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RESUMO 
 

TEIXEIRA, Susana Amaral, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2018. 
Agonistas β-adrenérgicos e as vias de sinalização envolvidas no anabolismo de células 
miogênicas. Orientadora: Simone Eliza Facioni Guimarães. Coorientador: Márcio de Souza 
Duarte. 

 
O tecido muscular é um dos tecidos de maior importância ao nível de produção animal, 

tendo-se em vista o fornecimento de micronutrientes e proteínas para o consumo humano. 

A miogênese é o processo responsável pela formação e manutenção do tecido muscular, 

sendo influenciado por fatores genéticos e ambientais. Nesse sentido, pesquisas nas áreas 

de genética e nutrição têm contribuído de forma expressiva para a produção de animais 

mais eficientes e, consequentemente, produtivos. A utilização de agonistas ȕ-adrenérgicos é 

uma importante estratégia neste processo, uma vez que os aditivos participam da repartição 

energética dos nutrientes dietéticos, contribuindo para o anabolismo do tecido muscular. As 

vias de sinalização intracelular AMPK (proteína quinase ativada por AMP) e mTOR 

(proteína alvo da rapamicina em mamíferos) são sensíveis ao status energético e exercem 

grande influência sobre o desenvolvimento e crescimento muscular. No entanto, poucas 

pesquisas têm sido desenvolvidas a fim de elucidar os mecanismos moleculares pelos quais 

os agonistas ȕ-adrenérgicos atuam sobre o anabolismo do tecido muscular. As técnicas de 

cultivo celular se caracterizam como um importante modelo de estudos dos mecanismos 

moleculares envolvidos na sinalização intracelular para a manifestação de um fenótipo de 

interesse. No presente trabalho, a utilização do agonista ȕ-adrenérgico ractopamina 

aumentou a viabilidade de mioblastos C2C12, regulando o status energético via AMPK, 

reduzindo, dessa forma, a apoptose das células. Portanto, sugere-se que o fenótipo muscular 

observado na presença de ractopamina deve-se, em partes, à atuação do aditivo sobre vias 

de sinalização intracelular que regulam a expressão de importantes genes envolvidos no 

anabolismo de células miogênicas. 
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ABSTRACT 
 

TEIXEIRA, Susana Amaral, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2018. β- 
adrenergic agonists and signaling pathways involved in myogenic cells anabolism. 
Advisor: Simone Eliza Facioni Guimarães. Co-advisor: Márcio de Souza Duarte. 

 
One of the most important tissues in animal production is muscle tissue, due to supply of 

micronutrients and proteins for human consumption. Myogenesis is the process involved in 

the development and maintenance of muscle tissue, being influenced by genetic and 

environmental factors. Therefore, researches in the areas of genetics and nutrition have 

contributed significantly to the production of more efficient and consequently, productive 

animals. The use of ȕ-adrenergic agonists is an important strategy in this process, because 

the additives participate in energy distribution of dietary nutrients, contributing to 

anabolism of muscle tissue. AMPK (protein kinase AMP-activated) and mTOR 

(mammalian target protein of rapamycin) are important intracellular signaling pathways 

sensitive to energy status and exert great influence on development and growth of muscle 

tissue. However, few studies have been developed to elucidate the molecular mechanisms 

by which ȕ-adrenergic agonists act on muscle tissue anabolism. Cell culture techniques are 

characterized as an important model for molecular mechanisms studies involved in the 

intracellular signaling to manifestation of the phenotype of interest. In the present study, the 

use of the ȕ-adrenergic agonist ractopamine increased the viability of C2C12 myoblasts, 

regulating energetic status via AMPK, reducing, this way, cellular apoptosis. Therefore, 

these results suggest that the muscle phenotype observed in the presence of ractopamine is 

in part due to the action of the additive on intracellular signaling pathways that regulate the 

expression of important genes involved in myogenic anabolism. 
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CAPÍTULO 1 
 

1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

O músculo esquelético é considerado um dos tecidos mais dinâmicos e plásticos do 

organismo e representa, aproximadamente, 40% da massa corporal de um indivíduo [1]. 

