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RESUMO 

O cálcio é essencial para acoplamento dos processos de excitação e contração da 
fibra muscular esquelética. O entendimento dos mecanismos que regulam a 
concentração de cálcio livre intracelular ([Ca2+]i ) durante a contração é fundamental 
para compreender como a função do músculo esquelético pode estar alterada em 
diferentes condições fisiológicas e patológicas. Segundos mensageiros de Ca2+ 
derivados de NAD+, como a adenosina difosfato ribose cíclico (cADPR) podem regular 
a concentração de [Ca2+]i em diferentes tipos células. Existem evidências que a 
produção de cADPR está aumentada durante a estimulação do músculo e que este 
segundo mensageiro pode aumentar a liberação de Ca2+ através do canal de rianodina 
e aumentar a atividade da bomba de cálcio do retículo sarcoplasmático. Todavia o 
papel do cADPR endógeno na regulação da [Ca2+]i e da função contrátil do músculo 
esquelético durante o desenvolvimento e a recuperação da fadiga ainda não é claro. 
Para testar o papel do cADPR na resistência a fadiga e na recuperação da geração 
de força após a fadiga, o [Ca2+]i e a geração de força foram analisadas em fibras 
únicas isoladas intactas tratadas com um antagonista de cADPR, 8-Br-cADPR. Os 
resultados obtidos mostraram que o tratamento com o antagonista de cADPR não 
alterou a força pico durante estimulações em frequências submáximas e máximas (1, 
10, 20, 30 ,40, 50, 70, 100 e 120 Hz) assim como a [Ca2+]i  representada pela 
fluorescência de INDO-1 (marcador de íons Ca2+). Também não foram observadas 
alterações na resistência à fadiga e na recuperação da geração de força após a fadiga 
(30 minutos). Esses resultados sugerem que o cADPR, endógeno não apresenta um 
papel significativo na função contrátil do músculo esquelético. Consequentemente, 
alterações nos níveis endógenos de cADPR, que podem ocorrer em condições como 
o envelhecimento ou em algumas doenças crônicas, assim como em tratamentos que 
visam manter os níveis de NAD+, precursor de cADPR, não teriam maiores efeitos 
sobre a função muscular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Calcium plays a central role in the excitation-contraction coupling process in skeletal 
muscle fibers. Understanding the mechanisms that regfulate intracellular free calcium 
concentration ([Ca2+]i) during contraction is essential for elucidating how skeletal 
muscle function may be altered in different physiological and pathological conditions. 
Calcium mobilizing second messengers derived from NAD+, such as cyclic adenosine 
diphosphate ribose (cADPR), can regulate [Ca2+]i in various cells types. There is 
evidence that cADPR production increases during muscle stimulation, and that cADPR 
can enhance Ca2+ release trough the ryanodine receptor channel and increase the 
activity of the sarcoplasmic reticulum calcium pump. However, the role of endogenous 
cADPR in regulating [Ca2+]i and skeletal muscle contractile function during 
development and recovery from fatigue remains unclear. To investigate the role of 
cADPR in fatigue resistance and recovery of force generation following fatigue, [Ca2+]i 
and force generation were analyzed in intact isolated single fibers treated with the 
cADPR antagonist, 8-Br-cADPR. The results indicate that treatment with the cADPR 
antagonist did not alter force generation or [Ca2+]i during either submaximal or maximal 
stimulation. No changes were observed in fatigue resistance or in the recovery of force 
generation after fatigue. These findings suggests that endogenous cADPR does not 
play a significant role in skeletal muscle contractile function. Consequently, alterations 
in endogenous cADPR levels, whether due to pathophysiological conditions or 
pharmacological treatments, are unlikely to significantly impact skeletal muscle 
function.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. O processo de contração do músculo estriado esquelético  
Os mecanismos celulares envolvidos na contração do músculo esquelético se 

iniciam com a chegada do estímulo proveniente do sistema nervoso através da 

junção neuromuscular. Esse estímulo gera em um potencial de ação (excitação) 

que percorre todo o sarcolema da célula. A excitação adentra no interior da fibra 

muscular através dos túbulos T, que são invaginações da membrana celular. 

Nessas invaginações se encontram na região das tríades os receptores de 

dihidropiridina (DHPR) dependentes de voltagem. Estes receptores estão 

diretamente conectados aos receptores de rianodina tipo 1 (RYR1) no interior da 

fibra muscular, que atuam como canais de liberação de cálcio do retículo 

sarcoplasmático (RS) (GONG; YAN; LEDFORD, 2021; ROSSI; DIRKSEN, 2006). 

Com a propagação do potencial de ação, ocorrem mudanças na conformação do 

DHPR o qual vai inferir no estado do RyR1, ocasionando a abertura dos canais de 

cálcio e na liberação de íons Ca2+ armazenados no RS. O extravasamento desses 

íons ao citosol aumenta a concentração de Ca2+ livre ([Ca2+]i) na fibra muscular 

esquelética. 

O aumento do [Ca2+]i  é essencial para a contração muscular, uma vez que 

a maior liberação de cálcio do RS aumenta a ligação de íons Ca2+ à troponina C. 

A interação do Ca2+ com a troponina C promove a mudança da conformação 

espacial da tropomiosina e expondo o sítio de ligação da actina e permitindo a sua 

ligação com a miosina. Somente com a exposição dos sítios de ligação na actina 

é possível o estabelecimento de uma ligação forte entre os filamentos grossos e 

finos, permitindo a ocorrência do ciclo das pontes cruzadas, que proporcionará o 

encurtamento do sarcômero e a geração de força (CHENG; PLACE; 

WESTERBLAD, 2018). O relaxamento do músculo esqueléacontece com o 

término do estímulo, a diminuição do [Ca2+]i e o recobrimento do sítio de ligação 

da actina pela tropomiosina impedindo a formação de novas pontes cruzadas. Na 

fibra muscular esquelética, a diminuição do [Ca2+]i ocorre principalmente pelo 

bombeamento do Ca2+ de volta ao RS através da ATPase de cálcio do retículo 

sarco/endoplasmático (SERCA). A SERCA é a proteína mais abundante na 

membrana do RS e no músculo esquelético podemos encontrar 3 isoformas da 
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SERCA. A SERCA-1 é mais abundante em fibras tipo 2 (rápidas ou glicolíticas), 

enquanto a SERCA-2 é mais abundante em fibras do tipo 1 (lentas ou oxidativas) 

(XU; VAN REMMEN, 2021). 

