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Papel do sistema da fosfocreatina na homeostase

energetica das musculaturas esquelética e cardiaca
Role of the phosphocreatine system on energetic homeostasis in skeletal and cardiac muscles

Lucas Guimaraes-Ferreira'

RESUMO

A adenosina trifosfato é a moeda corrente de energia no organismo,
sendo utilizada em diversos processos celulares e indispensavel para
a manutencéo da homeostase celular. Mecanismos de regeneragao
da adenosina trifosfato, a partir de seu produto de hidrélise — a
adenosina difosfato — sdo, dessa forma, necessarios. A fosfocreatina
é conhecidamente sua fonte mais rapida de regeneragao, por meio
da enzima creatina quinase. Assim, a principal fungao desse sistema
é atuar como um tampao temporal de energia. Entretanto, ao longo
dos anos, diversas outras fungdes foram atribuidas a fosfocreatina.
Isso ocorreu a medida que foram identificadas diversas isoformas
da creatina quinase com localizagao subcelular distinta e acopladas
de forma funcional aos sitios geradores e utilizadores de energia,
na mitocondria e citosol, respectivamente. O presente trabalho
discutiu o papel central e complexo que o sistema da fosfocreatina
desempenha na homeostase energética nas células musculares, bem
como suas alteragdes em quadros patoldgicos.

Descritores: Fosfocreatina; Homeostase; Células musculares; Midcitos
cardiacos

ABSTRACT

Adenosine triphosphate is the present energy currency in the body,
and is used in various cellular and indispensable processes for the
maintenance of cell homeostasis. The regeneration mechanisms
of adenosine triphosphate, from the product of its hydrolysis —
adenosine diphosphate — are therefore necessary. Phosphocreatine
is known as its quickest form of regeneration, by means of the enzyme
creatine kinase. Thus, the primary function of this system is to act
as a temporal energy buffer. Nevertheless, over the years, several
other functions were attributed to phosphocreatine. This occurs as
various isoforms of creatine kinase isoforms have been identified
with a distinct subcellular location and functionally coupled with the
sites that generate and use energy, in the mitochondria and cytosol,
respectively. The present study discussed the central and complex

role that the phosphocreatine system performs in energy homeostasis
in muscle cells, as well as its alterations in pathological conditions.

Keywords: Phosphocreatine; Homeostasis; Muscle cells; Cardiac
myocytes

INTRODUGAO

A adenosina trifosfato (ATP) € a principal forma de
energia quimica, sendo sua hidrdlise altamente exergo-
nica. A manutencdo da homeostase celular depende
de mecanismos que ajustem os processos de geragao
de ATP de acordo com a demanda energética. Assim,
o funcionamento dos sistemas bioenergéticos celulares
requer que a ATP produzida e encaminhada aos sitios
de utilizacdo — as ATPases — seja finamente acoplada
a remogao dos produtos de sua hidrélise — adenosina
difosfato (ADP), Pie H* — de forma a evitar a inibi¢do
das ATPases, possibilitando a continuidade dos proces-
sos bioldgicos.

A fosfocreatina (PCr) foi descoberta em 1927 no
tecido muscular. A creatina livre (Cr) foi gerada a par-
tir de sua quebra, durante a contragdo muscular.(:» Em
1962, Cain e Davies inibiram a enzima responsavel pela
transformacao da PCr em Cer, a creatina quinase (CK),
e verificaram que os niveis de ATP eram reduzidos ra-
pidamente, até que as contracoes musculares nao mais
podiam ocorrer.®) Hoje, esta claro que o sistema da PCr
€ fundamental na promocao da rapida ressintese da ATP,
por meio da acdo da CK (Equagao 1).

MgADP + PCr* + H* & MgATP* + Cr (Equacgao 1)

Uma vez que o sistema PCr/CK possui elevada taxa
de geracao de ATP, ele é particularmente importante
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em situagoes de alta demanda metabdlica, como o exer-
cicio fisico de alta intensidade, quando a taxa de utili-
zacdo de ATP excede sua capacidade de geracao por
outras vias metabdlicas.

