um indice apropriado da quantidade de
célcio liberada do reticulo sarcoplasmatico.

Apoés a obtengao da contratura cafeinica maxima, a preparacao foi transferida para
uma camara contendo solucdo R, para relaxar, e novamente transferida para a solucao C,
para carregar o reticulo com célcio. Em seguida foi transferida a solugéo L, desta vez com
adicdo de 3 mM de cafeina. Como esta concentracdo de cafeina produz uma contragao
submaxima, foi possivel verificar o efeito da adigao dos osmdlitos a esta preparacao.

Com o intuito de se avaliar o efeito da sarcosina, idéntico protocolo foi realizado,
acrescentando-se, estes compostos na solugdo L. Foram realizados experimentos em
diferentes concentracées (50 e 100 mM) e a contracdo cafeinica foi utilizada como
controle. Ao final do experimento, nova contratura cafeinica (3 mM) foi realizada para

verificar se o grau de contragao era 0 mesmo do inicio do experimento.

4.2.3 — Massa celular

Para verificar os efeitos da sarcosina no teor hidrico celular, foi avaliada a variagao
da massa de células musculares incubadas com este osmolito. Para isso, foram
empregados feixes de células musculares intactas de diafragma, as quais foram
previamente pesadas, e entdo submetidas as solu¢des hipertbnicas de Tyrode, contendo
sacarose ou sarcosina (50 mM). As células musculares foram pesadas nos instantes 0, 3,
6, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 minutos de incubacao na solugao contendo o osmdlito e, nos
mesmos intervalos de tempo apods o retorno das preparacbes a solucao isotbnica de
Tyrode.
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1) Dissecacéao
Solucdo R (pCa 8.5 T EGTA)

!

2) Permeabilizacao
Solucdo R (pCa 8.5 T EGTA)
+ Saponina 60ug/ml
40 minutos

!

3)Solucdo R (pCa 8.5 T
EGTA)
1 minuto

!

4)Verificacdo da forca contratil
Solugéo pCa 4.0 ({ EGTA)
1 minuto

!

5) Relaxamento
Solugéo R (pCa 8.5 T EGTA)
1 minuto

!

6) Deplegao de ions Ca®* do
RS - Solugéo R + cafeina (30
mM)

!

7) Carregamento do RS
Solucéo C (pCa 6.4 T EGTA)
2 minutos

A 4

8) Lavagem das miofibrilas
Solugdo L (pCa 8.5 L EGTA)
30 seaundos

\ 4

19) Liberacdo de Ca®* do RS.
(Contracao controle final)
Solugéo L + cafeina (3 mM)
({ EGTA) - 30 segundos

*

18) Repete ospassos7.8e 9

*

17) Relaxamento
Solucao R (pCa 8.5 T EGTA)
1 minuto

*

16) Liberagao de Ca** do RS
Contragao muscular
Solucao L + cafeina (3 mM) +
Sarcosina ou Sacarose (50 ou
100 mM) ({ EGTA)

$

15) Lavagem das miofibrilas
Solucdo L (pCa 8.5 L EGTA) +
Sarcosina ou Sacarose (50 ou

100 mM)
30 segundos

*

14) Carregamento do RS
Solugéo C (pCa 6.4 T EGTA)
2 minutos

f

13) Relaxamento
Solucao R (pCa 8.5 T EGTA)
1 minuto

?

12) Liberacdo de Ca®* do RS.
(Contracao muscular controle)
Solucéo L + cafeina (3 mM)
({ EGTA) 30 seaqundos

A

9) Liberacdo de Ca** do RS.

(Contracdao muscular maxima)

Solugéo L + cafeina (30 mM)
(L EGTA)-30s

A 4

10) Relaxamento
Solugao R (pCa
8.5 T EGTA)

1 minuto

A 4

11)Carregamento do RS
Solugéo C (pCa 6.4 T
EGTA)
2 minutos

Figura 13 — Protocolo experimental de fibra permeabilizada com saponina
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4.3 - Composicao das solucoes empregadas neste estudo

Para os experimentos realizados com fibra intacta foi utilizada a solug&o nutridora
Tyrode, que mimetiza o meio extracelular de mamiferos. Para as solucbes empregadas
em fibras permeabilizadas foi necessario realizar o calculo da composicao das solugoes.
Para tanto, foi utilizado um programa de computador escrito na linguagem Turbo Pascal
que descreve as multiplas constantes de equilibrio de ions em solugao usando constantes
de associagdo previamente publicadas (GODT & LINDLEY, 1982; ANDREWS et al.,
1991). As tabelas 2 e 3 demonstram a composicdo das solucbes a serem empregadas
neste estudo.

TABELA 2 — COMPOSIGCAO DA SOLUGAO TYRODE

Composto Concentragado (mM)

NaCl 136

KCl 5
MgCl, 0,98

CaCl, 2
NaH,PO, 0,36
NaHCO; 11,9
Glicose 5,5

pH 7

Osmolaridade 300 mOsm/I

TABELA 3 - COMPOSIGAO QUIMICA DAS SOLUGOES EMPREGADAS EM
EXPERIMENTOS DE FIBRAS DESMEMBRANADAS COM O USO DE SAPONINA
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Solucao A Solucéo R Solucédo C Solucao L

Mg2+ 1 1 1 0,1
MgATP 2 2 2 2
Fosfocreatina 15 15 15 15
EGTA 5 5 5 0,05
BES 50 50 50 50
pCa: (-log[Ca®")) 8,5-4,0 8,5 6,4 8,5
Creatina kinase* 0,25 0,25 0,25 0,25
Forca ibnica 200 200 200 200
pH 7 7 7 7

As concentragOes e a forca ibnica estdo expressas em mM, exceto quando indicado. A
forga idnica das solugdes foi ajustada com metanosulfonato de potassio (KMSOg).

* mg/ml

4.3.1 — Reagentes empregados

A tabela 4 sumariza os reagentes empregados no estudo, bem como a marca

fabricante e o lote de fabricagao.

TABELA 4 — REAGENTES EMPREGADOS, FABRICANTE E LOTE DE FABRICACAO

Reagente Fabricante Lote de Fabricacéo
NaCl Merck 1064041000
KCI Vetec 950526
MgCl, Sigma 125H1183
CaCl, Riedel 12064
NaH,PO, Riedel 411135-53
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NaHCO; Merck 52837

Glicose LabSynth 16372
Sacarose Carlo Erbs 21398
Sarcosina Sigma 117F-08444

TMAO Sigma 092K3665

4.4 — Analise Estatistica

O numero da amostra (n) variou de 5 a 10, dependendo do experimento. Na
maioria dos protocolos experimentais, os dados obtidos com sarcosina quando
comparados a sacarose, foram analisados através do Teste — T de Student para dados
pareados, uma vez que se utilizou a mesma amostra de tecido muscular. A excegé@o é o
protocolo de contratura cafeinica, onde foram utilizadas diferentes amostras de musculo
para testar os efeitos de sarcosina e sacarose, visto que a cafeina produz uma contratura
irreversivel. Neste grupo de experimentos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney Rank,
para dados nao pareados. Para comparar mais de dois resultados, como no caso dos
experimentos com adicao abrupta de alta concentragdo de solutos, onde foram analisados
diversos parametros, utilizou-se ANOVA, e para comparacdo dos contrastes, “a
posteriori®, utilizou-se o Teste de Tukey Os dados estao expressos em percentual £ o erro
padrdo da média.
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5. RESULTADOS

5.1 Contratura potassica

No experimento de contratura potassica, foi avaliada a producao de forca muscular
em células de diafragma de rato, expostas as concentracoes de 50 mM de sacarose ou
sarcosina, previamente incubadas em Tyrode normal e adicionadas a solugcdo isotonica
de Tyrode contendo 100 mM de KCI. A figura 14 mostra os registros originais obtidos
durante este experimento. Inicialmente foram feitas as contraturas potéssicas controle,
para a seguir, testar-se os efeitos da adicao dos osmdlitos sobre a producao de forca.

Conforme se observa na figura 15, tanto sacarose quanto sarcosina
potencializaram a contratura potassica controle. Os valores de forca (em valores
percentuais da contratura potassica controle), foram para a sacarose e a sarcosina,
respectivamente de, 191,81 £17,28 % e 246,90 126,82 %. Os valores apresentam uma
diferenca estatisticamente significativa ndo sé entre si (sacarose e sarcosina), como em
relagcdo a solugao controle isotdnica. Tal resultado demonstra que o aumento da
tonicidade obtido com sarcosina foi capaz de potencializar a contratura potassica, em um
maior grau do que aquele obtido com sacarose. Tanto sacarose quanto sarcosina
produziram uma contratura “per se” quando adicionadas a solugdo de Tyrode Normal.
Para a sarcosina, a contratura “per se” foi de 51,79 £19,15 % da contratura potassica,
enquanto para a sacarose foi de 13,88 +£13,88 %. Estes valores também diferem
significativamente, evidenciando que a sarcosina foi capaz de manter um estado de
contracdo parcial do musculo, estando imerso em uma solugéo relaxante, neste caso, o
Tyrode Normal.

Também foi analisado o grau de recuperacado da célula muscular ao final do
experimento, pela inducdo de uma dultima contracdo potassica realizada no final. O
musculo apresentou uma excelente recuperacao, perfazendo 96,52 +12,14 % de forca em
relagdo a média das contragbes potassicas iniciais. Este dado revela que mesmo apés a
exposicao das células as solucdes hipertbnicas, a contracdo muscular continua eficiente,
sugerindo que tanto sarcosina quanto sacarose, nestas concentracdes, ndo possuem um

efeito deletério sobre o mecanismo de produgéo de forga.