Alterações na liberação de Ca2+ do RS, na atividade da SERCA, ou da 

sensibilidade dos miofilamentos ao Ca2+ podem afetar a geração de força, e o 

desenvolvimento de fadiga. Dessa forma, estudar diferentes mecanismos que 

regulam estes processos apresenta um grande potencial para a identificação de 

novas intervenções terapêuticas, além de aprofundar o conhecimento sobre a 

regulação da função do músculo esquelético.  

1.2. O papel do cálcio durante o desenvolvimento de fadiga 
O desenvolvimento de fadiga na fibra muscular esquelética pode limitar a nossa 

tolerância ao exercício. Tanto fatores centrais (sistema nervoso), tanto fatores 

periféricos (mecanismos celulares) podem ser determinantes para o 

desenvolvimento de fadiga (TORNERO-AGUILERA et al., 2022). Porém, é 

interessante a visão de que a fadiga pode funcionar como um mecanismo de 

proteção celular como sugerido por alguns autores (CHENG; PLACE; 

WESTERBLAD, 2018). O não desenvolvimento da fadiga durante períodos longos 

de contrações muito intensas, poderia levar a fibra muscular esquelética ao 

colapso energético, por exemplo, e por consequência a sua morte (ALLEN; LAMB; 

WESTERBLAD, 2008; TSARBOU et al., 2021). 

Os principais mecanismos celulares envolvidos no desenvolvimento da 

fadiga em fibras musculares esqueléticas durante períodos de contrações 

máximas repetidas incluem: diminuição da capacidade de geração de força pelos 

miofilamentos, diminuição da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca2+ e diminuição 

da [Ca2+]i durante a estimulação. Essas alterações podem  ser atribuídas a fatores 

como: o aumento da concentração dos produtos da hidrólise de ATP (ADP, AMP 

e principalmente Pi e H+), a depleção das reservas de glicogênio e o acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (CHENG; PLACE; WESTERBLAD, 

2018; ØRTENBLAD et al., 2011; SUNDBERG; FITTS, 2019).  

Quando fibras musculares intactas isoladas são estimuladas de maneira 

máxima repetidamente, observa-se um pequeno declínio na geração de força logo 

nas primeiras contrações. Interessantemente, durante essas contrações iniciais a 
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[Ca2+]i tende a aumentar. Esse declínio inicial da geração de força se deve à uma 

diminuição da capacidade dos miofilamentos gerarem força e à redução da 

sensibilidade miofibrilar aos íons Ca2+ (CHENG; PLACE; WESTERBLAD, 2018). 

Já na fase final deste tipo de protocolo de fadiga,  a diminuição da geração de força 

se deve ao aumento excessivo de Pi no meio intracelular que pode afetar a 

[Ca2+]tetânica de duas maneiras: 1) o Pi pode diminuir a ativação de RYR1; 2) o 

aumento da [Pi] faz com que ele adentre no RS através de canais de cloreto, se 

ligando ao cálcio no interior do retículo e o precipitando, diminuindo assim o cálcio 

disponível para liberação durante a estimulação (CHENG; PLACE; 

WESTERBLAD, 2018; LAVER; LENZ; DULHUNTY, 2001).  

A diminuição da geração de força após contrações máximas repetidas é 

observada ainda pós um período de descanso. Este fenômeno é mais significativo 

durante estimulações de baixa frequência sendo chamado de diminuição 

prolongada da força em baixa frequência  (prolonged low frequency force 

depression - PLFFD) (RICHARDS et al., 2024). A PLFFD é observada tanto em 

modelos experimentais com fibras únicas isoladas quanto em músculos in vivo 

(CHAILLOU; CHENG, 2019). As principais causas que levam ao desenvolvimento 

da (PLFFD) são a diminuição da liberação de cálcio do RS e da sensibilidade dos 

miofilamentos aos íons Ca2+ (CHAILLOU; CHENG, 2019).Uma vez que, a maioria 

Figura 1. Variação da força e razão de INDO-1 durante um protocolo de fadiga. Exemplo do 
desenvolvimento fadiga em uma fibra isolada intacta de camundongo. O protocolo de estimulação utilizou de  
estimulações seguidas máximas. A variação da geração  da força e do [Ca2+]i  (razão da fluorescência de indo-
1) entre a primeira contração, décima e octogésima estimulação estão ilustradas.  
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das atividades do nosso dia-dia  acontecem em frequências de estimulações 

submáximas (JONES, 1996), o estudo da PLFFD é bastante relevante para 

situações em que a função do músculo está diminuída e associada a baixa 

tolerância ao exercício. 

1.3. Segundos mensageiros de Ca2+ derivados de NAD+ 
 Os segundos mensageiros de cálcio derivados de NAD+, cADPR 

(adenosina difosfato ribose cíclico) e ADPR (adenosina difosfato ribose) 

começaram a ser estudados na década de 80.  Primeiramente descritos em ovos 

de ouriço do mar, onde o NAD+ era lentamente convertido em um nucleotídeo 

liberador de cálcio (D’ERRICO et al., 2018). Anos mais tarde foi descoberto que 

esse composto derivado de NAD+ capaz de regular o [Ca2+]i era o cADPR, segundo 

mensageiro de cálcio que este trabalho foca como objeto de estudo (DOUSA; 

CHINI; BEERS, 1996). 

Existem evidências de que a formação de cADPR pode aumentar durante 

estimulação elétrica de fibras isoladas e no músculo durante o exercício (PARK et 

al., 2015, 2018). Todavia os mecanismos de formação dos segundos mensageiros 

Figura 2. O Segundo mensageiro de cálcio cADPR. Possíveis mecanismos de formação do cADPR e 
possíveis locais de atuação e regulação deste segundo mensageiro de cálcio na fibra muscular esquelética. 
Fonte: Produção do autor através do software BioRender. 
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de cálcio derivados de NAD+ no músculo esquelético ainda não são bem definidos. 