0 sistema de “lancadeira” de fosfocreatina

Em 1970, Gudbjarnason et al. verificaram que, no
musculo esquelético submetido a isquema, a atividade
contratil € interrompida quando a PCr encontrava-se
exaurida, apesar de os niveis de ATP apresentarem-se
reduzidos em somente cerca de 20%.® Os autores su-
geriram que a ATP intracelular pode nao estar homo-
geneamente distribuida nas células musculares ou ser
capaz de se difundir de forma rapida e eficiente.

Foram identificadas quatro diferentes isoformas de
CK com localizacoes subcelulares distintas: as isoformas
citosdlicas CK-M e CK-B (de muscle e brain, devido aos
tecidos em que foram identificadas primeiramente) e
duas mitocondriais (CKmit sarcomérica, encontrada
no musculo, e CKmit ubiqua, no restante dos tecidos).
In vivo, as isoformas citosdlicas se combinam em di-
meros, formando a CK-BB, CK-MB e CK-MM, sendo
essa ultima a predominante no musculo esquelético.®
Esses achados, somados aos primeiros experimentos
demonstrando que o suprimento com Cr promovia um
estimulo a respiragdo mitocondrial, mostraram que os
compartimentos mitocondriais e citoplasmaticos eram
interconectados por um sistema organizado de transfe-
réncia de energia, constituido de diferentes isoformas
da CK. Assim, fundaram-se as bases da chamada teo-
ria da “lancadeira” de PCr, proposta formalmente por
Bessman, em 1972.©)

No sistema de “lancadeira” de PCr (Figura 1), o
fosfato de alta energia € transferido da ATP formada
por meio da fosforilagdo oxidativa, na mitocondria (si-
tio de producdo), para a Cr, via agdo da CKmit, geran-

Mitocéndria Sarcoplasma
PCr ADP ‘\
EFosforilagéo Contragéo
Oxidativa -/ ¢
Cr ATP
O Porina (VDAC)
< Transl de Adenina Nucleotideos (ANT)

ADP: adenosina difosfato; CK: creatina quinase; PCr: fosfocreatina; ATP: adenosina trifosfato; Cr: creatina livre.

Figura 1. Sistema de “langadeira” de fosfocreatina

Adaptado de: Neubauer S. Influence of left ventricular pressures and heart rate on myocardial high-energy phosphate
metabolism. Basic Res Cardiol. 1998;93 Suppl 1:102-7. Review.

do, assim, PCr e ADP. A PCr se difunde para o citoplas-
ma, no qual, via acdo das isoformas citosélicas de CK,
gera ATP e Cr. A ATP é, entdo, utilizada pelas ATPases
(sitios de utilizacao), enquanto a Cr retorna para o in-
terior da mitocondria. Esta atravessa mais facilmente a
membrana mitocondrial que os nucleotideos de adeni-
na, além de estar presente em niveis mais altos no meio
intracelular. Por meio desse sistema de “langadeira”, a
PCr desempenha outra importante fungao: ela partici-
pa da transferéncia do fosfato de alta energia, presente
na ATP, da mitocondria para o citosol.’®

As principais reagoes quimicas que utilizam ATP,
nos musculos esquelético e cardiaco, estdo associadas
ao acoplamento excitacdo-contracao: a miosina ATPase,
nas miofibrilas, e a Ca?"-ATPase, no reticulo sarco-
plasmatico (SERCA). Além disso, boa parte da ATP
€ hidrolisada pela Na*/K*- ATPase no sarcolema. Foi
demonstrado que a CK encontra-se localizada nesses
sitios, acoplada, de forma funcional, as ATPases.® Assim,
¢ possivel notar que a localizacio das isoformas da CK
¢ de fundamental importancia para que o sistema fun-
cione de forma adequada, ou seja, para que a ATP pro-
duzida na mitocondria seja efetivamente utilizada pelas
ATPases citosdlicas.