Tratando-se da produção animal, este é um dos tecidos de maior valor econômico, uma vez 

que representa importante fonte de proteína e micronutrientes para o consumo humano [2]. 

Considerando-se o aumento da demanda populacional e do consumo de carne em 

quantidade e qualidade, as empresas de melhoramento animal têm focado na busca por 

animais mais eficientes, com maior deposição de tecido muscular, regulando indiretamente 

os processos que coordenam a miogênese. 

A miogênese é o processo celular responsável pela origem e manutenção das fibras 

musculares esqueléticas [3]. O número e o tamanho das fibras determinam a massa 

muscular de um indivíduo [4] e são altamente influenciados por fatores genéticos e 

ambientais [4,5]. Nesse sentido, os aditivos ȕ-adrenérgicos atuam como importantes 

ferramentas para manipulação do crescimento do tecido muscular [6] uma vez que 

influenciam a hiperplasia e a hipertrofia celular [7–9]. 

As vias de sinalização que regulam o crescimento celular são sensíveis ao status 

energético e modulam a expressão de genes e proteínas associados aos processos de 

sobrevivência, síntese proteica e proliferação celular [10–12]. Dentre essas vias, aquelas 

envolvendo a AMPK e a mTOR são potenciais responsáveis pelas alterações fenotípicas 

observadas na presença dos agonistas ȕ-adrenérgicos, tendo-se em vista que os aditivos 

atuam sobre a repartição energética [13,14]. Entretanto, estudos que associem o efeito dos 

agonistas ȕ-adrenérgicos às vias de sinalização sensíveis ao status energético celular, bem 

como à expressão de genes downstream envolvidos no crescimento, ainda são escassos na 

literatura. 

A utilização das técnicas de estudo in vitro tem se destacado como importante 

ferramenta a fim de obter maior entendimento dos mecanismos moleculares, biológicos ou 

fisiológicos que coordenam a resposta observada no fenótipo de um organismo [8,15,16]. 

Além disso, devido à crescente preocupação com a utilização de animais para fins de 

experimentação, a técnica tem ganhado destaque em áreas como biologia molecular, 

genômica e proteômica [17]. Dentre as linhagens celulares mais utilizadas devido à sua alta 
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capacidade de proliferação e diferenciação in vitro, destaca-se a C2C12 que são mioblastos 

provenientes de camundongos [18]. 

Nesse sentido, no presente trabalho, objetivou-se avaliar e entender os principais 

mecanismos moleculares envolvidos na repartição energética desencadeados pela exposição 

de mioblastos C2C12 ao agonista ȕ-adrenérgico ractopamina. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1 MIOGÊNESE 

 
A miogênese é o complexo processo biológico de formação do tecido muscular que 

envolve a determinação de células-tronco pluripotentes mesodérmicas à linhagem 

miogênica e sua posterior diferenciação em miócitos funcionais [19], sendo iniciado no 

embrião como resultado da sinalização de tecidos vizinhos que especificam o destino das 

células para a linhagem miogênica [20]. O processo miogênico é coordenado de modo que 

após o estabelecimento de um pool ideal de células, os sinais celulares induzem a saída dos 

miócitos do ciclo celular, dando início ao processo de diferenciação [4], mediante a 

expressão coordenada de milhares de genes cujos mecanismos moleculares são conservados 

em várias espécies [21]. 

Em mamíferos, a miogênese ocorre em etapas [22]. Inicialmente, as células 

mesodérmicas pluripotentes (somitos) se diferenciam em mioblastos. Os mioblastos são 

células de linhagem miogênica, mononucleados e de alta capacidade proliferativa, sendo 

esta uma importante característica para o estabelecimento do número ótimo de células 

musculares [4]. Posteriormente, há proliferação e migração de mioblastos que se fundem 

para formar os miotubos multinucleados e, finalmente, os miócitos maduros e funcionais 

[4]. Os eventos básicos da miogênese estão sumarizados na Figura 1. 