A enzima multifuncional CD38 é apontada como um dos principais catalisadores da 

síntese de cADPR a partir do NAD+ (CHINI et al., 2018; DOUSA; CHINI; BEERS, 

1996; PARK et al., 2018). Através da sua atividade ciclase a enzima produz o 

cADPR, e com sua atividade hidrolase a enzima é capaz de produzir também o 

ADPR, em ambos os casos tendo como produto também a nicotinamida (NAM) 

(CHINI et al., 2018). Entretanto, em um estudo com animais CD38-knockout, ainda 

foi observada a formação de cADPR no músculo esquelético após 15 minutos de 

exercício forçado em esteira, sugerindo que outra enzima ADP-ribosil ciclase 

também pode ser responsável por sintetizar cADPR no músculo esquelético 

durante o exercício (PARK et al., 2018).  

Já o ADPR também pode ser formado pela sirtuína-6 (SIRT6), uma enzima 

deacetilase que também catalisa reações de ribosilação de ADPR. Em células 

pancreáticas a SIRT6 foi demonstrada regular a [Ca2+]i de maneira dependente da 

formação de ADPR, porém o seu papel na formação de ADPR no músculo ainda 

não foi estudado (BAUER et al., 2012; SONG et al., 2016). 

Apesar dos mecanismos de formação desses segundos mensageiros de Ca2+ 

derivados de NAD+ durante a contração do músculo esquelético não estarem 

totalmente claros, o aumento de suas formações durante a estimulação sugere que 

eles podem ser importantes para regulação da função contrátil do músculo, a 

durante e após um período de contrações/estimulações seguidas que desenvolvem 

fadiga na fibra do músculo esquelético. 

 

1.4. Regulação da [Ca2+]i pelo cADPR em fibras do músculo 
esquelético 

O cADPR foi mostrado aumentar o transiente da [Ca2+]i durante a 

estimulação elétrica de fibras isoladas (PARK et al., 2018). Todavia o exato 

mecanismo de ação deste segundo mensageiro no músculo esquelético ainda não 

é claro. Alguns estudos indicam que o cADPR pode aumentar a liberação de cálcio 

se ligando diretamente ao receptor de rianodina do canal de cálcio do RS da fibra 

muscular esquelética - RYR1 (PARK et al., 2018; YAMAGUCHI; KASAI, 1997). A 

ligação direta do cADPR ocorreria através dos sítios de ligação de nucleotídeos de 
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adenina dos canais RYRs. Porém, em condições fisiológicas, esse efeito pode não 

ser significativo devido à presença de altas concentrações de competidores por 

esses sítios de ligação a nucleotídeos como o ADP e ATP (VENTURI et al., 2012). 

É sugerido também que o cADPR interaja com proteínas ligantes do RYR 

como as proteínas de ligação à FK506 (FKBPs) (KOLOS et al., 2018). A FKBP12, 

ou calstabina-1, é a isoforma que interage com o RYR1, regulando a sua abertura 

na fibra muscular esquelética, enquanto a isoforma FKBP12.6 parece regular o 

RYR2 no músculo cardíaco (KOLOS et al., 2018). Porém, é provável que a 

FKBP12.6 também possa interagir com o RYR1 (VENTURI et al., 2014). O cADPR 

pode se ligar a FKBP12 e FKBP12.6 resultando na sua dissociação do RYRs  e 

com isso aumentar o vazamento de Ca2+ por este canal (WANG et al., 2004). 

Existem uma série de estudos mostrando que a FKBP12  interage com o RYR1 e 

estabiliza esse canal na forma fechada no músculo esquelético (GONANO; JONES, 

2017; IVARSSON et al., 2019). Interessantemente o exercício intenso pode resultar 

em modificações pós-transducionais da FKBP12 ou calstabina 1 e na sua 

dissociação do RYR1 aumentando o vazamento de Ca2+ do RS após o exercício 

ou estimulação intensa (IVARSSON et al., 2019). Porém, ainda não se sabe se o 

cADPR é importante para regular a caltsabina-1 no músculo esquelético durante ou 

após um período de contrações intensas. Ainda, a regulação do RYR1 pela 

FKBP12 e FKBP12.6 no músculo esquelético é controversa. Enquanto alguns 

estudos indicam que a FKBP12 regula abertura do RYR1 outros já indicam um 

controle no estado fechado, assim como outros estudos demonstram que o 

FKBP12 teria a uma função tanto em estados abertos e fechados do RYR1 

(GONANO; JONES, 2017; WITHERSPOON; MEILLEUR, 2016). 

O cADPR também pode controlar a [Ca2+]i no músculo esquelético através 

da regulação da atividade da SERCA. Recentemente foi mostrado que o cADPR se 

liga à SERCA no músculo esquelético aumentando sua atividade durante o 

relaxamento muscular (PARK et al., 2018). observado que o exercício aumenta a 

expressão de CD38 em células isoladas do gastrocnêmio  de camundongos que 

realizaram exercício em esteira, isso se sustenta até 6 horas após o exercício e por 

consequência aumento nas concentrações de cADPR. Esse aumento na 

concentração de cADPR ativa a SERCA, promovendo uma maior  captação de Ca2+ 

de volta ao RS. Este aumento da captação do cálcio pelo RS mantém sua 

disponibilidade para liberação do RS durante a estimulação, contribuindo para a 
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capacidade de geração de força do músculo esquelético. Outro estudo observou 

que o cADPR é importante para regular a captação de glicose no músculo induzida 

pela estimulação elétrica de maneira dependente ao aumento dos níveis de [Ca2+]i 

(PARK et al., 2015). Apesar de haver evidências de que o cADPR pode regular o 

[Ca2+]i no músculo esquelético, ainda não se sabe qual é a importância desse 

segundo mensageiro na regulação da [Ca2+]i e a geração de força durante o 

desenvolvimento de fadiga e para capacidade de geração de força durante a 

recuperação pós-fadiga. 
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2. HIPÓTESE 
A hipótese central deste trabalho é que o segundo mensageiro de cálcio 

derivado de NAD, cADPR é importante para a regulação da [Ca2+]i , para geração 

de força, resistência a fadiga e na recuperação pós fadiga em fibras musculares 

esqueléticas. 
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3. OBJETIVOS 
Definir a importância do segundo mensageiro de Ca2+, cADPR, no processo de 

excitação contração, na resistência à fadiga e recuperação da função contrátil após 

fadiga do músculo esquelético. 