Funcéo dos sistemas de acoplamento funcional para
a homeostase energética celular

Conforme discutido, os dados apontavam para a exis-
téncia de fatores limitantes para a difusao livre da ATP
pelo citoplasma. Hoje, sabemos que a primeira barreira
a difusao de moléculas no meio intracelular € a aglome-
racdo macromolecular, que se refere as altas concentra-
¢oes de macromoléculas no interior das células. A con-
centragao de proteinas no citoplasma ¢ de cerca de 200
a 300mg/mL, o que corresponde a 20 a 30% do volume
intracelular.®' Na mitocondria, essa densidade € ainda
maior, fazendo com que as proteinas mitocondriais ocu-
pem cerca de 60% do volume da matriz.'V Esse meio
de alta viscosidade pode provocar uma diminuigdo do
volume disponivel para a difusdo livre de substratos,?
determinando, assim, a atividade de muitos processos
celulares.’¥ E por essa razio que resultados de estudos
enzimaticos que utilizam solucoes diluidas com enzimas
isoladas (sistemas cell free) podem nao condizer com a
condicao da célula intacta.

Outra barreira a mobilidade de metabdlitos no
microambiente celular € a ligacdo destes a macromo-
léculas.™ Szent-Gyorgyi e Prior™> demonstraram que
a maior parte da ADP permanece firmemente ligada a
unidades de actina do citoesqueleto da célula, eviden-
ciando, mais uma vez, a importancia da rede de transfe-
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réncia de fosfato, ja que a ADP citosodlica nao pode se
mover até a mitocondria, no qual exerce controle sobre
a taxa de respiracao mitocondrial. Esse problema € con-
tornado pelo sistema de acoplamento funcional desem-
penhado pela “langadeira” de PCr.

Cr e PCr sdo moléculas menores, que possuem ne-
nhuma ou pequena carga negativa quando comparadas
aos nucleotideos de adenina. Experimentos com resso-
nancia nuclear magnética demonstraram que a distan-
cia média de difusao (indicador da capacidade de di-
fusdo das moléculas) da PCr e Cr (57 e 37um) € muito
superior a da ADP e da ATP (1,8 e 22um, respectiva-
mente).!® Fica claro que a ADP ¢, dentre esses me-
tabdlitos, a limitante, no que diz respeito ao potencial
de difusdo pelo citosol. Wallimann et al. reportam que
esse potencial, apesar de baixo, ainda € suficiente para
manter a capacidade metabdlica em células pequenas
ou quando a distancia entre a mitocondria e as ATPases
citosélicas nao € alta, o que nao condiz com as proprie-
dades dos musculos esquelético e cardiaco, tornando o
sistema de transferéncia de energia pela CK importante
nessas células.®

Enquanto a aglomeracao de macromoléculas pa-
rece ser o principal mecanismo de restricio da mobili-
dade de solutos de maior tamanho, a ligacdo pode ser
0 mecanismo mais importante no caso de solutos me-
nores.!¥ Uma vez que o sitio de produgao de ATP no
metabolismo oxidativo ocorre no interior da mitocon-
dria, e que os sitios de utilizagdo estdo no citosol, os
mecanismos de sobreposi¢cao das barreiras impostas pe-
los baixos coeficientes de difusdo dos nucleotideos de
adenina e pela pequena disponibilidade de ADP livre
sao importantes. Obstaculos oriundos da ligagao e da
aglomeracdo macromoleculares podem ser superados
gracas a um mecanismo de controle e regulacio finos
do metabolismo, baseados na microcompartimentalizacao
e no acoplamento funcional.(!”