5.2 Contratura cafeinica
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Tyrode 100 Tyrode 100 + Sacarose 50 mM

Tyrode Normal .
Tyrode Normal + Sacarose 50 mM (20 min)

Tyrode 100 Tyrode 100 + Sarcosina 50 mM
Tyrode Normal Tyrode Normal + Sarcosina 50 mM (20 min)

Escala

[

5 segundos

5 mN forga

Ultimo Tyrode 100
Tyrode Normal

Tyrode Normal Final

Figura 14 - Registro original de um experimento tipico, demonstrando a producao de forca
no tempo de uma preparacdo induzida por contratura potassica, na auséncia e na
presenca de sacarose ou sarcosina (50 mM). No registro superior, observa-se uma
contratura potassica controle e outra obtida na presenca de sacarose. No registro do
meio, encontra-se uma contratura potassica controle e outra na presencga de sarcosina. A
ultima contratura potassica, realizada ao final do experimento, esta no registro inferior. As
linhas azuis indicam intervalos de 20 minutos na aquisigao dos dados, tempo necessario

para o relaxamento completo do feixe entre uma contratura e outra.
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EFEITOS DA SACAROSE OU SARCOSINA NA PRODUGAO DE FORGA INDUZIDA
POR 100 mM DE K* DE MUSCULO DIAFRAGMA DE RATO

300 - 5

250 - T
kesk

200 -

Forca (% da contratura potassica)

150 ~

100 ~ *
*

50 - T

: =

I Contratura "per se" - Tyrode Normal + Sacarose (50 mM)
[ Contratura "per se" - Tyrode Normal + Sarcosina (50 mM)
I Tyrode 100 + Sacarose (50 mM)

1 Tyrode 100 + Sarcosina (50 mM)

I Tyrode 100 Final

FIGURA 15 — Representacao grafica da producao de forca de musculo diafragma de rato
induzida por sarcosina ou sacarose (50 mM) em Tyrode Normal ou contendo 100 mM de
K*. Os dados estdo expressos em porcentagem de forca em relacdo a contratura
potassica controle, obtida com Tyrode isoténico contendo 100 mM de KCI e representam

*

a média * erro padrao (n = 6). (* e ** indicam diferenca estatistica entre si)
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No experimento de contracdo induzida pela cafeina (3 mM), foi possivel observar-
Se que a sacarose e sarcosina promoveram uma potencializacdo da mesma. A figura 16 é
um registro original deste experimento. Na secao “D” desta figura é possivel observar o
pico de forca induzida por cafeina na presenca de sacarose (50 mM).

A figura 17 demonstra os valores da contratura cafeinica em relagéo a contratura
potassica controle, na presenca ou auséncia de sacarose ou sarcosina. Considerando a
contratura potassica como sendo 100 %, a média das contraturas cafeinicas foi de 30,91
110,94 % da média das contraturas potassicas. Adicionando sarcosina ou sacarose, a
contracao foi respectivamente de 51,33 £18,16 % e 73,01 + 18,04 % da contratura
potassica.

A figura 18 representa os dados de forgca muscular induzida pela cafeina na
presenca dos osmdélitos. Os dados sdo expressos em porcentagem da contratura obtida
com cafeina (3 mM). A producao de forca obtida na presenca de 50 mM de sarcosina ou
sacarose corresponde respectivamente a 192,67 £39,34 % e 271,36 166,99 % da
contratura obtida apenas com cafeina. Com adicao de sarcosina ou sacarose a cafeina,
percebeu-se um aumento na contratura cafeinica, porém nao existe diferenca estatistica

entre a potencializacado obtida com sacarose daquela obtida com sarcosina.

5.3 Contracao muscular produzida por estimulacao elétrica indireta

As figuras 19 e 20 sdo registros originais obtidos mediante estimulagao elétrica
indireta do musculo diafragma de rato. A figura 19 demonstra o efeito da adicdo de
diferentes concentragdes de sacarose sobre a produgao de forca, enquanto a figura 20
mostra o efeito da adicdo de sarcosina. As figuras 21 e 22 representam graficamente os
valores médios de producao forgca, obtidos mediante este tipo de estimulacdo. Os dados
sd0 expressos em porcentagem de forca em relacdo a contragcdo controle, obtida em
solucado nutridora isotdnica de Tyrode.

A figura 21 mostra a amplitude das contragdes musculares obtidas com baixas
concentragbes (5, 10 e 50 mM) de sacarose ou sarcosina. A figura 22 refere-se a
variagdo percentual de forga muscular em diferentes solugdes, contendo altas
concentracdes (100, 200 e 300 mM) de sacarose ou sarcosina. Analisando-se os dados, é
possivel observar que solugdes hipertbnicas obtidas com sarcosina sdo capazes de
preservar grande parte da forca de contracdo, até uma determinada concentracdo deste

osmolito. O mesmo n&o ocorre com sacarose.
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Figura 16 - Registro original de um experimento tipico, demonstrando a produgéo de forga
no tempo de uma preparagdo estimulada por contratura cafeinica na auséncia e na
presenca de sacarose ou sarcosina (50 mM). Apds trés contraturas potassicas controles
iniciais (mostrada apenas uma delas em “A” e outra em “C”), a preparacao foi mantida em
Tyrode normal, durante 20 minutos. Em seguida foi adicionado 3 mM de cafeina, até
obter-se o estado maximo de contracdo muscular (B e D). A seguir, adicionou-se 50 mM
de sarcosina (B) ou sacarose (D) mantendo-se por um tempo variavel, entre 30 e 40
minutos, até atingir o estado maximo de contragéo. As setas azuis indicam intervalos na
aquisicao dos dados, tempo necessario para o relaxamento completo do feixe entre uma

contratura e outra (C) ou para atingir o maximo de contracao (B e D) .
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EFEITOS DE SOLUGOES HIPERTONICAS NA CONTRACAO MUSCULAR INDUZIDA
PELA CAFEINA (3 mM) EM RELAGCAO A CONTRATURA POTASSICA
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[ Cafeina (3 mM) + Sacarose (50 mM)
I Cafeina (3 mM) + Sarcosina (50 mM)

Figura 17 — Representacao grafica dos dados de producao de forca do musculo diafragma
de rato induzida por cafeina (3 mM), na presenca ou auséncia de sacarose ou sarcosina
(50 mM). Os dados estdo normalizados e expressos em valores percentuais aqueles
obtidos em solugao de Tyrode contendo 100 mM de potassio e representam a média +
erro padrao (n=7).
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EFEITOS DE SOLUGOES HIPERTONICAS NA CONTRACAO MUSCULAR INDUZIDA
PELA CAFEINA (3 mM) EM RELACAO A CONTRATURA CAFEINICA (3 mM)

400 -

300 ~

200 ~

100 -

Forca (% da contracao induzida por cafeina - 3 mM)

H Cafeina (3 mM) + Sacarose (50 mM)
[ Cafeina (3 mM) + Sarcosina (50 mM)

Figura 18 — Representacao grafica dos dados de producao de for¢ca do musculo diafragma
de rato induzida por cafeina (3 mM), na presenca de sacarose ou sarcosina (50 mM). Os
dados expressos com a média + o erro padrdo, estdo normalizados em valores

percentuais aqueles obtidos com a contratura cafeinica (3 mM). (n = 7)
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Ao adicionar-se sarcosina (5 mM), a forca produzida foi de 106,93 +10,20 % do
controle. Nesta concentracao, a sacarose reduziu a forca de contracéo para 81,65 4,47
% dos valores obtidos no controle. Essas diferencas sdo estatisticamente significativas. A
medida que a tonicidade da solugao foi aumentada, a producao de forga diminuiu. Com
aumento da tonicidade em 100 mM, a contragdo obtida com sacarose foi de 72,02 £9,18
% da contratura controle, enquanto que com sarcosina, foi de 76,23 £11,96 %. A partir
desta concentragdo, a produgdo de forgca diminuiu ainda mais, a medida que a
concentragao do meio aumentou, ndo havendo diferenga significativa entre a producéao de
forca obtida na presenca de sacarose ou sarcosina. A inibicao da forca de contracao foi
total quando as concentragdes de sacarose ou sarcosina alcangaram 300 mM.

As figuras 23 e 24 representam 0s experimentos de exposicao subita de feixes de
células de diafragma, a 300 mM de sarcosina ou sacarose, a partir de uma solucao de
Tyrode isotonica. A figura 23 contém um registro original deste experimento, enquanto a
figura 24 contém os valores percentuais referentes ao nivel basal de contragdo, abalo, e
amplitude maxima de contragdo. O nivel basal de contragao refere-se ao nivel maximo de
relaxamento que o musculo alcanga. O nivel basal de relaxamento alterou-se em alguns
experimentos, demonstrando uma alteragao no nivel maximo de relaxamento do musculo.
Isto indica que o muasculo nao atingiu seu estado de relaxamento completo,
permanecendo parcialmente contraido. Ambos os solutos produziram deslocamento neste
nivel basal, porém em proporgdes diferentes. Para sarcosina, o0 aumento no nivel basal de
forca foi de 19,64 5,80 %, enquanto para sacarose foi de 62,78 +27,06 % do abalo em
Tyrode isoténico. Entende-se por abalo, a amplitude de contragdo produzida pelo
musculo, a partir de seu nivel basal de forca, até seu pico de contragdao. Para ambos os
solutos testados, este quesito diminuiu drasticamente, indo para aproximadamente 6 % da
amplitude de contracdo muscular obtida em solugao isotdnica. Ja a amplitude maxima de
contragao é a soma do abalo com o nivel basal de contracao, fornecendo o apice de
contracdo desenvolvido pelo musculo. Para sarcosina, a amplitude méxima registrada foi
de 26,39 16,44 % da contracao controle, enquanto para sacarose foi de 69,60 +27,84 %.
A amplitude maxima da contracdo foi maior para sacarose em conseqiéncia desta ter
manifestado o maior aumento em nivel de tensdo basal. Entretanto, para os trés
parametros analisados, ndo existe diferenca estatistica significativa entre sarcosina e
sacarose, sugerindo apenas um efeito do aumento da tonicidade, e ndo um efeito
especifico do osmolito empregado.
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Figura 19 - Registro original de um experimento tipico, demonstrando a producéo de forca
no tempo de uma preparagdao de musculo diafragma de rato estimulada indiretamente na
auséncia e na presencga de concentracoes crescentes de sacarose.
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Figura 20 - Registro original de um experimento tipico, demonstrando a producao de
forca no tempo de uma preparacéo de musculo diafragma isolado de rato, estimulada