Objetivos específicos 
• Definir o efeito do tratamento com antagonista de cADPR na geração de força 

e resistência à fadiga de fibras únicas isoladas e intactas. 

• Definir o efeito do tratamento com antagonista de cADPR na dinâmica de [Ca2+]i 

em fibras únicas isoladas e intactas. 

• Definir o efeito do tratamento com antagonista de cADPR na recuperação da 

geração de força e na [Ca2+]i após a fadiga. 
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4. MÉTODOS 

4.1. Considerações éticas 
Todos os experimentos foram realizados no Instituto de Biologia da 

Universidade Estadual de Campinas (IB-UNICAMP) de acordo com as exigências 

do Conselho Nacional de Controle de Experimento animal (CONCEA) e Comitê de 

Ética e Utilização Animal da UNICAMP (CEUA-UNICAMP). Os experimentos foram 

aprovados pelo CEUA-UNICAMP, com o número (5998-1/2022) (anexo 1). 

 

4.2. Animais 
Camundongos C57BL/6J machos foram mantidos em biotério controlado 

com ciclo claro/escuro (12/12 h), com temperatura e fluxo de ar controlados (~23 

ºC). Com acesso água e comida 24 h. Os camundongos foram sacrificados por 

overdose de anestésicos (combinação de ketamina e xilazina) com 10-12 semanas 

de vida. 

 

4.3. Fibras Únicas Isoladas 
O músculo flexor digitorum brevis (FDB) foi dissecado imediatamente após 

sacrifício dos camundongos. Possuindo a constituição aproximadamente de 44% 

de fibras lla, 52% de fibras llx e apenas 4% fibras do tipo l (TARPEY et al., 2018). 

Estas fibras únicas e intactas do músculo FDB foram dissecadas utilizando 

microtesouras e  micropinças em solução de dissecção de Tyrode (136 mM NaCl, 

5 mM KCl, 1,8 mM CaCl2.2H2O, 0,5 mM MgCl2.6H2O, 0,4 mM NaH2PO4, 11,9 mM 

NaHCO3 e 5,5 mM glicose) (CHENG; WESTERBLAD, 2017). A dissecção das 

fibras foi feita utilizando um microscópio stereozom com campo claro/escuro e 

aumento de até 80x. A dissecção mecânica é realizada mantendo os tendões 

intactos. Em seguida clipes de folha de alumínio em formato de T foram presos em 

cada tendão da fibra isolada. A célula com os clipes foi montada em uma câmara 

experimental (modelo Nº. 801C, Aurora Scientific Inc., Aurora, ON, Canadá) (Fig. 

3) estando com um dos clipes presos a um transdutor de força (modelo Nº. 403B, 

Aurora Scientific Inc) e outro clipe preso a um braço móvel (YOUHANNA et al., 

2023). Nesta câmara a fibra é mantida em um banho de 400 µl com um fundo de 
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vidro adequado para microscopia de fluorescência e posicionada entre dois 

eletrodos de platina utilizados para estimulação dela. Esse aparato conta com um 

sistema de perfusão e de controle de temperatura. A fibra foi constantemente 

banhada com solução de Tyrode de perfusão (121 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,8 mM 

CaCl2, 0,5 mM MgCl2, 0,4 mM NaH2PO4, 24 mM NaHCO3, 5,5 mM glucose e 0,1 

mM EDTA). A solução de perfusão foi borbulhada com mistura de gás 95% O2 e 

5% CO2. A obtenção de fibras isoladas por dissecção mecânica permite a manter 

os tendões conectados à fibra, os quais podem ser acoplados à um transdutor de 

força. Esse modelo possibilita a medição simultânea da força gerada e de 

parâmetros 

intracelulares, como a 

[Ca2+]i, em tempo real, 

por microscopia de 

fluorescência. Embora 

seja possível o uso de 

fibras isoladas por 

digestão enzimática 

para a análise da função 

contrátil através da 

medida do 

encurtamento do 

sarcômero, sua 

aplicação em protocolos 

de estimulações repetidas máximas, que induzem a fadiga, apresenta limitações. 

Nessa preparação, as fibras deve ser aderidas a uma superfície de vidro, o que 

frequentemente impede seu retorno ao comprimento inicial após contrações 

sucessivas, comprometendo a avaliação da função contrátil ao longo do 

desenvolvimento da fadiga.   

 

 

 

 

Figura 3. Obtenção de fibras isoladas únicas. Instrumentação e 
dissecção para obtenção de uma única fibra muscular, desde a retirada 
do músculo da pata traseira do camundongo C57BL/6J até a 
preparação de uma única fibra isolada intacta na câmera experimental. 
Produção do autor através do software BioRender. 
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4.4. Análise da Força e da [Ca2+]i 
 
As medidas de força e [Ca2+]i foram realizadas simultaneamente durante a 

estimulação das fibras. Para as medidas de força foi utilizado um transdutor de 

força sendo adquiridas utilizando o software 615-A, Aurora scientific Inc. Para 

análise da [Ca2+]i foi utilizado o marcador fluorescente de Ca2+ INDO-1 AM 

(Invitrogen / molecular probes, Life Technologies). As fibras isoladas foram 

incubadas com solução de Tyrode contendo INDO-1 AM (10 µM) e ácido plurônico 

0,1% (Pluronic F-127, Sigma) por 1 hora em temperatura ambiente seguido de 20 

minutos de lavagem com solução de Tyrode de perfusão contendo 0,2% FBS. O 

INDO-1 é excitado em 350 nm e emite fluorescência em dois comprimentos de 

onda (405 nm quando livre de Ca2+ e 495 nm quando ligado ao íon Ca2+). Para 

leitura de fluorescência o aparato contendo a célula isolada foi posicionado no 

estágio um microscópio de fluorescência invertido com um sistema de fotometria 

que inclui um monocromador (fonte de luz), filtros e fotomultiplicadores (PMT) para 

detecção dos sinais de fluorescência. Foi utilizado o sistema RatioMaster de um 

Figura 4. Sistema de estudo de fibra isoladas. Setup dos equipamentos utilizados para estudo de 
força e razão de INDO-1 ([Ca2+]i) durante a estimulação da fibra isolada de músculo esquelético. 
Produção do autor através do Software BioRender. 
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laboratório satélite do LABNECC (Laboratório Nacional de Estudos do Cálcio 

Celular, localizado no IB – UNICAMP). Os resultados foram obtidos através do 

software PTI FelixGx (Horiba) (Fig. 4). 