O sistema de organizagio espacial, que permite a
interacdo de enzimas, transportadores e de seus subs-
tratos de forma supramolecular, ¢ denominado acopla-
mento funcional. Esse sistema é determinado por dois
mecanismos que atuam de forma sinérgica no acimulo
e na transferéncia de metabdlitos em pequenos espagos
intracelulares, conferindo maior eficiéncia aos proces-
sos metabodlicos: a canalizagdo metabdlica e a micro-
compartimentalizacao celular.

Por definicdo, compartimento € uma regiao subce-
lular em que reacdes bioquimicas sdo cineticamente
isoladas umas das outras.!” No interior das células, o
metabolismo depende da organizagao estrutural das
enzimas, formando microcompartimentos. Como as cé-
lulas contém microambientes distintos, a mensuragao
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da concentracdo de metabolitos nas células inteiras ou
em determinados tecidos nos dd uma média da concen-
tragao celular, mas nao da concentracao do metabdlito
em questao que esta efetivamente disponivel no sitio
ativo de determinada enzima. Assim, a compartimenta-
lizacao celular pode prover um mecanismo adicional de
controle da atividade de vias metabdlicas.

Por sua vez, por meio da canalizagio metabdlica,
um intermediario é transferido entre enzimas adjacen-
tes, dependendo menos da difusdo pelo citosol. Por
exemplo, foi verificado que a concentragao média de
oxaloacetato na matriz mitocondrial é muito inferior a
necessaria para sustentar o funcionamento do ciclo de
Krebs. Entretanto, a alta concentracao de oxaloacetato,
no mesmo microambiente em que se localiza a enzima
citrato sintase, permite a manutencdo da velocidade
desse ciclo.™ Isso ilustra a importancia da canalizacao
metabdlica e como o metabolismo celular depende da
organizacao estrutural das enzimas e intermediarios,
formando microcompartimentos.

No sistema da PCr/CK, o acoplamento funcional
atua de modo que as diferentes isoformas de CK ajam
em duas direcoes distintas. Enquanto que a CKmit atua
na direcao da sintese de PCr, as isoformas citosdlicas
da CK atuam na direcao da formacao local de ATP, nas
intermediacoes das ATPases. Isso foi demonstrado pri-
meiramente por calculos matematicos"® e, entdo, con-
firmado experimentalmente por meio de técnicas de
ressonancia nuclear magnética com foésforo marcado
radioativamente.')

Implicacoes de alteragdes no sistema fosfocreatina/
creatina quinase

Alguns estudos demonstram que o comprometimen-
to do sistema da PCr/CK estd relacionado a algumas
alteracoes funcionais, especialmente no miocardio.
Por exemplo, camundongos transgénicos que nao ex-
pressam a enzima guanidinoacetato-N-metiltransferase
(GAMT), necessaria para a sintese de Cr, apresenta-
ram reserva inotropica reduzida e aumento da susce-
tibilidade de lesao por isquemia/reperfusao, em razao
da deficiéncia de Cr e PCr.?” Além disso, o miocardio
de camundongos knock-out para as isoformas CKmit e
CK-M ¢ incapaz de manter os niveis de ATP quando
os animais sdo submetidos a um protocolo de exerci-
cio intenso, apesar dos niveis basais nao se mostrarem
modificados. Além disso, esses camundongos exibem
valor de energia livre (AG) para a hidrélise da ATP sig-
nificativamente diminuida durante o esforco.®" Isso de-
monstra que, nesses animais, para os quais a atividade
total da CK € quase nula, o aumento da carga imposta
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ao miocardio torna mais custosa a geracao de trabalho,
reduzindo a energia livre disponivel com a hidrdlise da
ATP. Entretanto, trabalhos recentes levantam ques-
tionamentos quanto a importancia do sistema PCr/
CK no miocérdio em repouso ou durante exercicio de
intensidade leve a moderada. Por exemplo, Lygate et
al.?» demonstraram que camundongos knock-out para
a GAMT nao apresentaram declinio da atividade loco-
motora voluntaria e da capacidade de se exercitar até a
exaustao, quando comparados a animais controle, ape-
sar da deficiéncia de Cr. Ainda, Branovets et al.,® utili-
zando cardiomidcitos de animais deficientes de GAMT,
concluiram que a PCr nao € essencial para a funcao car-
diaca em repouso. E possivel que a deficiéncia de PCr
acarrete prejuizo contratil somente em exercicios su-
pramaximos, mas pesquisas adicionais sao necessarias
para elucidar essa questao.