indiretamente na auséncia e na presenca de concentracdes crescentes de sarcosina.
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EFEITOS DE SOLUGOES HIPERTONICAS NA PRODUGAO DE FORGA DE MUSCULO
DIAFRAGMA DE RATO ESTIMULADO INDIRETAMENTE
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Figura 21 — Representacao grafica dos dados de producao de forca (abalo), induzida por
estimulo elétrico indireto em muasculo diafragma de rato incubado em solugbes
hipertdnicas, ajustadas com sacarose ou sarcosina (5, 10 e 50 mM). Os dados sao
expressos em porcentagem de forgca em relagcdo a contragdo controle, obtida em solugao
nutridora Tyrode (n = 6)
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EFEITOS DE SOLUGOES HIPERTONICAS NA PRODUGAO DE FORGA DE MUSCULO
DIAFRAGMA DE RATO ESTIMULADO INDIRETAMENTE
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Figura 22 — Representacao grafica dos dados de producao de forga induzida por estimulo
elétrico indireto, em musculo diafragma de rato incubado em solugdes hipertonicas,
ajustadas com sacarose ou sarcosina (100, 200 e 300 mM). Os dados estao expressos
em porcentagem de forgca em relagdo a contragéo controle (solugao nutridora de Tyrode
isotonico). (n = 10).
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Figura 23 - Registro original de um experimento tipico, demonstrando a producao de forca
no tempo, de uma preparacao de musculo diafragma eletroestimulado indiretamente, na
auséncia e na presenca de sacarose ou sarcosina (300 mM). E possivel observar-se que
a adicao subita dos omdlitos leva a uma diminuigao significativa no abalo e ao mesmo
tempo um aumento no nivel basal de contracao.
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EFEITOS DA EXPOSICAO SUBITA A SOLUGOES CONTENDO SARCOSINA OU
SACAROSE (300 mM) NA PRODUCAO DE FORGA DE MUSCULO DIAFRAGMA DE
RATO ESTIMULADO INDIRETAMENTE
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I Abalo - Sacarose (300 mM)
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Il Amplitude maxima - Sacarose (300 mM)
I Amplitude maxima - Sarcosina (300 mM)

Figura 24 — Representacao grafica do nivel basal de forca, abalo (“twitch”) e amplitude
maxima de contragao induzida por estimulo elétrico indireto, em musculo diafragma de
rato exposto a solugdes hipertdnicas, ajustadas com sacarose ou sarcosina (300 mM). Os
dados sdo expressos em porcentagem de forca em relagcdo a contracao controle, obtida

em solucao isotdnica de Tyrode (n = 5).

60



5.4 Contracao muscular produzida por estimulacao elétrica direta

Neste experimento, os feixes musculares de diafragma foram submetidos ao
mesmo procedimento do experimento anterior, com excec¢ao de que o estimulo elétrico
nao foi aplicado no nervo, mas sim diretamente no musculo, mediante eletrodos de
platina.

Os eletrodos foram posicionados paralelamente ao feixe, para produzir a
despolarizacdo da membrana da célula muscular. As preparagdes foram curarizadas com
d-tubocurarina (10° g/ml), para bloquear quaisquer efeitos de placa motora. Inicialmente a
estimulacao elétrica foi realizada em solucéao de Tyrode isotbnico. A seguir, foi testado o
efeito do aumento da tonicidade na produgédo de forca, mediante alteracées crescentes
nas concentragbes de sacarose ou sarcosina (5, 10, 50, 100, 200 e 300 mM), adicionadas
a solugéao controle. Os resultados deste protocolo estao representados na figura 25.

Comparando estes resultados com o0s obtidos nos experimentos de
eletroestimulagao indireta, verificou-se que os resultados foram semelhantes. Em baixas
concentragbes de sarcosina, a forca muscular foi parcialmente preservada. O mesmo
efeito nao foi observado na presenca de sacarose. Com 5 mM de sacarose, a contragao
alcangou 88,96 £3,54 % da contragao controle. Ja para 5 mM de sarcosina, a contragao
foi de 105,09 +6,06 % da controle. Em solu¢do de Tyrode contendo 10 mM de sarcosina
ou sacarose, a producao de forca em relagao ao controle, foi respectivamente de 105,55
110,24 % e 71,89 £7,75 %. Estes dados exibem uma diferenca estatistica significativa
entre si, havendo diferengca na producao de forga obtida na presenca de cada osmdlito.
Em solugbes contendo 50 mM de sacarose ou sarcosina, os valores de contracao
muscular em relacdo ao controle, foram de, respectivamente, 64,07 +8,56 % e 97,91
+9,60 %. A medida que a tonicidade da solucdo que banha o feixe foi aumentada, a forca
de contragdo diminuiu. A producdo de forca de preparacbes expostas a 200 mM de
sacarose ou sarcosina, foi, em relacao ao controle, respectivamente de 11,31 £3,50 % e
14,41 +2,42 %.

Com o objetivo de se verificar a existéncia de possiveis diferencas na producao de
forca de preparagbes submetidas a aumentos crescentes na tonicidade, daquelas
submetidas a um aumento abrupto, foram realizados experimentos nos quais a
osmolaridade foi aumentada de 300 para 600 mOsmol/kg de H.O, mediante adicdo de
sacarose ou sarcosina a solucdo de Tyrode isotonico. Nestes experimentos foram
avaliados os seguintes parametros da contracdo muscular: nivel de contragdo basal
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(relaxamento maximo), abalo e amplitude maxima de contracdo. Um registro original
deste experimento encontra-se na figura 26. Nesta figura, pode ser observado também o
grau de recuperacao da contracdo muscular apos o feixe ter sido incubado em solugao
hiperténica obtida com adi¢do de sarcosina.

A Figura 27 demonstra que sarcosina ou sacarose foram capazes de aumentar
respectivamente o nivel de contragdo basal em 30,95 14,00 % e 52,14 +21,23 % do
abalo obtido em solugéo isotonica. A redugao do pico de forgca também foi significativa. A
sarcosina demonstrou reduzi-lo em 80 %, enquanto a sacarose 0 reduziu em
aproximadamente 85 %. A amplitude maxima de contragdo, obtida de preparacdes
expostas a sarcosina ou sacarose, foi respectivamente de 51,05 £15,73 % e 67,32 126,24
%. De forma semelhante aos resultados obtidos com estimulagcdo indireta, ndo se
observou diferenca estatistica nestes trés par&metros, entre os valores obtidos com

sacarose ou sarcosina.

5.5 Experimentos com TMAO

Conforme trabalhos prévios deste laboratério ja citados anteriormente, o TMAO
tem demonstrado potencializar a contratura cafeinica e a contragdo obtida por
estimulacao elétrica. Para investigar se o0 TMAO apresenta efeitos distintos da sarcosina
na producdo de forga, foi executada uma série de experimentos utilizando-se este
osmolito. Foi realizada a eletroestimulacao direta e indireta de preparagbes de frénico-
diiafragma na presenca de concentracdes crescentes (5, 10, 50, 100, 200 e 300 mM) de
TMAO ou sacarose. Nos experimentos de eletroestimulacao direta, as preparagdes foram
previamente curarizadas com d-tubocurarina (10”° g/ml).

A figura 28 é um registro original tipico de um experimento de eletroestimulagdo
indireta. Nestes experimentos, as solucdes tornadas hiperténicas com o uso do TMAO (5,
10 e 50 mM), promoveram um nitido aumento na contracdo basal. Este efeito ndo foi
observado quando a sacarose foi empregada para elevar a tonicidade da solucdo de
Tyrode.

A figura 30 é a representacao grafica dos dados de forca do abalo na presenca de
TMAO ou sacarose, obtidos por estimulo elétrico indireto. Para ambos os solutos, a
medida que a tonicidade da solucdo de Tyrode foi aumentada, a producédo de forca
diminuiu. Entretanto os achados mais interessantes se encontram nas figuras 29 e 31. A
figura 29 representa os dados referentes ao nivel basal de contracdo, enquanto a figura
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31 representa a amplitude maxima de contracao, obtidas com TMAO ou sacarose. Ambas
figuras representam os dados obtidos com a estimulagdo do nervo frénico. E possivel
observar na figura 29 um pronunciado aumento na linha de base quando comparado ao
abalo. O aumento no nivel basal de contracdo alcancado com TMAO chegou a
aproximadamente 100 % da magnitude do abalo controle. J& a sacarose ndo ocasionou o
mesmo efeito. E como conseqiéncia do aumento do nivel basal de contragao, a
amplitude maxima de contracdo alcangada com TMAO também foi aumentada. Os
valores de forga versus a concentragcdo empregada estao representados na figura 31.
Verifica-se que a sacarose nao produziu os mesmos efeitos obtidos com TMAO.

A figura 32 representa os dados obtidos via estimulacdo direta do musculo
diafragma. Neste protocolo ndo se observaram diferencas significativas na produgédo de
forca do musculo incubado com TMAO ou sacarose. A medida que a concentracdo da
solucdo que banha as células aumentou, a for¢a diminuiu, demonstrando apenas o puro
efeito osmético atuando sobre as células. Também nao se constataram levantamentos no
nivel de contragdo de basal. Estes dados sugerem uma possivel acdo do TMAO no
mecanismo de transmissdao neuromuscular, uma vez que foram observadas diferencas
significativas entre o resultado obtido com adicdo deste osmdlito, se comparado com a
adicdo de sarcosina ou de sacarose.

5.6 Fibra permeabilizada com saponina

Nos experimentos com células musculares esqueléticas permeabilizadas com o
uso de saponina, avaliamos 0s mecanismos envolvidos na captacao e liberacao de ions
célcio do reticulo sarcoplasmatico, bem como o efeito do osmodlito sobre o sistema
contratil.