O pico de força gerada (Fpico em mN) foi determinado pelo software 611A-

Dynamic Muscle Analysis (DMA, Aurora Scientifc). Já as alterações na [Ca2+]i foram 

estimadas através da razão entre as emissões de fluorescência de INDO-1 da fibra 

excitada (495/405 nm), média dos 100 ms finais da estimulação da fibra (350 ms). 

 

 

 

4.5. Protocolos experimentais 

4.5.1. Comprimento ideal (L0)  
Antes de qualquer análise foi determinado o comprimento ideal da célula que 

resulta na maior geração de força pela fibra (L0). O L0 foi determinado estimulando 

a fibra com trens de 40 Hz (duração do trem de 350 ms, duração do pulso de 0,5 

ms e 8 V) com 1 minuto de intervalo entre cada estimulação.  Além disso foi medido 

o diâmetro da fibra, para o cálculo da área transversal, desta forma é calculado a 

tensão máxima (kPa) através da força gerada no L0 em 100 Hz, fibras com tensões 

muito baixas foram descartadas do estudo (fibras gerando força máxima durante 

estimulação a 100 Hz abaixo de 250 kPa não foram utilizadas para análise). 

Nossas fibras deram em média 425.87 ± 23.54. 

 

4.5.2. Curva Força-Frequência 
Após a definição do L0 foi realizado um protocolo de estimulação para obtenção 

de uma curva de força-frequência (FF). Para obtenção da curva FF as células 

foram estimuladas a 8 V, com duração do trem de 350 ms, duração do pulso de 

0,5 ms e frequências de estimulação de 1, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100 e 120 Hz 

respectivamente a cada 1 minuto. Para definir o papel do cADPR, fibras isoladas 

foram incubadas com um antagonista de cADPR por 30 min. Para garantir que 

esse período de incubação por si só, não influenciasse a geração de força, foi 

necessário realizar uma análise controle. Para isso, após 30 minutos de repouso 
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em solução de Tyrode, algumas fibras foram estimuladas novamente para 

obtenção de uma segunda curva FF (FF2), com o objetivo de avaliar o efeito do 

tempo de repouso na geração de força. Logo após a obtenção das curvas FF as 

células do grupo tratado foram incubadas com o antagonista de cADPR, o 8-Br-

cADPR (20 µM - Cayman-Chem) por 30 minutos. Após esse período de incubação 

uma nova curva FF foi obtida. As células do grupo controle foram incubadas com 

veículo (solução de Tyrode) e submetidas ao mesmo protocolo de estimulação que 

as fibras tratadas.  

 

4.5.3. Fadiga 
Após um intervalo de 20 minutos do último protocolo de FF, as fibras isoladas 

foram submetidas a um protocolo de fadiga (FAT). Neste protocolo as fibras foram 

estimuladas com trens de 350 ms de duração, 0.5 ms de duração de pulso e 

frequência de 100 Hz (contração máxima). A estimulação foi realizada inicialmente 

uma vez a cada 4 s durante 2 minutos, seguido de 2 minutos sendo estimuladas 

uma vez cada 3 segundos, seguido de 2 minutos realizando uma contração a cada 

2 segundos e outro período realizando uma contração a cada 1 segundo (CHENG; 

WESTERBLAD, 2017). O protocolo foi interrompido quando a força pico (Fpico) 

gerada era igual a ~50% do valor da força pico da primeira contração inicial, sendo 

este momento definido como ponto de fadiga (CHENG; WESTERBLAD, 2017).  

 

4.5.4. Recuperação pós fadiga 
Para estudar a diminuição duradoura da geração de força em baixas 

frequências induzida pela fadiga (PLFFD) as células foram novamente estimuladas 

30 minutos após o término do protocolo de fadiga, para obter uma curva FF 

(CHENG et al., 2015). 
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4.6. Desenho experimental 
As fibras foram separadas em dois grupos, Não Tratado e 8-Br-cADPR (tratado 

com antagonista de cADPR). Ambos os grupos passaram pela Sequência L0 → 

FF1controle → FF2controle/tratado → Fadiga → FF3 (PLFFD). Sendo que no grupo 8-Br-

cADPR entre a FF1 e a FF2 foi realizado o tratamento com o antagonista de 

cADPR  no intervalo de 30 minutos. L0 → FF1controle → FF2controle → FF3tratado → 

Fadiga → PLFFD.  Esses resultados de FF1controle x FF2controle foram colocados 

juntos dos resultados controle do grupo não tratado. 

 

4.7. Estatística e tratamento dos dados 
Os valores estão apresentados com média ± erro padrão. Foram utilizados 

teste-t ou two-way ANOVA (pareado e não pareado) seguido de pós-teste de 

Sidaks para determinar a existência de diferenças estatísticas (P < 0,05) entre os 

grupos (Controle, 8-Br-cADPR). Todas as análises foram feitas utilizando o 

software Graphpadprism 8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, Ca, USA) e um 

valor de P<0.05 foi considerado significante. 

Para a força e frequência as análises foram feitas com a média do valor dos 

100 ms finais da Fpico (mN) e normalizando os valores em % (Fpico xHz  / Fpico 100Hz 

*100) e (Fpico pós-tratamento / Fpico pré-tratamento *100). Para as medidas de fluorescência, 

foram analisados os 100 ms finais de cada estimulação comparando o momento 

Figura 5. Desenho experimental. Sequência de etapas seguidas em cada um dos grupos que as fibras 
isoladas foram colocadas 
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pós e pré-tratamento com 8-Br-cADPR em % da mesma forma como da força. Para 

a fadiga foi analisado a média de tempo e do número de estimulações entre as 

fibras não tratadas versus fibras tratadas com 8-Br-cADPR. E para o pós-fadiga foi 

feita análise apenas de estimulações em 30, 50 e 100 Hz comparando a força 

gerada e o sinal de  fluorescência de INDO-1 da mesma fibra, antes e 30 minutos 

após o protocolo de fadiga. 
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5. RESULTADOS 

5.1. O efeito do tempo sobre a Fpico e [Ca2+]i em diferentes 
frequências de estimulação 

Devido ao tempo de tratamento com antagonista ser de 30 minutos, foi 

necessário testar o efeito deste tempo de incubação sobre a capacidade de gerar 

força das fibras, para distinguir se as possíveis alterações na força e na dinâmica 

de cálcio seriam causadas pelo tempo ou pelo tratamento com o antagonista.  