Demonstrou-se também que quadros patologicos
que levam a hipertrofia cardiaca, no homem e em mo-
delos animais, sdo caracterizados pela diminuicdo das
concentracoes de Cr e PCr.?**) Em humanos, um es-
tudo demonstrou que a magnitude da diminuicao des-
se conteudo esta diretamente relacionada ao grau de
insuficiéncia observado.?® Dessa forma, o comprome-
timento do sistema da PCr parece preceder o desenvol-
vimento da disfungao contratil, levando a reducio das
reservas energéticas disponiveis para regeneracao da
ATP e tornando o miocardio mais propenso a desenvol-
ver insuficiéncia.C?

Os mecanismos que resultam na diminuicao da con-
centracao de PCr incluem a menor expressao do trans-
portador de Cr® e modificacdes no padrao de expres-
sao das isoformas de CK, que levam a reducdo dos
niveis totais de Cr e da razao PCr/Cr.?Y Corroborando
esses achados, Ye et al.,®Y utilizando um modelo de in-
suficiéncia cardiaca congestiva em porcos, verificaram
diminuicao da razao PCr/ATP e do fluxo através da CK
com uma reducdo importante na expressao da CK-M e
CKmit. Estes e outros estudos demonstram que o pre-
juizo do sistema PCr/CK parece preceder o desenvolvi-
mento da disfungdo contratil, levando a diminuicao da
reserva energética.®? A superexpressido do transporta-
dor de Cr resultou em aumento moderado nos niveis
de Cr e glicogénio, e protegeu o miocardio dos animais
do infarto agudo do miocardio, com reducgao de 27%
da necrose do tecido, além de recuperacao funcional
melhorada apds dano por isquemia/reperfusido.®® De
forma similar, a superexpressao da isoforma miofibrilar
da CK (CK-M) resultou no aumento do fluxo de ATP
pela CK e na fung¢ao contratil melhorada em modelo de
insuficiéncia cardiaca.®¥

Animais suplementados com acido B guanidil-pro-
pidnico (B-GPA, um competidor pelo transporte de Cr),

que, portanto, apresentam deplecao significativa da Cr
no miocardio, também exibem prejuizo na funcao car-
diaca, especialmente em altas cargas de trabalho. Em
animais tratados com B-GPA, o aumento da concentra-
¢ao de ADP livre torna o AG para hidrolise da ATP me-
nos negativo, tornando essa reagao menos eficiente em
termos energéticos.®? Uma vez que o sequestramento
de calcio depende de um AG altamente negativo e que a
CK encontra-se no reticulo sarcoplasmatico funcional-
mente acoplada a SERCA, a queda dos niveis de Cr no
miocardio parece explicar parte das alteracoes cardia-
cas observadas em individuos e animais que apresentam
diminuicao das reservas de Cr em condicoes patoldgi-
cas ou experimentais.