 

 

Figura 1: Eventos básicos da miogênese. (Fonte: Rehfeldt et al., 2000). 
 
 

Por serem células longas e estreitas, as células musculares são comumente 

denominadas de fibras musculares. A formação das fibras musculares ocorre a partir das 

ondas primária e secundária; cada onda consiste na proliferação e na fusão dos mioblastos 

para formar novas fibras musculares [4,22]. Enquanto as fibras primárias são formadas de 
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novo por meio da fusão dos mioblastos, as fibras secundárias utilizam as fibras primárias 

como molde em uma segunda onda de diferenciação [22]. 

Existe uma população de células que não se diferenciam em células musculares e se 

localizam abaixo da membrana basal das fibras musculares, conhecidas como células- 

satélite [20]. As células-satélite são mononucleadas e mitoticamente ativas durante o 

processo de hipertrofia (aumento do tamanho das células) [12]. Essas células atuam em 

diferentes eventos durante a miogênese, como crescimento e regeneração das fibras 

musculares, manutenção, renovação e adaptação das células miogênicas, além de 

participarem do crescimento pós-natal a partir da doação de novos mionúcleos às fibras 

musculares [4,23]. 

Durante o desenvolvimento pré-natal, o crescimento muscular se dá por proliferação 

dos mioblastos, resultando em aumento do número de células, processo conhecido como 

hiperplasia [24]. Diferentemente, no período pós-natal, as células musculares perdem sua 

capacidade proliferativa e assim, o crescimento ocorrerá, em sua maioria, por hipertrofia, 

ou seja, aumento do diâmetro das células [1]. A hipertrofia ocorre primeiramente no sentido 

longitudinal da fibra pelo aumento do número de sarcômeros e, posteriormente, pelo 

aumento do diâmetro celular a partir da deposição de proteínas miofibrilares [6]. 

Embora a hiperplasia das células musculares seja um evento exclusivamente pré- 

natal [4], sua ocorrência é responsável por determinar o potencial de crescimento e a 

capacidade de desenvolvimento do tecido muscular no período pós-natal [24]. Dessa forma, 

a seleção de animais para crescimento muscular resulta em aumento nas taxas de 

proliferação dos mioblastos, aumentando o número de mionúcleos e potencializando a 

síntese proteica [4]. 

A massa muscular depende do número e do tamanho das fibras musculares [2], 

sendo passível da influência de fatores genéticos e ambientais [4,24]. Nesse sentido, 

importantes avanços têm sido observados na área de genética e nutrição animal a fim de 

atender à crescente demanda por carne [25]. 

Em um sistema de produção em que se prioriza a eficiência de produção de carne, 

os esforços concentram-se no aumento da deposição de tecido magro em detrimento da 

deposição de tecido adiposo [25]. Assim, diferentes estratégias podem ser utilizadas para 

potencializar o aumento da massa muscular na produção animal, dentre elas, a utilização de 

agonistas ȕ-adrenérgicos [9,14,25,26]. 
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2.2 SINALIZAÇÃO β-ADRENÉRGICA 
 

Os ȕ-adrenérgicos endógenos são as catecolaminas (epinefrina e 

noraepinefrina), caracterizadas como os principais hormônios do estresse [13]. Os 

receptores ȕ-adrenérgicos apresentam diferentes subtipos (ȕAR1, ȕAR2 e ȕAR3),cuja 

proporção nos tecidos corporais pode variar entre as espécies[13,27]. 

A sinalização ȕ-adrenérgica se inicia a partir da sensibilização dos receptores ȕ- 

adrenérgicos que estão embebidos na membrana plasmática da maioria das células dos 

mamíferos [27], desencadeando ações fisiológicas e metabólicas sobre o controle da 

frequência sanguínea e cardíaca, da tensão muscular, contrações uterinas e degradação das 

reservas energéticas [28]. 