Em frequências submáximas e máximas (1 a 120Hz) não foram notadas 

diferenças na força gerada após um período de 30 minutos de repouso 

simulando o período de incubação com o antagonista (Fpico absoluta em mN e 

força relativa a força em 100 Hz em porcentagem (n = 11) (Fig 6). Não foram 

observados nas medidas de fluorescência de INDO-1 (marcador de Ca2+) 

diferenças significativas entre as duas FFcontrole (n = 7) (Fig 7.). 
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Figura 6. Força e frequência controle x controle 30 min após a primeira FF.  
A – Força pico em mN.  
B- Força em porcentagem referente a Fpico  de 100 Hz do primeiro protocolo (Fx/F100Hz *100). 
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5.2. O efeito do tratamento com antagonista de cADPR na 
Fpico em diferentes frequências de estimulação 

Para verificar a relação entre o cADPR e a geração de força nas fibras, foi 

analisada a Fpico, antes e após o tratamento com 8-Br-cADPR (n = 9). O 

tratamento com esse antagonista apenas alterou a nas frequências submáximas 

de 20 Hz (0,1408  0,027 mN vs. 0,1256  0,024 mN; para CONTROLE e 8-Br-

cADPR respectivamente; P = 0,0042) e 30 Hz (0,1967  0,023 mN vs. 0.1849  

0,026 mN; para CONTROLE e 8-Br-cADPR respectivamente; P = 0,0340). 

Quando a força relativa à máxima de 100 Hz foi analisada, foi observada 

diminuição somente para estimulação em 20 Hz (54,86  9,004% vs 49,86 

9,039% para CONTROLE e 8-Br-cADPR respectivamente; P = 0,034). Nas 

demais frequências não foram observadas diferenças significativas após o 

tratamento com 8-Br-cADPR (Fig 8.). 

O mesmo efeito foi observado quando analisamos a fluorescência de INDO-

1 (n = 9), que também apresentou diminuição de seus valores apenas na 

frequência de 20 Hz (Controle = 76,28  2,46 versus 83,62 ± 2,31 % da razão 

em 100 Hz para Controle e 8-Br-cADPR respectivamente; P = 0.0200). 
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primeira FF. % da fluorescência normalizada pela 
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protocolo de FF (Fluorescência INDO-1/ 
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5.3. Tratamento com o antagonista 8-Br-cADPR ao longo de 
um protocolo de fadiga 

Para analisar se o cADPR possui algum efeito no desenvolvimento da fadiga, 

fibras controle (sem tratamento) e fibras tratadas com 8-Br-cADPR passaram por 

um protocolo de contrações máximas repetidas.  Não foram encontradas 

diferenças significativas no tempo de desenvolvimento de fadiga (<50% Fpico 

inicial) (n = 5) (Fig 9.), nem no número de contrações necessárias para observar 

diminuição de 50% da força pico da primeira contação do protocolo de fadiga 

(Fig 9.) 

5.4. Recuperação da força e da [Ca2+]i após 
desenvolvimento de fadiga 

Após a indução da fadiga, foi analisada a recuperação da força após um 

período de recuperação de 30 min. As força geradas nas frequências de 30 Hz, 

50 Hz e 100 foram comparadas com os valores obtidos nas mesmas frequências 
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Figura 8. Protocolo de FF em fibras que 
passaram pelo tratamento com 8-Br-cADPR. 
 A – Força (mN) 
B Força em porcentagem referente a Fpico  de 
100 Hz do primeiro protocolo (Fx/F100Hz *100) 

C- Fluorescência INDO-1/ Fluorescência 
INDO -1 em 100 Hz *100 
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antes do protocolo de fadiga, em cada fibra (FFpós fadiga / FFpré fadiga *100). Como 

esperado, foram observadas diminuições  na geração de força submáxima (30 

Hz) em ambos os grupos 30 minutos após a fadiga. Porém, não foram 

observadas diferenças significativas na diminuição da força durante 

estimulações submáximas entre fibras controle e tratadas com 8-Br-cADPR. (Fig 

10.). Interessantemente quando analisado a fluorescência de INDO-1 

percebemos que a medida representativa de cálcio está aproximadamente 100% 

recuperada em todas as frequências, enquanto o grupo 8-Br-cADPR apenas em 

100 Hz. Entretanto, os testes estatísticos não demonstram significância. 

 

Figura 9 – Protocolo de Fadiga – Fibras Controle x Fibras tratadas com 8-Br-cADPR. 

A- Tempo médio e tempo de cada fibra para desenvolvimento de Fadiga (50 % da Fpico 
inicial). 

B- Média e valores individuais do número da contração em que foi observado o 
desenvolvimento de fadiga (<50 % da Fpico inicial). 

0 60 120 180 240 300

Controle

8-Br-cADPR

Tempo (s)

A

0 20 40 60 80 100

Controle

8-Br-cADPR

Contração (nº)

B

Figura 10 – Força e Fluorescência de INDO-1 após desenvolvimento de Fadiga. Comparativo 
entre grupo controle (sem tratamento) e grupo 8-Br-cADPR (tratado com antagonista de cADPR), 
média e valor de cada fibra relativa a mesma frequência antes do desenvolvimento de Fadiga. A- 
Força pico. B- Fluorescência de INDO-1 
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6. DISCUSSÃO 
O presente estudo investigou o papel do cADPR endógeno na [Ca2+]i, na 

geração de força, durante a estimulação e no desenvolvimento da fadiga, e 

na recuperação após a fadiga em fibras musculares esqueléticas isoladas e 

intactas. Não foram observadas alterações na função contrátil e na [Ca2+]i 

durante a estimulação de fibras tratadas com o antagonista de cADPR, 8-Br-

cADPR. Assim, os resultados observados sugerem que o cADPR endógeno 

não deve ser importante para o controle do [Ca2+]i, da geração de força e 

resistência à fadiga em fibras musculares esqueléticas isoladas de 

camundongos 657BL/6J jovens e saudáveis.  