A figura 33 € um registro original de um experimento tipico realizado com esta
técnica. Inicialmente, quando a fibra estava imersa na solugéo R, registrou-se uma linha
basal de relaxamento. Ao ser imersa em solucdo pCa 4.0, que contém alta concentragao
de calcio, a fibra contraiu, para novamente relaxar quando retornou a solugao R. A seguir,
foi obtida a contratura com cafeina (30 mM), produzindo a méxima contratura cafeinica, e
em seguida a contratura cafeinica submaxima (3 mM), que serviu de controle. Nos
registros inferiores estdo exibidas as contracdes cafeinicas (3mM), obtidas na presenca
dos osmdlitos (sacarose ou sarcosina) nas concentracdes de 50 e 100 mM.
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EFEITOS DE SOLUGOES HIPERTONICAS NA PRODUGAO DE FORGA DE MUSCULO

% de forca
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Figura 25 — Representacao grafica da producdo de forgca induzida por estimulo elétrico

direto, em musculo diafragma de rato curarizado, incubado em solugdes hipertonicas,

ajustadas com sacarose ou sarcosina (5, 10, 50, 100, 200 e 300 mM). Os dados sao

expressos em porcentagem de forgca em relagcdo a contragdo controle, obtida em solugao

de Tyrode isotbnica (n = 6).
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Tyrode Sacarose 300 mM

Tyrode Sarcosina 300 mM

Tyrode 4 minutos 8 minutos 8 Escala
Sarcosina 300 mM no Tyrode no Tyrode 8 \_
E 15s

Figura 26 - Registro original de um experimento tipico, demonstrando a producao de forca
no tempo, de uma preparagdo de musculo diafragma curarizado e eletroestimulado
diretamente, na auséncia e na presenca de sacarose ou sarcosina (300 mM). E possivel
observar-se que a adicao subita de 300 mM de ambos os omdlitos levou a uma
diminuicao reversivel na producao de forca.
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EFEITOS DA EXPOSICAO SUBITA A SOLUCOES CONTENDO SARCOSINA OU
SACAROSE (300 mM) NA PRODUCAO DE FORGA DE MUSCULO DIAFRAGMA DE
RATO ESTIMULADO DIRETAMENTE
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I Abalo - Sacarose (300 mM)

[ Abalo - Sarcosina (300 mM)

Il Amplitude maxima - Sacarose (300 mM)
I Amplitude maxima - Sarcosina (300 mM)

Figura 27 — Representacao grafica do nivel basal de for¢a, abalo e amplitude maxima de
contracdo induzida por estimulo elétrico direto, em musculo diafragma de rato exposto a
solugdes hipertbnicas, ajustadas com sacarose ou sarcosina (300 mM). Os dados sao
expressos em porcentagem de forga (abalo) em relagdo a contragdo controle, obtida em

solucao isotbnica de Tyrode (n = 5).
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Figura 28 - Registro original de um experimento tipico, demonstrando a producao de forca
no tempo de preparagbes estimuladas indiretamente na auséncia e na presenca de
concentragdes crescentes de TMAO (5, 10 ou 50 mM) ou de sacarose (5 mM). E possivel
observar o aumento no nivel basal de contracao, obtido nas células incubadas com

TMAO, mas nao com sacarose.
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NiVEL BASAL DE CONTRAGAO DE MUSCULO DIAFRAGMA DE RATO ESTIMULADO

INDIRETAMENTE NA PRESENCA DE SACAROSE OU TMAO

250 -

200 -

150 o T

100 - - —

Forca (% do abalo)

50 4

0 50 100 150 200 250 300

Concentracao (mM)

—a - TMAO
—1— Sacarose

350

Figura 29 — Representacao grafica do nivel basal de contragdo induzido por estimulo

elétrico indireto, em musculo diafragma de rato incubado em solugdes hipertdnicas,
ajustadas com sacarose ou TMAO (5, 10, 50, 100, 200 e 300 mM). Os dados sao
expressos em porcentagem de forca (abalo), em relagédo a contracdo controle, obtida em

solugéo nutritiva Tyrode (n = 5).
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PRODUGAO DE FORCA (ABALO) DE MUSCULO DIAFRAGMA DE RATO
ESTIMULADO INDIRETAMENTE NA PRESENCA DE SACAROSE OU TMAO
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Figura 30 — Representacao grafica da producao de forga (abalo) induzida por estimulo
elétrico indireto, em musculo diafragma de rato incubado em solugdes hipertonicas,
ajustadas com sacarose ou TMAO (5, 10, 50, 100, 200 e 300 mM). Os dados sao
expressos em porcentagem de forca em relacdo a contracdo controle (abalo), obtida em
solugéo nutritiva Tyrode (n = 5).
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AMPLITUDE MAXIMA DE CONTRAGAO DE MUSCULO DIAFRAGMA DE RATO
ESTIMULADO INDIRETAMENTE NA PRESENCA DE SACAROSE OU TMAO
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Figura 31 — Representacdo grafica da amplitude méaxima de contracdo (somatorio do
abalo + nivel basal de forca) induzida por estimulo elétrico indireto, em musculo diafragma
de rato incubado em solucdes hiperténicas, ajustadas com sacarose ou TMAO (5, 10, 50,
100, 200 e 300 mM). Os dados sdo expressos em porcentagem de forca em relagao ao
abalo obtido em solu¢&o nutritiva Tyrode (n = 5).

70



PRODUGAO DE FORCA (ABALO) DE MUSCULO DIAFRAGMA DE RATO
ESTIMULADO DIRETAMENTE NA PRESENCA DE SACAROSE OU TMAO
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Figura 32 — Representacao grafica da producdo de forga (abalo) induzida por estimulo
elétrico direto, em musculo diafragma de rato incubado em solugbes hipertdnicas,
ajustadas com sacarose ou TMAO (5, 10, 50, 100, 200 e 300 mM). Os dados sao
expressos em porcentagem de forca em relacdo a contracao controle (abalo), obtida em
solucao isotbnica Tyrode (n = 4).

71



Na figura 34 estdo computados os valores de contracdo muscular de experimentos
com fibra permeabilizada com saponina. Em preparacoes expostas a 3 mM de cafeina, a
producdo de forca atingiu cerca de 30 % da resposta contratil obtida com 30 mM de
cafeina, o que corrobora os dados de LUNKMOSS (2002). A exposicao das preparacdes
a solugdes contendo 50 ou 100 mM de sarcosina ou sacarose, em combinagdo com
cafeina (3 mM) ndo promoveram incremento da for¢a de contragdo. Por outro lado, neste
experimento também ndo se observou diminuigdo na produgdo de forca frente a
exposicao a estes solutos. Na concentracdo de 50 mM de sacarose ou sarcosina, a forca
produzida em relacdo ao controle foi, respectivamente de, 123,68 16,84 % e 106,41
122,34. Na presenca de sacarose ou sarcosina (100 mM), a producao de forca foi
respectivamente de, 115,76 11,27 % e 108,44 18,08 %. Nestes experimentos ndo se
observou diferenca estatistica entre os valores de forca entre sacarose e sarcosina, ou
entre o controle e as solugdes hipertdnicas. Estes dados sugerem que as solugdes
hiperténicas parecem nao influenciar a liberagdo de calcio do reticulo, uma vez que néo
foram capazes nem de aumentar, nem de diminuir a produgédo de for¢a induzida pela
cafeina. As solugdes hipertbnicas obtidas tanto com sacarose quanto com sarcosina
também nao promoveram liberacdo de calcio do RS. Isto porqué nao se verificou
contracdo muscular quando as preparagdes foram expostas a solugcdes contendo baixa

concentracdo de Ca®* na presenca de sacarose ou sarcosina.

5.7 Massa Celular

Como néo foi encontrado na literatura o coeficiente de reflexdo da membrana
plasmatica de células musculares para a sarcosina, investigamos a variacao de massa de
células musculares de diafragma de rato incubadas com este osmdlito. Para comparacao,
foi utilizado como controle a variacgdo de massa em células de diafragma de rato
incubadas com sacarose. A sacarose demonstra ndo permear a membrana, tendo um
coeficiente de reflexdo (o) = 1.

Analisando-se os valores de massa celular ao longo do tempo (figura 35), em
preparagdes submetidas a solugbes contendo sarcosina ou sacarose (50 mM),
constatamos que os valores de massa dos musculos incubados com estes compostos
nao diferiram significativamente. Observamos ainda que para estes muasculos, expostos
previamente nos dois compostos, houve uma recuperagdo na massa celular, quando
retornaram a solucao isotbnica. Isto sugere que a membrana do musculo diafragma de
rato apresenta valores de coeficiente de reflexdo muito semelhantes para os dois solutos.
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Figura 33 - Registro original de um experimento tipico, demonstrando a produgao de
forca no tempo, de uma preparacao de fibra muscular de ilio-psoas permeabilizada com

saponina, na auséncia e na presencga de sacarose ou sarcosina (50 e 100 mM).
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EFEITOS DE SOLUGOES HIPERTONICAS SOBRE A PRODUGAO DE FORGA DE
MUSCULO iLIO-PSOAS DE RATO PERMEABILIZADO COM SAPONINA
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Figura 34 — Representacao grafica da producao de forca de musculo ilio-psoas de rato

permeabilizado com saponina (60 pg/ml), induzida por cafeina (3 mM), na presenca de

sacarose ou sarcosina (50 e 100 mM). Os dados sdo expressos em porcentagem em

relagdo a contratura cafeinica controle (3 mM) (n = 6).
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EFEITOS DA SARCOSINA OU SACAROSE NA VARIAGAO DA MASSA CELULAR DE
MUSCULO DIAFRAGMA DE RATO
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Figura 35 — Curso temporal das variagbes de massa do musculo diafragma de rato
quando incubados em solucdo contendo 50 mM de sacarose ou sarcosina. Os musculos
permaneceram em solucao contendo estes osmélitos durante os primeiros 70 minutos, e
apoés este tempo eles retornaram ao Tyrode Normal conforme indicado pela linha vertical.
Os simbolos correspondem aos valores de massa muscular, expressos em valores
percentuais daqueles obtidos no tempo zero (Tyrode isotdnico normal) e mensurados nos
tempos correspondentes (n = 6).
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6. DISCUSSAO

O fisiologista Walter Bradford Cannon, em 1932, criou o termo “homeostasia”, para
designar a capacidade de um organismo em regular seu meio interno. Toda criatura viva
busca constantemente, portanto, manter o seu estado de equilibrio interno. Dentre alguns
dos principais parametros sob controle homeostatico esta a regulagdo da osmolaridade do
liquido extracelular. Assim, situagbes capazes de perturbar esse estado, que pode estar
associado a variacbes de tonicidade do meio, podem causar prejuizos a diversas funcoes
do organismo. A variagcdo na tonicidade pode ser decorrente de alteragcdes na
osmolaridade dos compartimentos intra e/ou extracelular, podendo levar a um fluxo
resultante de agua, o principal solvente encontrado na natureza, entre estes dois
ambientes. A 4gua € universalmente considerada como a mais importante molécula da
vida, e a capacidade de um organismo em manejar situagdes de alteracbes em seu
conteudo hidrico é essencial para sua sobrevivéncia. Perdas do contetdo hidrico sdo uma
ameaga para diversos seres, podendo ocorrer por evaporagdo para o ar, durante a
excrecdo ou por osmose em ambientes circundantes muito concentrados. Esta ultima
situacao pode ocorrer em ambientes salinos, por congelamento extracelular ou por
doencgas que causam um desequilibrio osmoético, como o diabetes, associado a elevada
concentragao de glicose no sangue (hiperglicemia) (YANCEY, 2005).