Os receptores ȕ-adrenérgicos são acoplados às proteínas Gs e constituem o maior 

grupo de receptores de superfície de membrana celular em mamíferos [29]. As proteínas Gs 

são compostas pelas subunidades α, ȕ e Ȗ, sendo a subunidade α responsável por ativar a 

adenilato ciclase (AC), dando início à cascata de sinalização ȕ-adrenérgica. Após ser 

ativada, a AC converte trifosfato de adenosina (ATP) em adenosina monofosfato cíclico 

(AMPc), que atua como uma molécula de sinalização intracelular, conhecido como  

segundo mensageiro intracelular. O aumento dos níveis de AMPc ativam a proteína quinase 

A (PKA), que por sua vez, atua sobre a fosforilação de proteínas e enzimas associadas ao 

metabolismo celular a partir da ativação do fator de transcrição CREB (proteína de ligação 

ao elemento de resposta AMPc) [25,28]. Dessa forma, os ȕ-adrenérgicos regulam a 

expressão de muitas enzimas e fatores importantes na regulação metabólica [25]. 

O mecanismo de ação desencadeado pela interação dos ȕ-adrenérgicos com os 

receptores de membrana pode ser visualizado na Figura 1. 
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Figura 1: Mecanismo de transdução de sinais a partir dos receptores ȕ-adrenérgicos. 
(Fonte: Moody, 2000). 

 

Embora tradicionalmente usados na medicina humana em pacientes bronco- 

asmáticos, os ȕ-adrenérgicos desencadeiam efeitos positivos sobre o crescimento muscular a 

partir da repartição energética quando administrados aos animais de produção [25,29]. Dessa 

forma, estes aditivos são denominados agentes modificadores de carcaça ou agentes de 

partição energética [13]. 

Os ȕ-adrenérgicos sintéticos mais estudados são o cimaterol, o clenbuterol, a 

ractopamina, o salbutamol e o zilpaterol [14]. Em geral, a resposta celular à presença desses 

ȕ-adrenérgicos sobre a produção animal resulta em aumento da taxa de ganho de peso, 

melhora da eficiência na utilização dos alimentos e aumento da porcentagem de carne 

magra na carcaça [14,27]. 

 
2.3 RACTOPAMINA 

 
Dentre os agonistas ȕ-adrenérgicos utilizados na produção animal destaca-se o 

cloridrato de ractopamina, também conhecido como ractopamina, cuja principal 

característica é promover o efeito anabólico do tecido muscular animal [29–31] a partir da 

repartição de nutrientes do tecido adiposo em direção ao aumento da deposição de tecido 

muscular in vivo [26,27]. O aditivo foi o primeiro agonista ȕ-adrenérgico licenciado para 

uso na produção de suínos em 1999 [25]. 
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A ractopamina pertence à família das fenetanolaminas e apresenta características 

similares aos hormônios ȕ-adrenérgicos epinefrina e norepinefrina [26], entretanto, a 

mesma é considerada um agonista ȕ-adrenérgico, devido ao fato de ser um composto 

sintético que se liga aos receptores orgânicos desencadeando ondas de sinalização 

intracelular que mimetizam e potencializam a atividade de um mediador biológico natural 

[28]. 

Comercialmente, os isômeros RR, SS, RS e SR da ractopamina estão disponíveis 

[8] e apresentam diferentes níveis de sensibilidade aos subtipos dos receptores ȕ- 

adrenérgicos, sendo o isômero RR o mais sensível ao subtipo 1 e os demais ao subtipo 2 

[13]. Entretanto, a ausência de estudos conclusivos sobre os malefícios do consumo da 

carne provenientes de animais alimentados com ractopamina à saúde humana, levou países 

como União Europeia, Rússia e China a proibirem o uso do aditivo em seus rebanhos, bem 

como o comércio com os países que a utilizam [32]. 