O cADPR tem sido descrito como capaz de  aumentar a [Ca2+]i ao se ligar 

diretamente ao RyR1, ou de forma indireta, através de sua interação com a 

FKBP12, que promoveria sua dissociação do RyR1, aumentando o 

extravasamento de íons Ca2+ do RS para o citosol (GONANO; JONES, 2017; 

PARK et al., 2015). Existem evidencias que o cADPR também pode interagir 

diretamente com a SERCA, aumentando a sua atividade e a captação íons 

Ca2+ pelo RS e por consequência a disponibilidade de cálcio no RS (PARK 

et al., 2018). O primeiro objetivo deste estudo foi analisar se o tratamento de 

fibras isoladas intactas com o 8-Br-cADPr resultaria em diminuição dos 

valores de [Ca2+]i e da geração de força durante a estimulação. Quando fibras 

isoladas foram submetidas à dois protocolos de estimulação para obtenção 

de curvas FF, separadas por 30 minutos de repouso e sem nenhum 

tratamento, não foram observadas alterações na função contrátil e na [Ca2+]i. 

Estes resultados confirmam que o tempo adotado para a incubação com o 8-

Br-cADPR não resulta em alterações na função contrátil e controle do [Ca2+]i.  

Quando comparado a Fpico das fibras tratadas com 8-Br-cADPR antes e 

depois do tratamento com o antagonista, foi obervado uma diminuição da 

força pico apenas nas frequências de estimulação de 20 Hz e 30 Hz. A 

análise da razão do sinal de fluorescência de INDO-1 também demonstrou 

um valor menor nas fibras tratadas com 8-Br-cADPR na frequência de 20 Hz, 

sugerindo que a diminuição da força resultou de uma menor [Ca2+]i durante a 

estimulação em 20 Hz. Na hipótese inicial deste trabalho, era esperado 

observar uma diminuição da [Ca2+]i durante a estimulação das fibras tratadas 
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com o antagonista de cADPR, assim como uma menor geração de força, 

como demonstrado por Park e colaboradores em relação à [Ca2+]i em fibras 

dissecadas enzimaticamente (PARK et al., 2015). No estudo de Park e 

colaboradores, o [Ca2+]i  se mostrou significativamente reduzido em fibras 

tratadas com 8Br-cAPR em relação às fibras controle durante períodos de 

estimulação contínua que variaram de ~1 min e 5 a 10 minutos (PARK et al., 

2018) Contudo, os parâmetros de estimulação usados no estudo de Park e 

colaboradores (1 Hz, 50 V de 5 a 10 minutos estimulação contínua) divergem 

do protocolo usado neste presente trabalho (1 a 120 Hz, 350 ms duração do 

trem, 8V). Apesar da diferença nos parâmetros de estimulação, ainda era 

esperado observar alterações na [Ca2+]i  e na geração de força nas fibras 

tratadas com o antagonista de cADPR , considerando que estudos anteriores 

demonstraram reduções bastante significativas (~45%) da [Ca2+]i  durante a 

estimulação após o tratamento com 8-Br-cADPR Apesar desta diferença 

entre os protocolos de estimulação,  ainda era esperada a diminuição da 

[Ca2+]i devido ao tratamento com o antagonista de cADPR ser o mesmo 

(mesma concentração e mesmo tempo de tratamento) e o efeito agudo que 

este teve sobre a [Ca2+]i no estudo do Park. O protocolo de estimulação deste 

estudo foi respaldado em outros estudos que utilizaram de medidas de força 

e fluorescência simultâneas (GANDRA et al., 2018). 

 O presente estudo também investigou os efeitos de períodos mais 

prolongados de estimulação, como discutido a seguir, focando nos efeitos do 

8-Br-cADPR em protocolos de estimulações que induzem à fadiga. Nestes 

protocolos, as fibras foram estimuladas intermitentemente por períodos de 

até ~4 min. Além disso, o é importante salientar que estudo de Park e 

colaboradores fez o uso de  fibras isoladas por digestão enzimática, este 

método de isolamento pode afetar a dinâmica da [Ca2+]i durante a 

estimulação (GINESTE et al., 2022).  

O presente estudo também esperava que o cADPR poderia apresentar 

um papel importante para determinar a resistência à fadiga no músculo 

esquelético uma vez que: 1- O cADPR pode ter sua formação aumentada 

após exercício físico e durante períodos prolongados de estimulação (PARK 

et al., 2015); 2- O possível papel do cADPR sobre a SERCA, aumentando 



34 
 

 
 

sua atividade, sendo que sua atividade da SERCA diminui com o 

desenvolvimento de fadiga (PARK et al., 2018). 3- A interação do cADPR com 

RYR1 controlando sua abertura . Entretanto, o tratamento com o antagonista 

de cADPR não resultou em alterações no tempo de desenvolvimento de 

fadiga nas fibras isoladas intactas no presente estudo (tempo para Fpico 

diminuir para  50% ou menos da Fpico inicial durante um período de 

contrações máximas repetidas). 

Uma das principais causas do desenvolvimento de fadiga na fibra 

muscular é a diminuição da [Ca2+]i durante a estimulação. Esse efeito pode 

ser causado pela regulação dos canais de Ca2+ RyR1 e alterações na 

atividade da SERCA e a menor disponibilidade desse íon durante a 

contração, seja por uma menor ativação da RyR1, seja pela precipitação de 

cálcio no RS devido a entrada de Pi (CHENG; PLACE; WESTERBLAD, 

2018). No  tecido muscular, assim como em outros tecidos, o cADPR é 

descrito regular tanto a SERCA, quanto os RYRs (GUSE, 2015; LEE, 2012; 

VENTURI et al., 2012). Estudos do nosso grupo, demostraram que o 

tratamento de fibras isoladas com um ativador específico da SERCA, 

CDN1163, resultou em diminuição da resistência à fadiga, provavelmente 

devido à um maior gasto energético associado ao aumento da atividade da 

SERCA (dados não publicados).Os resultados do presente estudo, onde o 

tempo para o desenvolvimento de fadiga não se alterou em fibras tratas com 

8-Br-cADPR, sugerem que o cADPR não deve ser importante para regular a 

atividade da SERCA ao longo de um protocolo de estimulações máximas 

intermitentes que induzem a fadiga.  