Diversos organismos submetidos a variagdes estressantes do meio em que se
encontram sdo capazes de contornar as situagbes que tendem a perturbar sua
homeostasia. Tanto o liquido extracelular quanto o intracelular estdo em constante
regulacado da osmolaridade, volume e composicao quimica. Este estado de constancia do
meio interno é fundamental para o funcionamento adequado, seja a nivel celular ou
molecular, seja a nivel organismico.

As células musculares sdo uma categoria de células sujeitas a sofrerem alteracdes
em seu funcionamento, frente a mudancas na tonicidade de seu liquido extracelular. Uma
das funcdes particularmente prejudicadas em células musculares estriadas esqueléticas é
a capacidade de geracao de forca (CAPUTO, 1968; GORDON & GODT, 1970; GODT et
al., 1993). Tem sido demonstrado na literatura, que o incremento na tonicidade, obtido
com compostos impermeaveis ao sarcolema, é capaz de reduzir a producdo de forca
(GORDON & GODT, 1970; SUAREZ-KURTZ & SORENSON, 1977b; VAUGHAN et al.,
1983). Entretanto, de forma paradoxal, outros autores demonstraram, em condicdes
experimentais semelhantes, um aumento na producéao de forca (CAPUTO, 1968).
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Neste estudo objetivou-se avaliar os efeitos do aumento de tonicidade obtido com
sarcosina, TMAO ou sacarose no processo de AEC e na transmissdao neuromuscular de
musculo esquelético de ratos. A sarcosina € um osmolito sintetizado por diversos
organismos capaz de proteger estruturas celulares. Estudos demonstram que esta
metilamina pode contrabalangar os efeitos deletérios da uréia na atividade biolégica de
diversas proteinas e enzimas (BAGNASCO, 2000; IBARRA-MOLERO, et al., 2000;
WHITERS & GUPPY, 1996). Portanto a questdo central que moveu esta pesquisa foi:
seria a sarcosina um osmolito compativel com as funcdes celulares de mamifero,
manifestando efeitos protetores sobre o mecanismo de AEC e de transmissao
neuromuscular?

Estudos deste laboratério de Fisiologia da Contragao Muscular demonstram que
outras metilaminas, como 6éxido de trimetilamina (TMAQO) e betaina sdo capazes de
potencializar a forgca de contragdo induzida por alta concentragcdo de potassio ou a
contratura induzida por cafeina. Segundo LUNKMOSS (2002), o TMAO (100 mM) é capaz
de produzir uma forga de contracdo de musculo sartério de ra duas vezes maior que
aquela obtida em solugao isotbnica. E os resultados obtidos na presente pesquisa estao
de acordo com aqueles. Em preparacoes utilizando musculo diafragma de rato, 50 mM de
sacarose produziram quase o dobro da contratura potassica, enquanto que 50 mM de
sarcosina potencializaram duas vezes e meia a forca de contracdo obtida em solucao
isotbnica. Estes valores ja nos levam a crer que a sarcosina é um osmoélito compativel
com a espécie estudada, uma vez que foi capaz ndo somente de manter, mas como
potencializar a contracdo potassica. Neste experimento, as células incubadas em solugéao
hipertonica ajustada com sarcosina produziram uma for¢a de contragéo significativamente
maior que em solucao ajustada com sacarose. E nas solucbes de relaxamento, onde os
solutos (50 mM) foram adicionados ao Tyrode Normal, foi observada ainda a produgéo de
uma contratura “per se” significativamente maior quando na presenca de solugéo
contendo sarcosina, quando comparada a sacarose. Isso demonstra que para esta
conduta experimental, ndo existe apenas um efeito da tonicidade, uma vez que 0 aumento
da tonicidade obtido com sarcosina exibiu resultados diferentes daquele obtido com
sacarose.

Como ja observado, osmolitos sao tipicamente chamados solutos compativeis,
baseado na hipotese de que estes solutos (com algumas excec¢des) ndo interagem com
macromoléculas por caminhos prejudiciais, podendo ser produzidos ou destruidos com
pequeno impacto sobre as funcoes celulares (YANCEY et al., 1982). Isso contrasta com
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alguns ions inorganicos, que em altas concentracées costumam desestabilizar proteinas e
&cidos nucléicos (KULTZ & CHAKRAVARTY, 2001).

Os osmolitos, e ai se inclui a sarcosina, sao capazes de proteger as proteinas e
agregados macromoleculares tanto de efeitos destrutivos de certos ambientes externos
(como aumento de pressao hidrostatica, aumento de forga i6nica), quanto de condicoes
agressivas do meio interno (YANCEY, et al, 1979). Seria possivel, portanto, que a
sarcosina esteja estabilizando estrutura e funcionalmente proteinas envolvidas no
mecanismo de AEC, frente a esta situacao de aumento de tonicidade. Isto também pode
ser observado ao expormos as células musculares em solu¢des hipertbnicas ajustadas
com sarcosina e induzirmos a liberagdo de calcio do reticulo, com o uso da cafeina. As
células, mesmo estando em solugdes hipertdnicas (50 mM), foram capazes de manter a
sua forca de contracdo, e ainda potencializar a contratura cafeinica. Mas diferentemente
do que ocorreu no experimento obtido com contracao potassica, nao houve aqui diferenca
significativa entre os efeitos do aumento da tonicidade do meio obtidos com sarcosina ou
sacarose. E também diferentemente dos dados ja obtidos neste laboratério, a
potencializagao da contratura cafeinica observada na presenca de sarcosina nao foi da
mesma magnitude daquela observada na presenca do TMAO. Enquanto o TMAO pode
aumentar em até vinte vezes a contratura cafeinica, a sarcosina chega apenas a duplica-
la.

Segundo TIMASHEFF (2002), os osmdlitos ajudam a manter a conformagao nativa
por serem excluidos preferencialmente das vizinhangas das proteinas. Essa exclusao
desempenhada pelos osmdlitos levaria a um aumento na concentracdo de agua nas
regides circunvizinhas a proteina. O resultante aumento na tenséo da superficie iria entao
favorecer uma diminuicdo na area de superficie da proteina, promovendo o estado de
enovelamento, isto €, o estado de conformacéao nativa, com mais baixo gasto energético.
Estudos subsequentes desenvolvidos por BOLEN & BASKAKOV (2001), concluiram que
na presenca de osmodlitos, interagcdes entre estes e o eixo central do peptideo (ndo as
cadeias laterais ou grupo “R”) iriam realcar o préprio enovelamento da proteina. Com
base nessas observacdes, os osmolitos protetores tém sido coletivamente referidos como
“chaperonas quimicas”, por refletir seu amplo espectro de agées em promover o correto
enovelamento de proteinas, que devido a mutacoes, as vezes falham em se manter em
seu estado nativo (HOWARD et al., 2003).

A potencializacdo da forga de contracdo observada nos experimentos de

contratura potassica e cafeinica nao foi observada nos experimentos envolvendo estimulo
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elétrico. Nesta série de testes, tanto se utilizando estimulacdo elétrica direta, via
despolarizacdo do sarcolema, quanto indireta, via despolarizagédo do nervo e subseqlente
transmissdo neuromuscular, ndo houve aumento significativo na produgdo de forga.
Quando se utiliza uma concentracao de até 100 mM de sarcosina no banho, grande parte
da forga foi mantida. Com adi¢do de sacarose os resultados foram semelhantes, embora
a sarcosina demonstre ser mais efetiva do que a sacarose em manter a producao de
forca, no estimulo elétrico direto, em concentragdes de 10 e 50 mM e no estimulo indireto
na concentracdo de 5 mM,. Porém ao aumentar ainda mais a concentracdo da solucao
que esta banhando os feixes musculares, a producédo de forga diminuiu drasticamente,
independente se o0 aumento é obtido com sacarose ou com sarcosina.

A reducdo na producao de forca tem sido atribuida, segundo alguns autores, a
alteragbes no processo de acoplamento excitagdo-contracdo ( SUAREZ-KURTZ &
SORENSON, 1977b; COUTINHO et al., 1982; SATO & FUJINO, 1987; CHAWLA et al.,
2001). Disfungbes neste processo poderiam explicar a reducdo de forca obtida nesses
protocolos onde se despolarizou a membrana do nervo ou do musculo através de
estimulacdo elétrica. Os dados referentes a estes experimentos revelaram uma
diminuigdo significativa da forca de contracdo a medida que a tonicidade do meio
extracelular aumenta, especialmente acima de 100 mM. A contragcdo muscular chegou a
cessar, abolindo a producédo de forca com concentracbes de 300 mM de sacarose ou
sarcosina. Estes resultados sugerem que esta diminuicdo na produgcao de forca é
decorrente do proprio aumento da tonicidade, que resultaria em grande perda do teor
hidrico da célula.