O mecanismo de ação da ractopamina é semelhante ao dos ȕ-adrenérgicos 

endógenos, pois envolve a liberação de estímulos a partir de receptores especializados, 

conhecidos como ȕAR1 e ȕAR2 (receptor ȕ adrenérgico 1 e 2, respectivamente) expressos 

tanto nas células do músculo esquelético quanto nas células adiposas [28]. Esses receptores 

desencadeiam ondas de sinalização celular através do AMPc. Entretanto, a cascata de 

sinalização celular decorrente da exposição à ractopamina, bem como aos demais agonistas 

ȕ-adrenérgicos, é sensível à seletividade do aditivo ao receptor, sendo a ractopamina mais 

seletiva aos ȕAR1, potencializando o aumento da massa muscular em suínos em relação aos 

animais ruminantes [14]. 

Além disso, outros fatores como o tempo de administração, a idade, a genética e o 

sexo do animal podem alterar a resposta celular à presença do aditivo [13,28]. A exposição 

crônica ao aditivo pode resultar em dessensibilização ou downregulation dos receptores ȕ 

adrenérgicos [28]. Este processo é decorrente da fosforilação dos receptores ȕ-adrenérgicos 

pelas proteínas quinases, como a própria PKA, sendo posteriormente internalizados pela 

membrana celular reduzindo as respostas à sinalização [14,26]. 

A exposição dos adipócitos à ractopamina resulta em aumento da hidrólise das 

reservas lipídicas por ativação da enzima lipase hormônio sensível (LHS) [28,30,33] em 

decorrência da ativação da PKA. Simultaneamente, a ativação da PKA resulta em 

fosforilação da LHS bem como das proteínas pirilipinas que circundam a gotícula lipídica. 
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Em conjunto, esses processos facilitam o acesso da LHS à gotícula lipídica promovendo 

hidrólise dos triglicerídeos [34]. Dessa forma, a ractopamina induz a redução da hipertrofia 

dos adipócitos, levando a uma menor deposição de gordura [28]. Além disso, o aditivo 

pode reduzir a adipogênese ao reduzir a proliferação das células adiposas e a sensibilidade à 

insulina, bem como a atividade das enzimas lipogênicas [14]. 

No tecido muscular, o efeito da ractopamina está associado, principalmente, à 

alteração da massa muscular, a partir da repartição energética do tecido adiposo em direção 

ao anabolismo do tecido muscular [14], potencializando a eficiência alimentar dos animais 

de produção. Em geral, a melhora da eficiência alimentar é acompanhada do aumento da 

massa muscular e redução da deposição de tecido adiposo [25]. Suínos em fase de 

terminação suplementados com o aditivo durante 28 dias antes do abate apresentaram 

melhora da conversão alimentar em 4%, aumento na área de olho de lombo em 7% e 

redução em 12% na relação gordura: carne, resultando em maior rendimento de carcaça 

[35]. 

A suplementação diária da dieta de suínos em fase de terminação, durante 21 dias 

antes do abate, até o nível de 20 ppm (partes por milhão) de ractopamina parece aumentar o 

diâmetro das fibras musculares [30]. Entretanto, tendo-se em vista que o crescimento 

muscular pós-natal se dá por hipertrofia [36], espera-se que o efeito da ractopamina sobre o 

aumento da massa muscular ocorra por alteração no balanço entre síntese e degradação das 

proteínas musculares [25]. As calpaínas são proteases cálcio-dependente, associadas à 

redução da massa muscular por degradação de proteínas miofibrilares [14,37] 

Além de atuar sobre a hipertrofia de células miogênicas, pesquisas in vitro têm 

demonstrado que a ractopamina afeta a hiperplasia de mioblastos [8,38]. A exposição de 

mioblastos da linhagem C2C12 à ractopamina resultou em um aumento de, 

aproximadamente, 30% na proliferação celular e na concentração de proteína e DNA [8]. 