Esse € o caso do hipertireoidismo, no qual observa-se
uma queda acentuada nos estoques de Cr.® Sabe-se
que, nessa condicao, o coragao apresenta uma limitagao
na capacidade maxima de trabalho, com acentuada re-
ducao nos niveis de ATP a medida que a demanda ener-
gética é aumentada.C**) Talvez a diminuicao da oferta
de Cr para o miocardio seja responsavel por essa limi-
tacdo. Foi demonstrado que, em baixas e altas taxas de
trabalho impostas ao coracao (mensurada pela pressao
sistdlica de pico versus frequéncia cardiaca), o miocardio
de animais hipertireoideos apresenta niveis diminuidos
de ATP e niveis elevados de ADP livre®, o que sugere
que o excesso de hormdnios tireoideanos tenha afetado
a capacidade de trabalho do coragao, em parte em ra-
zao da diminuicao do estoque de Cr no miocardio, em
paralelo a queda acentuada da expressao do transpor-
tador de Cr. Um estudo com ratos hipofisectomizados
demonstrou que o hormdnio tireoideano promove au-
mento dos niveis de PCr e da relacio PCr/Cr no muscu-
lo esquelético, além de acelerar a regeneracido da PCr
apOs contracoes musculares.)

Em contrapartida, na indugao do estado hipotireoi-
deo em ratos por 3 semanas, Athéa et al.* verificaram
que nao afetou a atividade total da CK, bem como a
expressao génica e a atividade da CKmit. Entretanto,
as mitocondrias desses animais apresentaram diminui-
¢ao da sensibilidade a ADP e a Cr, evidenciada pelo
aumento da constante de Michaelis-Menten (Km, , de
189+12uM para 228+12uM e Km, .. . de 65+5uM
para 101+8uM). Em termos fisioldgicos, isso significa
que mais ADP e Cr sdo necessarias, nessa condi¢ao
experimental, para o estimulo da funcdo mitocondrial.
Esse efeito pode ter ocorrido pela diminuicao do con-
teudo de cardiolipina na membrana mitocondrial, cuja
sintese é estimulada pelos hormonios tireoideanos.“”
Esse fosfolipidio ¢ importante para a ligagdo da CKmit a
membrana mitocondrial.“) Dessa forma, assume-se que,
em condicoes de hipotireoidismo, o sistema de “lanca-
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deira” de PCr atua em menor ritmo que nas condigdes
de eutireoidismo,® o que resulta na menor disponibi-
lidade da ATP gerada na mitocOndria para os sitios de
utilizacdo no citoplasma. Khushu et al.“> demonstram
que, apesar de pacientes com hipotireoidismo apresen-
tarem niveis intramusculares de PCr similares aos de
individuos eutireoideos, a ressintese da PCr, apds o
exercicio, € reduzida, indicando reducio da capacidade
oxidativa no musculo esquelético.

Estudo recente de nosso grupo demonstrou que a
suplementacdo com Cr promove redugao das espécies
reativas de oxigénio (EROs) no musculo esquelético.“*®
O aumento da producao de EROs ocorre em diversas
doencas metabdlicas, neuroldgicas, enddcrinas, dentre
outras, e o tratamento com Cr tem se mostrado uma es-
tratégia eficiente em boa parte destas doencas.“*¥ Pes-
quisas adicionais determinarao o real potencial tera-
péutico da suplementacao com Cr.

CONCLUSAO

A compreensao do fendmeno de acoplamento funcio-
nal, envolvendo a microcompartimentalizacao celular e
a canalizacdo metabdlica, pode ajudar na melhor com-
preensdo da integragao entre os diversos sistemas celu-
lares de geracdo da adenosina trifosfato, que atuam de
forma a manter a homeostase das células musculares
esqueléticas e cardiacas. Nesse sentido, evidenciamos
aqui que a regulacao do metabolismo energético celu-
lar esta intimamente relacionada a organizagao estrutu-
ral dos componentes celulares. Tais evidéncias trazem a
tona algumas fungoes, por vezes ignoradas, do sistema
da fosfocreatina/creatina quinase, que contribuem para
o melhor entendimento da fisiologia do musculo, bem
como de aspetos clinicos relevantes. Além disso, apon-
tam para questoes relevantes que ainda merecem mais
investigagoes multidisciplinares no campo da bioener-
gética celular.
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