Outros autores atribuem essa reducdo de forgca de contracdo muscular a uma
diminuigao na capacidade de geracao de forga pelo sistema contratil em consequéncia do
aumento da forga ibnica intracelular, a qual decorreria da perda de agua intracelular
quando essas células sdao expostas a solucoes hipertonicas ( HOMSHER et al., 1974;
GODT et al., 1984; PIAZZESI et al., 1994). Neste caso, a medida que a forga ibnica
intracelular aumenta, a sensibilidade ao célcio da atividade ATPase da actomiosina é
alterada, sendo necessario mais calcio para produzir um determinado ganho percentual
de forca (GORDON et al., 1973). Acredita-se que sob condigdes hipertbnicas, ha uma
mudanca no angulo de encaixe da cabeg¢a da miosina com actina, impedindo, em parte, o
ciclo de pontes transversas, diminuindo assim a tensdo no musculo (VAUGHAN, et al.
1983). Em mausculo de crustaceo foi demonstrado que o aumento da forga idnica induz
reducao da capacidade de producao de forga do sistema contratil (GODT et al., 1993). Tal

79



reducao de forca de contragao pode ser revertida quando adiciona-se a solucao osmdlitos
de ocorréncia natural, como TMAO e betaina (GODT et al., 1993).

Acredita-se que na presenca de osmdlitos protetores ocorrem alteracbes na
solvatagdo que mudam as estruturas de proteinas. As proteinas mudam em muitas vezes,
as suas preferéncias de solvatacdo (entre a agua e o osmolito), a medida que a
concentracao do osmdlito varia. A contribuicao da hidratacdo para estabilizacdo de
proteinas feita por osmolitos protetores é pequena em ambas concentragdes de
osmdlitos, muito baixas e muito altas. Mas em concentracdes de osmdlitos intermediarias,
a hidratacdo se torna importante (ROSGEN, et al., 2005). Isso em parte explica os
achados da presente pesquisa. Nos experimentos realizados com estimulacao elétrica a
producéo de forca foi abolida utilizando-se concentracdes muito altas dos solutos. E para
confirmar esta hipétese, tentando descartar os efeitos da exposi¢cao por tempo prolongado
as solugdes hipertdnicas, foram realizados 0s experimentos onde se adicionava
subitamente 300 mM dos solutos a solugao controle. E a hipétese se confirma, uma vez
que a produgao do abalo diminuiu severamente, tanto aquele obtido em eletroestimulacéo
direta quanto indireta. Ja em concentragdes intermediarias (até 100 mM), a producao de
forca foi mantida, podendo até mesmo ser potencializada, o que converge com o0s
resultados obtidos nos experimentos de contratura potdssica e cafeinica. Nos
experimentos realizados com fibra permeabilizada, onde os solutos podem adentrar no
citoplasma, influenciando a liberagdo de célcio do reticulo, foi constatado que 50 e 100
mM de sacarose ou sarcosina ndo foram capazes de potencializar esta liberacdo de
calcio. Por outro lado, também nao promoveram efeitos deletérios sobre este mecanismo,
uma vez que a producao de forga obtida na presenca destes osmolitos e mesmo apdés a
exposicdo a eles, foi a mesma daquela obtida no controle. Nestes experimentos, a
sarcosina ou a sacarose nao induziram a contracao muscular. Estes dados sugerem que
tais osmélitos ndo afetam de forma direta 0 mecanismo de liberacdo de Ca?" induzido por
Ca*. Por outro lado, como estes osmélitos potencializaram a contracdo induzida pela
cafeina em musculo intacto, estes dados sugerem também que é necessario a integridade
do sistema de transducao do sinal elétrico da membrana citoplasmatica a liberacao de
calcio do RS. Assim, provavelmente as solugdes hipertbnicas alteram importantes etapas
desse processo, conforme demonstrado por CHAWLA et al. (2001). Nesse trabalho, os
autores demonstraram que o aumento da tonicidade do liquido extracelular provoca
importantes alteragbes reversiveis do espaco existente entre as membranas do sistema

tubular transverso e da cisterna terminal do RS. E provavel que tais alteragées ndo
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ocorram em células permeabilizadas com o uso de saponina, visto que este glicosidio
abole a caracteristica de permeabilidade seletiva da membrana citoplasmatica.

A concentracdo de osmolitos empregada neste estudo estd préxima daquela
encontrada fisiologicamente em diversos organismos (WHITERS et al, 1994). E
pertinente ressaltar que a concentracao de osmolitos é bastante variavel de espécie para
espécie e de tecido para tecido. Para alguns animais marinhos, como peixes, a
concentracao de TMAO no meio intracelular é sempre maior que a de outras metilaminas,
especialmente nas células musculares, podendo alcancgar valores de até 290 mmol/l. Para
outras espécies de peixes marinhos, o principal osmdlito é a betaina, com concentragbes
de 50 a 70 mmol/kg (BEDFORD et al., 1998). Ja a concentracdo de sarcosina em células
musculares esqueléticas de peixes elasmobranquios, varia de 0,5 mmol/l na espécie
Furgaleus ventralis, 69 mmol/Ilno Carcharhinus obscurus e 11,2 mmol/lno Aptychotremata
vincentiana (WHITERS et al., 1994). Em mamiferos, os dados sobre a concentracao de
sarcosina em musculos sdo mais escassos. Em musculo cardiaco de ratos, a
concentracao do osmodlito taurina pode chegar a aproximadamente 20 mmol/kg de agua.
Segundo KWON et al., (1996), no musculo da bexiga de ratos a quantidade de osmdlitos
€ de aproximadamente 85,5 £10,9 mmol/kg, sendo composto por Inositol (73,4 =10,7
mmol/kg), GPC (11,8 5,0 mmol/kg) e betaina (0,3 +0,1 mmol/kg). O aumento na
osmolaridade da urina é associado com aumento de 1,5 vezes nos niveis de osmolitos
(especialmente GPC) no tecido muscular da bexiga. Ja na medula renal de ratos e
coelhos a concentracdo de metilaminas pode chegar até a 90 mmol/kg de peso tecidual
(BALABAN & KNEPPER, 1983).

Acredita-se entdao que nessas concentracdes intermediarias, a sarcosina, assim
como outros osmolitos naturais exercam seu efeito protetor. Os osmdlitos exibem um
comportamento de aumentar o “valor constante de enovelamento” (rate constant of
folding) e a0 mesmo tempo diminuir o “valor constante de desnovelamento” (rate constant
of unfolding) de proteinas. Os efeitos dos osmolitos no estado de conformacdo sao
explicados através do entendimento dos principios dos efeitos dos osmolitos na
estabilidade protéica. Esses principios envolvem o efeito osmofébico, que altera a energia
de Gibbs do estado desnaturado devido a exposicdo do eixo central peptidico, portanto
aumentando o nivel de “enovelamento” (RUSSO et al., 2003).

O efeito osmofobico foi descrito inicialmente por BOLEN & BOSKAKOV (2001), e
se refere a propriedade dos osmolitos de promoverem interagbes desfavoraveis entre o
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osmolito e o eixo central do peptideo, gerando uma forca termodindmica solvofdbica,
chamada de efeito osmofdbico. Devido a alta exposicdo do eixo central do peptideo ao
osmolito em estados de desnaturagao, o efeito osmofébico preferencialmente aumenta a
energia livre (AG) do estado desnaturado, deslocando o equilibrio a favor do estado
nativo. O efeito osmofobico € uma nova forga termodindmica encontrada na natureza, que
complementa as ja reconhecidas interacées hidrofébicas, pontes de hidrogénio,
eletrostatica e forgas de dispersao que conduzem o enovelamento protéico.

Em um estudo sobre o estado de conformagao protéica frente exposi¢ao a uréia,
RUSSO e colegas (2003) demonstraram que as metilaminas, incluindo sarcosina e
TMAO, sao capazes de manter em um maior grau o estado de configuracdo nativa
quando comparadas a outras classes de osmdlitos, como polidis € aminoacidos e seus
derivados, conseguindo minimizar os efeitos de desnaturacdo causados pela uréia. Isso
demonstra grande variabilidade quimica e funcional dos osmdlitos, embora a base de sua
capacidade de estabilizacdo protéica seja a mesma: todos aumentam o valor da
constante de enovelamento e diminuem o valor da constante de desnovelamento.

Segundo YANCEY e colaboradores (2001; 2002), e BOLEN E BASKAKOV (2001),
existem diferencas no grau de estabilizagdo protéica inclusive entre as diferentes
metiliaminas. Para os autores, tanto betaina quanto sarcosina também agem como
estabilizadores, e contrabalanceantes, mas o TMAO é normalmente mais efetivo. BOLEN
E BASKAKOQOV (2001) também constataram que o ranking de eficiéncia forcando o
enovelamento protéico da ribonuclease carboxiamidada T1 (TCAM-RNase) é TMAO >
sarcosina > sacarose, conforme pode ser observado na figura 36.

E partindo dessa premissa foram realizados os experimentos com TMAO.
Mediante estimulagao elétrica direta, ou seja, do musculo, nao se observaram diferengas
significativas entre os resultados obtidos com sarcosina ou sacarose. Entretanto em feixes
musculares incubados em diferentes concentracbes de TMAO, submetidos a
eletroestimulagao do nervo (indireta), foi observado um nitido aumento da linha de base.
Este aumento desloca o nivel basal de relaxamento, levando a um estado de semi-
contracao sustentado. Ou seja, 0 musculo nao é capaz de relaxar totalmente. Como o
aumento no nivel de contracdo basal foi bastante pronunciado, conseqiientemente, o
abalo foi de menor magnitude, mas a amplitude méaxima de contragao, que € a soma
desses dois componentes (abalo e nivel basal de contragédo) foi maior. Este resultado
corrobora com a teoria proposta por YANCEY e colaboradores (2001; 2002), e BOLEN E
BASKAKOQV (2001), demonstrando o TMAO ser mais efetivo na estabiliza¢do protéica, do
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que outros osmdlitos, como a sarcosina. Resta saber apenas, qual o local e 0 mecanismo

de estabilizagdo, que promovem a manutencao da forca contratil.