Sabe-se que os processos celulares que culminam em crescimento e desenvolvimento 

muscular envolvem importantes vias de sinalização intracelular que são dependentes do 

status energético [39] e que a ractopamina atua sobre a repartição de nutrientes provocando 

aumento anabolismo das células miogênicas [25]. Dentre as vias de sinalização celular 

afetadas pela presença de ȕ-adrenérgicos, aquelas envolvendo a AMPK (proteína quinase 

ativada por AMP) e a mTOR (proteína alvo da rapamicina em mamíferos) são potenciais 

responsáveis pela alteração fenotípica causada pela ractopamina. Entretanto, o 
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entendimento do mecanismo molecular pelo qual a ractopamina atua sobre as vias de 

sinalização envolvidas no metabolismo energético celular resultando em crescimento das 

células miogênicas ainda é escasso na literatura. 

 
2.4 PROTEÍNA QUINASE ATIVADA POR AMP (AMPK) 

 
A AMPK é uma treonina/serina quinase filogeneticamente conservada [40] que atua 

como o mais importante sensor molecular do nível energético em células de organismos 

eucariotos [41]. Dessa forma, pequenas variações na relação AMP: ATP são capazes de 

ativar a proteína por fosforilação [42]. 

Estruturalmente, a AMPK consiste em uma subunidade catalítica (α) e duas 

subunidades regulatórias (ȕ e Ȗ), sendo a subunidade Ȗ sensível às relações ADP: ATP 

celulares [43]. As subunidades apresentam diferentes isoformas que são diferencialmente 

expressas nos tecidos. A isoforma α1 é predominantemente expressa no fígado e no tecido 

adiposo, enquanto que a subunidade α2 é predominantemente expressa no cérebro, coração 

e músculo esquelético [40]. 

A ativação da AMPK é desencadeada por fosforilação do resíduo de Treonina-172 

(Thr 172) na subunidade α por ação das proteínas CaMKKȕ (proteína quinase B 

dependente de cálcio/calmodulina), LKB1 (quinase supressora de tumor hepático B1) e 

TAK1 (fator transformador de crescimento ȕ ativado por proteína quinase-1) que se 

localizam upstream à AMPK [40,44]. 

As células realizam um rigoroso controle das reservas energéticas de forma que o 

consumo de energia seja condizente com a disponibilidade e a capacidade das mesmas em 

produzirem ATP [43]. A ativação da AMPK estimula o catabolismo celular enquanto inibe 

vias anabólicas, a fim de restaurar e regular o status energético das células [40]. Em 

condições fisiológicas normais, quando a relação ATP: ADP ou ATP: AMP celular é maior, 

a AMPK não é fosforilada, permitindo a restauração das reservas energéticas celulares. 

Assim, a AMPK ajusta os mecanismos celulares em função da demanda de energia das 

células [40,44]. O esquema de ativação da AMPK e seus efeitos sobre os diferentes tecidos 

podem ser visualizados na Figura 2. 
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Figura 2: Funções da AMPK sobre o metabolismo energético. (Fonte: adaptado de 
Coughlan, 2014). 

 

Estudos envolvendo a ativação da AMPK têm utilizado agentes capazes de regular o 

estado de fosforilação da proteína, incluindo fármacos, compostos naturais e hormônios 

[40]. O AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-b-4-ribofuranosid) se destaca como o 

fármaco mais antigo associado à fosforilação da AMPK [40]. Este componente promove o 

aumento da concentração intracelular de ZMP (5-aminoimidazol-4-carboxamida 

ribonucleótideo), mimetizando os níveis de AMP (adenosina monofosfato) celular [45]. A 

maior abundância de AMP celular se liga à subunidade Ȗ da AMPK resultando em aumento 

da fosforilação do Thr-172 e ativação da AMPK [40]. 

Alterações metabólicas prolongadas podem induzir a ação da AMPK sobre o 

metabolismo celular regulando a transcrição gênica [43]. A ativação da AMPK em cultura 

de células miogênicas leva à expressão de fatores associados à regulação do crescimento e 

ao desenvolvimento muscular, ao transporte de glicose, bem como à regulação de genes 

downstream à mTOR (proteína alvo da rapamicina em mamíferos) [46–49]. Além disso, a 

ativação da AMPK também está associada à biogênese mitocondrial [46,50] e à expressão 

de enzimas envolvidas na fosforilação oxidativa [3,51]. Dentre essas enzimas, a ATP 

sintase subunidade mitocondrial tem sido utilizada como marcador do evento de síntese de 

ATP celular [52], constituindo um importante alvo da ação da AMPK. 