Outra possibilidade é que o tratamento com 8-Br-cADPR poderia resultar 

em uma menor [Ca2+]i durante a estimulação devido à um possível efeito 

desse composto na interação entre o cADPR e a proteína FKBP12. A 

FKBP12 interage com o RyR, aumentando a frequência de ativação do canal 

(GABURJAKOVA et al., 2001; KOLOS et al., 2018; VENTURI et al., 2014). A 

ligação do cADPR à FKBP12 pode resultar em desassociação da FKBP12 do 

RYRs (WANG et al., 2004). Já foi demonstrado, no músculo esquelético de 

camundongos submetidos à três semanas de exercício voluntário em rodas 

de corrida, ocorre uma maior dissociação da FKBP12 do RYR1 o que causa 
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um maior vazamento de cálcio do RS . No entanto, não é claro se um possível  

aumento nas concentrações de cADPR está envolvido nesse processo, 

também descrevendo uma maior tolerância ao exercício em 24h na 3ª 

semana (IVARSSON et al., 2019). Portanto, como descrito anteriormente, o 

tratamento com 8-Br-cADPR realizado no presente estudo não interferiu no 

desenvolvimento de fadiga, sugerindo que o cADPR endógeno não deve ter 

um papel crucial na regulação da [Ca2+]i e da função contrátil durante 

períodos de estimulação intensas que levam ao desenvolvimento de fadiga. 

Por fim um dos objetivos desse trabalho foi analisar o efeito do tratamento 

com 8-Br-cADPR na recuperação da fadiga. Como relatado em vários 

estudos, nós também observamos uma diminuição duradoura na geração de 

força em baixas frequências (PLFFD) após a fadiga, especialmente durante 

a estimulação à 30 Hz 30 minutos após a fadiga. Entretanto, nossos 

resultados sugerem que houve uma recuperação quase que total da [Ca2+]i , 

como indicado pela razão do sinal de INDO-1 durante a estimulação 30 

minutos após a fadiga. Isso sugere que no presente estudo a menor geração 

de força durante a recuperação da fadiga está relacionada à uma menor 

sensibilidade dos miofilamentos ao Ca2+. Contudo o tratamento com 

antagonista de cADPR não demonstrou alterações nas medidas  de razão de 

INDO-1 e força em nenhuma frequência, mostrando que a recuperação pós 

fadiga não foi diferente  entre os dois grupos. Portanto o cADPR não se 

demonstrou importante para a regulação do Ca2+ e geração da força durante 

a recuperação após o desenvolvimento de fadiga. Para aumentar o efeito da 

PLFFD poderia ser prolongado o protocolo de desenvolvimento de fadiga até 

30% da Fpico inicial.  

Os resultados descritos neste estudo sugerem que o tratamento agudo 

com antagonista de cADPR, 8-Br-cADPR não traz efeitos no 

desenvolvimento de fadiga e na geração de força, também não prejudicando 

contrátil do músculo esqeulético. Uma das formas que a geração de cADPR 

pode estar diminuída nas fibras do músculo esquelético é com a inibição da 

enzina CD38 (PARK et al., 2018). O aumento da atividade da enzima CD38 

no musculo esquelético tem sido relacionado à perda da função do músculo 

no envelhecimento (CAMACHO-PEREIRA et al., 2016). Essa perda da 
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função do músculo causada pelo aumento da atividade da CD38 está 

relaciona à diminuição dos níveis de NAD+, uma coenzima primordial para 

homeostase do corpo e função muscular, cujo consumo é intensificado pelo 

aumento da expressão e atividade da CD38 no envelhecimento (CAMACHO-

PEREIRA et al., 2016).  A CD38 também tem sido alvo de diversos estudos 

visando o entendimento de seus mecanismos de ação e ao desenvolvimento 

de estratégias terapêuticas para de diferentes doenças (KITADA; ARAKI; 

KOYA, 2023; TUPLING, 2004). Estudos em volta de doenças crônicas  tem 

o interesse na inibição da CD38 para manter os níveis de NAD+ em diversos 

tecidos celualres (DESHPANDE et al., 2018; ZUO et al., 2021) , Estratégias 

terapêuticas centratadas na inibição da CD38 poderiam ter como 

consequência a diminuição da formação de cADPR no músculo esquelético, 

uma vez que a CD38 é escrita como a principal formadora de cADPR nas 

fibras esqueléticas musculares (CHINI et al., 2018; DOUSA; CHINI; BEERS, 

1996; PARK et al., 2018). O presente estudo traz uma nova perspectiva ao 

sugerir que o tratamento com inibidores de CD38 não deve resultar na perda 

da função muscular, uma vez que o cADPR endógeno não parece ser 

importante para a regulação do [Ca2+]i, na geração de força e no 

desenvolvimento da fadiga durante a estimulação em de fibras isoladas 

intactas. 
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7. CONCLUSÃO 
Este estudo demonstrou que o tratamento agudo com 8-Br-cADPR, um 

antagonista de um segundo mensageiro de cálcio derivado de NAD+, em fibras 

isoladas de camundongos jovens e saudáveis, não promoveu alterações 

geração de força durante a estimulação em frequências submáximas ou 

máximas. Da mesma forma, não foram observados efeitos sobre o 

desenvolvimento de fadiga e recuperação da geração de força após a fadiga. A 

variação da [Ca2+]i representada pelo sinal de fluorescência de INDO-1, também 

não se mostrou alterada com o tratamento com o antagonista de cADPR. Sendo 

assim, o cADPR endógeno não parece ser importe para o processo de 

acoplamento excitação-contração, no desenvolvimento da fadiga ou na 

recuperação da função contrátil após a fadiga em fibras isoladas de 

camundongos saudáveis e jovens.  
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