AAG hcal'mal
T
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Figura 36 — Aumento na estabilidade do enovelamento da ribonuclease carboxiamidada
T1 (TCAM-RNase) na presenga de 1M de osmdlitos em relagao a estabilidade em solugao
sem osmolitos. As barras verticais representam o aumento da estabilizacao protéica
(BOLEN & BASKAKOQV, 2001).

Sabendo que a contracdo muscular é dependente dos niveis de ion célcio
intracelulares, e que para que seja atingido o completo relaxamento é necessario que os
niveis citoplasmaticos de calcio sejam diminuidos, neste caso, nem todo o calcio pode
estar sendo retirado do citoplasma ao término da contra¢do, ou ainda, ao mesmo tempo
em que o calcio é retirado, mais célcio adentra na célula. Isso justificaria o aumento no
nivel basal de contragao encontrado na presenca do TMAO. O TMAO poderia entao estar
influenciando a bomba de célcio do reticulo sarcoplasmatico, evitando que ela recaptasse
todo o calcio de volta para o reticulo. Entretanto, partindo do pressuposto de que os
osmolitos ndo atravessam a membrana celular, devido ao seu tamanho molecular,

conforme observado no experimento de variacdo de teor hidrico em células incubadas em
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solucdo contendo sacarose ou sarcosina, a idéia mais sugestiva seria de que o TMAO
estaria atuando em nivel de membrana, em alguma proteina envolvida no mecanismo de
entrada de calcio na célula. J& se sabe que o calcio é capaz de entrar em células
musculares pelo préprio receptor nicotinico, na placa motora, produzindo um aumento na
concentragao intracelular deste ion (ALLARD et al., 1996). O TMAO poderia entao estar
influenciando o estado conformacional desta proteina, mantendo-a num estado
conformacional que permite a entrada de calcio, visto que o aumento no nivel basal de
forca foi observado somente quando se estimulou 0 nervo e ndo quando a estimulagao foi
realizada diretamente no masculo em preparacdes curarizadas.

Acredita-se que o efeito dominante de estabilizacdo do estado nativo da proteina,
seja no caso do TMAO, indireto: as moléculas de TMAO ordenadas e estabilizando a
estrutura da agua, diminuiriam a desestabilizacdo conformacional da proteina. O TMAO,
na presenca de desestabilizadores protéicos, como a uréia, ainda diminui as interacdes
uréia-proteina e fortalece as interagdes uréia-agua, mitigando a acdo desnaturante da
uréia (BENNION & DAGGETT, 2004). O TMAO também altera a camada de solvatagao
ao redor da proteina, aumenta o nimero de pontes de hidrogénio, resultando em uma
estrutura protéica mais estavel (BENNION et al, 2004). Por essas caracteristicas, o
TMAO é amplamente considerado uma chaperona quimica, ou ainda um composto
natural responsavel pela inducdo de organizacdo secundaria e terciaria em proteinas
(HILL, et al., 2002).

ORTIZ-COSTA e colegas (2002) realizaram um estudo sobre o efeito da uréia e
metilaminas sobre a atividade ATPase da miosina. Os estudos concluem que a uréia inibe
completamente a atividade ATPasica da miosina, enquanto o TMAO estimula e a betaina
nao exerce efeitos. E que quando combinados com uréia, tanto TMAO quanto betaina
protegem a atividade ATPase da miosina contra inibicdo. Isso nos leva a crer que a agao
estabilizante ou desestabilizante de osmdlitos sobre estrutura e funcdo protéica esta
intimamente relacionada a natureza do osmolito, assim como a natureza da proteina em
estudo.

Para SOMERO (1986), o efeito contrastante entre a uréia e diferentes metilaminas
na estrutura protéica & provavelmente devido a diferente habilidade destes solutos em
penetrar ao redor da esfera de hidratacdo da proteina e se ligar as proteinas. Solutos
como uréia, que sdo capazes de penetrar na barreira de hidratacdo e se ligar as
proteinas, favorecem o desnovelamento e desestabilizacdo protéica. Solutos

estabilizadores, como as metilaminas, tendem a nao se ligar a proteinas, pois sao
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excluidas das adjacéncias aquosas da superficie protéica. Essa tendéncia dos solutos
estabilizadores de serem excluidos da organizacao aquosa préximo a superficie protéica
se traduz em uma reducdo na quantidade de area de superficie protéica exposta ao
solvente (agua), o que é energeticamente favoravel. Essa influéncia estabilizadora segue
diretamente consideracdes sobre entropia da solugdo. O desnovelamento da proteina na
presenca de solutos estabilizadores iria forgar estes solutos, a dividir um reduzido volume
de A&gua, pois mais agua estaria hidratando a (aumentada) area protéica. Essa
desfavoravel distribuicao entrépica de moléculas estabilizadoras seria o principal fator
responsavel pelos efeitos estabilizadores na estrutura protéica (SOMERO, 1986).

Para BOLEN & BASKAKQV (2001), a diferenga funcional entre uréia e osmdlitos
protetores, se baseia no fato da interacdo favoravel da uréia com o eixo central peptidico,
dominando sobre cadeias laterais, enquanto osmolitos protetores interagem de maneira
desfavoravel (osmofébica) com o eixo central, mas favoravelmente com as cadeias
laterais. As mudancas sdo manifestagdes decorrentes da energia de Gibbs de interacoes
entre estes solutos com o eixo central e as cadeias laterais dos componentes protéicos.

As metilaminas s&o efetivas estabilizadoras na medula renal, onde sao
fundamentais para manter a estrutura protéica e ativam propriedades funcionais de certas
enzimas (K, e Vwax) (GARCIA-PEREZ & BURG, 1990). E apropriado enfatizar que o
acumulo apenas de metilaminas, sem um agente desestabilizador como a uréia, por
exemplo, para contrabalancgar seus efeitos, pode deslocar as propriedades estruturais e
funcionais de proteinas para muito longe, em direcao oposta a proteinas perturbadas pela
uréia. Por exemplo, efeitos altamente estabilizantes de metilaminas na estrutura protéica,
podem tornar as proteinas tao rigidas que nao permitem as mudangas conformacionais
fundamentais para o funcionamento protéico (SOMERO, 1986). E sabe-se que a
flexibilidade conformacional é essencial para as fungdes protéicas, como interacées com
ligantes e substratos, propriedades estas que sao grandemente alteradas pelos osmdlitos
(FIELDS et al., 2001). Este efeito altamente estabilizante poderia justificar o aumento no
nivel basal de contragdo encontrado nos experimentos com TMAQO. Este mecanismo
poderia estar engessando estados conformacionais de proteinas envolvidas na
manutencgdo dos niveis citoplasmaticos de célcio, bem como no processo de AEC.

Sabe-se que osmodlitos aumentam a estabilidade conformacional dindmica de
proteinas, deslocando o equilibrio entre os estados nativo e desnaturado a favor do
estado nativo (KIM et al., 2003). Contudo, seus efeitos no equilibrio conformacional
permanecem controversos. E dificil conciliar diferentes estudos a respeito dessa tematica,
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devido a questdes metodoldgicas, pois cada trabalho usa diferentes proteinas como
modelos experimentais, diferentes métodos espectroscopicos e técnicas de preparacao.

Termodinamicamente, o que faz um co-solvente atuar como um estabilizador da
estrutura nativa ou nao, é determinado pela transferéncia de energia da agua para o
sistema solvente da proteina no estado naturado e desnaturado, onde a transferéncia de
energia livre é definida como a diferenca entre os potenciais quimicos da proteina no
sistema solvente e na agua (XIE & TIMASHEFF, 1997). A conformacdo adotada por
macromoléculas, no equilibrio, tende a um agrupamento em torno de uma conformacao
do mais baixo estado de energia livre. Esta conformacéo representa o estado nativo da
macromolécula. A manutencdo da conformacado que representa esse estado de mais
baixa energia livre € uma importante funcao do solvente circundante. Isso pode ser mais
bem observado em macromoléculas que em um estado purificado sédo instaveis e perdem
sua integridade estrutural e atividade biologica (LEE & TIMASHEFF, 1981).

Na desnaturacdo, a superficie da proteina aumenta. Esse aumento €
acompanhado de exposi¢ao de residuos ndo polares antes confinados ao interior de uma
proteina globular e ainda por quebra de ligagdes de hidrogénio de um pepideo a outro. O
resultado deste processo € um aumento na hidratagdo preferencial da proteina
desnaturada em relacdo a nativa, o que vai de acordo com as mudancas observadas nas
interacOes de desnaturacao (XIE & TIMASHEFF, 1997).

Em solugbes, qualquer locus na superficie de uma molécula protéica deve estar
em contato com um componente solvente, pois um vacuo nao pode ser tolerado em um
meio aquoso. O estado de referéncia é a proteina dissolvida na &agua, estando
completamente hidratada. Porém em um solvente binario, como exemplo uma solu¢@o
acrescida de uréia, a ligacao do componente nao aquoso do solvente a qualquer /écus da
proteina, acaba deslocando a agua que estava ao redor (TIMASHEFF, 2002). Os
osmolitos estabilizam o estado nativo porque sao preferencialmente excluidos da
superficie protéica. A exclusdo preferencial aumenta o potencial quimico da proteina,
proporcionalmente a sua area de superficie exposta ao solvente. Assim, os osmdlitos
favorecem o estabelecimento de um estado nativo mais compacto sobre a estrutura
expandida de um estado desnaturado (LEE & TIMASHEFF, 1981; KIM et al., 2003).
Osmolitos preferencialmente excluidos também devem inibir flutuagdes conformacionais
entre o estado nativo, pois tais movimentos sdo concomitantes com aumento na area de