O nível do segundo mensageiro intracelular AMPc também atua como um 

importante regulador da atividade da AMPK em cultura de células [53]. A adição do 

agonista ȕ-adrenérgico isoproterenol em culturas de adipócitos resultou na fosforilação da 

AMPK, potencializando a lipólise in vitro [33]. Dessa forma, os mecanismos moleculares
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envolvendo a sinalização ȕ-adrenérgica podem estar associados à regulação da atividade da 

AMPK sobre a energética celular. 

 
2.5 PROTEÍNA ALVO DA RAPAMICINA EM MAMÍFEROS (mTOR) 

 
A mTOR emergiu como grande efetora do crescimento e da proliferação celular por 

meio do controle da síntese proteica [54,55]. A ativação da mTOR resulta em aumento do 

crescimento celular e entrada das células no ciclo celular, enquanto a hiperativação da via 

está associada à formação de células cancerosas [56]. As proteínas p53 e KI-67 têm sido 

utilizadas como importantes variáveis respostas à hiperativação da mTOR [57]. 

Estruturalmente, a proteína mTOR é composta por duas subunidades que 

compreendem distintos complexos: complexo mTOR 1 (mTORC1) e complexo mTOR 2 

(mTORC2). O complexo 1 é composto pelas subunidades mTOR, Raptor e mLST8, 

caracterizado pela sensibilidade à rapamicina (componente que bloqueia a atividade da 

proteína mTOR) [56], bem como por sua ação sobre o anabolismo celular, incluindo as 

sínteses proteica, lipídica e de ácidos nucleicos devido a sensibilidade aos níveis de 

aminoácidos, oxigênio, energia e fatores de crescimento [58]. O mTORC2 apresenta as 

mesmas subunidades do mTORC1, à exceção do Raptor que no mTORC2 é substituído 

pelo Rictor, insensível à rapamicina [59]. De forma contrária às funções do mTORC1 sobre 

o anabolismo celular, o mTORC2 parece estar mais associado à organização do 

citoesqueleto e à polarização celular [56,60]. 

Dentre as funções da mTOR sobre o anabolismo celular, destaca-se o controle da 

síntese proteica por ativação do mTORC1 [57,58,61]. Os substratos do mTORC1 

envolvidos no controle da síntese proteica são a quinase ribossomal S6K (S6K1 e 2) e o 

fator de iniciação de tradução eucarioto (eIF4E) ligante à proteína 1 (4E-BP1) [62]. 

A via mTOR tem sido associada à diversos processos metabólicos, tais como a 

proliferação celular, a síntese proteica celular e a biogênese de ribossomos [63] por meio da 

sensibilidade do complexo 1 à diferentes fatores externos [58]. A influência dos fatores 

externos sobre a sinalização do mTORC1 nos diferentes processos celulares pode ser 

visualizada na Figura 3. 



12  

 

Figura 3: Sinalização do mTORC1 sobre o anabolismo celular a partir de diferentes 
condições de crescimento. (Fonte: Dibble et al., (2013)). 

 

No tecido muscular, a mTOR tem sido associada, principalmente, ao aumento da 

massa muscular por hipertrofia [7,54,64], sendo ativada pela presença de insulina e fatores 

de crescimento sensíveis aos receptores do tipo tirosina-quinase (RTKs) ou acoplados à 

proteína G (GPCRs) na superfície celular [58]. A ractopamina é um agonista ȕ-adrenérgico 

que desencadeia ondas de sinalização celular por meio dos receptores acoplados à proteína 

G, dessa forma, a suplementação de suínos em fase de terminação com o agonista ȕ- 

adrenérgico provocou estímulo à síntese proteica por ativação da mTOR [7]. 