superficie exposta ao solvente da proteina (KIM et al., 2003).
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Em um estudo espectroscépico verificando o efeito da sacarose (1 M) sobre a
estrutura secundaria e terciaria de trés proteinas, sob condi¢des nativas, foi demonstrado
que a elipticidade protéica foi discretamente aumentada. Porém nao foram observadas
mudancas estruturais significantes na composicao estrutural secundaria. Todas as trés
proteinas exibiram aumento na estabilidade termodinamica proporcional a concentracao
de sacarose. O estudo ainda conclui que a sacarose € capaz de deslocar o equilibrio
conformacional dentro do estado nativo, tornando a proteina mais compacta,
estruturalmente mais ordenada e com menor superficie de area (KIM et al., 2003). Esses
fatores se explicam pela exclusao preferencial da sacarose da superficie protéica (LEE &
TIMASHEFF, 1981). J& em outro estudo sobre as interagcbes da sacarose com
estabilidade protéica em trés proteinas (quimiotripsina, a-quimiotripsina e ribonuclease),
foi constatado que a sacarose foi capaz de alterar a interacao proteina-solvente, sem
induzir mudangas conformacionais protéicas. A sacarose foi preferencialmente excluida
do dominio protéico, aumentando a energia livre do sistema. Termodinamicamente, isso
leva a uma estabilizacdo protéica, uma vez que o estado desnovelado da proteina se
torna menos favoravel na presenca de sacarose. A exclusdo da sacarose do dominio
protéico parece estar relacionada a alta forga coesiva da solucdo agua-sacarose, visto
que todas as observagcbes experimentais podem ser relacionadas com efeitos da
sacarose na superficie de tensdo da agua (LEE & TIMASHEFF, 1981). Estes achados vao
de encontro com alguns experimentos da presente pesquisa, onde foi demonstrado que a
sacarose preserva parte da forga contratil tanto em fibras intactas, na contratura induzida
por cafeina, ou por alta concentracao de potassio quanto em fibras permeabilizadas. Ja
nao se pode dizer o mesmo nos experimentos envolvendo estimulagao elétrica, quando
comparamos sacarose com TMAO. lIsso reforca a teoria proposta por BOLEN &
BASKAKOV (2001) de que o TMAO seja mais efetivo que a sacarose em termos de
estabilizacdo protéica. Para os autores, a sacarose parece ter sido selecionada como
osmolito em organismos sujeitos a mudancas de temperaturas extremas. Neste caso, os
polidis, entre eles a sacarose, tem a habilidade de estabilizar proteinas frente a extremos
de temperatura.

J& em outro trabalho, desenvolvido por RATNAPARKHI & VARADARAJAN (2001),
comparou-se o efeito da sarcosina, betaina, TMAO e taurina sobre a estabilidade
estrutural do complexo protéico peptideo RNase S, usando-se cristalografia de raio-X e
calorimetria tritiada. O maior grau de estabilidade foi obtido com sarcosina, que aumentou
a temperatura de desnaturacao em até 24,6 °C e protegeu a proteina contra clivagem
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tritica, indicando ainda que a estabilidade promovida pela sarcosina é maior com o
aumento da temperatura. Os dados suportam a teoria de que os osmolitos estabilizam
proteinas, perturbando estados desnaturados, mudando a conformagéao para um estado
mais compacto, enovelado e competente, quando na presenca de osmdlitos.

Sabe-se que a utilizacdo de osmolitos organicos nao é exclusiva do meio aquatico
(SOMERO, 1986). Em mamiferos, as trés principais classes sao os poliéis (como sorbitol
e inositol), aminoacidos livres (como glutamato e taurina) e as metilaminas (como
glicerofosforilcolina — GPC, creatina e betaina) (GARCIA-PEREZ & BURG, 1990).
Diversos estudos tem demonstrado a habilidade destes osmolitos em regular prontamente
situacoes de estresse osmotico, tanto em condicbes normais, quanto patolégicas, em
diversos érgaos e tecidos, particularmente no cérebro, coracao, olhos e rins. Isto se deve
provavelmente as severas conseqléncias que alteracdes ibnicas e de volume poderiam
trazer a estes 6rgdos. E interessante ressaltar que cada 6rgdo utiliza diferentes
combinacoes destes osmolitos e que esta combinagéo ainda é diferente nos periodos pré
e pos-natal, e no decorrer da vida até a fase adulta (MILLER et al., 2000).

Recentemente tem sido demonstrado que os osmdlitos podem ter uma importancia
médica, a exemplo do TMAO que pode recuperar proteinas que sofreram um
desdobramento em seu estado normal de conformacdo, como no caso da proteina
reguladora de condutancia transmembrana, envolvida no desenvolvimento da fibrose
cistica. (WELCH & BROWN, 1996). Esta patologia acomete diversos 6rgaos e tecidos,
como pulmdes, intestino e aparelho reprodutor, mas nao acomete 0s rins a0 menos em
parte pelo acumulo de osmodlitos que ajudam a prevenir a desnaturacdo de proteinas
(HOWARD et al., 2003). Outro exemplo baseia-se em um estudo desenvolvido por
BENNION e colegas (2004) em ratos, onde o TMAO é capaz de prevenir uma mudanca
conformacional na regido N-terminal da proteina “prion” (PrP), que a levaria a uma
conversdo em uma forma mutante (PrP*°). Esta forma mutante é envolvida no surgimento
de uma doenga neurodegenerativa conhecida como Encefalopatia espongiforme
transmissivel. Foi verificado que através da adicao do TMAO as células de neuroblastoma
infectadas, as proteinas diminuem seu raio de giro, aumentam o nimero de pontes de
hidrogénio e interacdes proteina-proteina, aumentando o nimero de contatos terciarios e
um ainda melhorando o empacotamento conformacional da estrutura do core protéico.

De acordo com BASKAKOV e colegas (1998), somente um numero muito reduzido
de trabalhos tem focalizado o efeito de osmodlitos em fungdes do organismo ou tecidos

que nao apresentaram evolugao histérica na presenca de metilaminas. Para isso,
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testaram o efeito do TMAO sobre a enzima lactato deidrogenase de musculo esquelético
de coelhos, uma enzima que ndo se desenvolve na presenga desta metilamina. Os
resultados mostram que a K, (constante de Michaelis-Menten) é aumentada pela uréia,
retornando ao seu valor original com adicao de TMAO, em proporgéo 2:1 uréia:TMAO. O
fato de o masculo de mamifero nao ter evoluido na presenca de TMAO, reforca a hipdtese
da compensagao exercida pelos osmolitos compativeis, partindo da premissa que a
compensacao é inerente ao sistema uréia/osmolitos e independente da evolugao histérica
da proteina.

E possivel, portanto, que mesmo em organismos, tecidos ou células que nao
apresentem fisiologicamente, ou que nao estejam expostos diretamente a determinados
osmolitos como sarcosina ou TMAO sejam compativeis com essas substancias. E esta
teoria foi reforcada pelo presente estudo, que demonstra que células musculares de
mamiferos s&o capazes de manter sua producdo de forga, mesmo incubadas em
solugdes contendo diferentes osmdlitos, como sacarose, sarcosina, e TMAO, dependendo
da concentracdo utilizada. Entretanto, cada osmdlito exibe caracteristicas peculiares,
apresentando uma diferente manifestacdo em relacao a esta manutencao de forca. Isso
sugere que os osmolitos apresentam diferentes graus de estabilizacdo sobre a estrutura
das proteinas envolvidas no mecanismo de AEC. Entretanto ainda ha muito o que se
desvendar sobre os efeitos dos osmdlitos nas diferentes fun¢des organicas, assim como

0s mecanismos envolvidos em cada situagéo.
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7. CONCLUSOES

O osmodlito de ocorréncia natural “sarcosina” parece ser compativel com a espécie
estudada, em especial com tecido muscular esquelético, uma vez que é capaz de manter
a contracdo do musculo diafragma e ilio-psoas. Tais efeitos sdo observados quando este
osmolito é empregado em baixas concentracdes (até 100 mM). Em feixes de musculo
diafragma submetidos a eletroestimulacdo neuromuscular, a sarcosina (5, 10 e 50 mM) foi
capaz de manter grande parte da forca contratil. O mesmo efeito ndo foi observado em
feixes expostos a sacarose.

A sarcosina, quando empregada em altas concentracbes (maiores que 100 mM),
assim como a sacarose, pode tornar-se incompativel com a vida, uma vez que diminui
amplamente a contracdo do musculo. A modificacdo da resposta contratil parece ser
ocasionada pela prépria tonicidade do meio, uma vez que nao ha diferengas significativas
na producao de for¢ca obtida com o aumento da tonicidade via sacarose ou sarcosina.
Este decréscimo na produgdo de forga €, entretanto, reversivel, uma vez que as células
recuperam a capacidade normal de produgcdo de forca, apds retornarem as solucoes
isotonicas. Isto reforca a teoria de que a sarcosina possa ser um osmolito compativel com
mamiferos, ndo apresentando efeitos deletérios sobre a contragao muscular.

A sarcosina sugere nao induzir liberagdo de ions célcio do reticulo
sarcoplasmatico, uma vez que nao potencializa a contratura obtida em fibras
permeabilizadas. Por outro lado, também n&o diminui este processo. J& na contratura
potassica, a sarcosina (50 mM) é capaz de incrementar a producao de forca e ainda
produzir uma contratura “per se” em solugdo relaxante. O TMAO, diferentemente da
sarcosina, € capaz de potencializar grandemente a contracdo induzida por estimulo
elétrico indireto, mesmo quando utilizado em concentragdes mais elevadas (300 mM).

Acredita-se que o efeito dos osmolitos seja sobre a estabilidade de estruturas e
fungdes protéicas envolvidas na transmissdo neuromuscular e no AEC. Os osmdlitos
(sarcosina e TMAQ), possuem um coeficiente de reflexao préximo a um, portanto nao
permeiam a membrana. Os mesmos parecem por conseguinte, estar atuando em nivel de
proteinas da membrana. E possivel que a sarcosina, em baixas concentracdes esteja
estabilizando proteinas envolvidas na transmissao neuromuscular e no AEC, como os
receptores DHP, uma vez que demonstra efeitos potencializadores sobre a contratura
potassica e mantém a forca de contracao induzida por eletroestimulagcédo. Ja o efeito do
TMAO parece ser em nivel de placa motora, uma vez que o aumento da tensao basal é
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bloqueado pela adicdo de d-tubocurarina. E com esta investigacdo sugere-se que o0
TMAO seja mais eficaz que a sarcosina na manutengdo de estados conformacionas
protéicos que favorecam o AEC, promovendo a contracao muscular.
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