As atividades metabólicas celulares são reguladas pela disponibilidade energética, a 

partir da sinalização entre as redes bioquímicas celulares sensíveis à presença de nutrientes 

e à capacidade das mesmas em transmitir essas informações para reguladores metabólicos e 

enzimas [58]. A ativação do maior sensor do nível energético de células de organismos 

eucariotos, a via AMPK, provoca inibição da atividade do mTORC1 sobre diversos 

processos anabólicos [56,65]. Isso sugere uma importante conexão entre as vias AMPK e 

mTOR sobre o controle de diferentes eventos e processos celulares. A Figura 4 sumariza a 

relação entre as vias mTOR e AMPK. 
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Figura 4: Via de sinalização da mTOR. (Fonte: Laplante et al., (2012)). 

 
 

2.6 CÉLULAS C2C12 
 

O avanço das pesquisas nas áreas de biologia celular, genômica e proteômica têm 

desencadeado um aumento notável nas atividades de cultivo celular [17,66], uma vez que 

tais práticas possibilitam maior controle do ambiente de experimentação, reprodutibilidade 

dos resultados, homogeneidade das amostras, bem como rapidez e economia [17]. Além 

disso, tendo-se em vista as questões éticas de utilização de animais para fins experimentais, 

a técnica tem sido o principal modelo alternativo de pesquisa dos processos fisiológicos e 

metabólicos que ocorrem em um organismo in vivo. 

A linhagem celular C2C12 é um subclone da linhagem celular de mioblastos de 

camundongos [18]. Os mioblastos C2C12 são células com alta capacidade proliferativa e 

permanecem indiferenciados por fatores mitogênicos presentes no soro fetal bovino [19]. 

Importantes mecanismos de reparação e sinalização celular no tecido muscular têm sido 

estudados através do cultivo de células da referida linhagem miogênica [24,19]. A 

morfologia da linhagem celular C2C12 pode ser visualizada na Figura 5. 
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Figura 5: Morfologia das células C2C12 in vitro. (Fonte: Arquivo pessoal). 
 

A crescente utilização dos mioblastos C2C12 em estudos in vitro, se deve, em grande 

parte, ao fato dos mesmos exibirem a maioria das características dos mioblastos normais e 

diferenciarem-se em cultura, propiciando um excelente modelo para o estudo dos processos 

de proliferação e diferenciação das células [19]. 

Em geral, estudos que utilizam cultivo celular visam maior entendimento dos 

mecanismos moleculares, biológicos e fisiológicos, que coordenam a resposta observada no 

fenótipo de um organismo [8,15,17], uma vez que os estudos in vitro possibilitam a 

remoção de variáveis que podem alterar o metabolismo celular, como os efeitos do fluxo 

sanguíneo e de nutrientes [8]. 

Nesse sentido, importantes pesquisas envolvendo a utilização de agonistas ȕ- 

adrenérgicos têm utilizado as técnicas in vitro a fim de estudar os efeitos do aditivo sobre a 

sinalização desencadeada sobre os tecidos muscular e adiposo [8,9,33]. Entretanto, tendo-se 

em vista as inúmeras vantagens da utilização de estudos in vitro sobre os mecanismos de 

sinalização celular, os dados provenientes dos mesmos precisam ser reprodutíveis e 

confiáveis [16]. 

 
2.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

 
A utilização de aditivos em cultura de células requer o uso de ensaios de viabilidade 

celular, a fim de se obter resultados confiáveis e reprodutíveis [16]. Existe uma grande 

variedade de componentes utilizados para detecção de células viáveis, tais como exposição
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das células ao corante trypan blue, estimação do nível de lactato desidrogenase (LDH), 

redução do tetrazólio e ensaios de atividade de proteases [66,67]. Entretanto, devido à 

simplicidade e praticidade de condução dos ensaios, aqueles baseados na redução dos sais 

de tetrazólio têm sido os mais utilizados [66]. 

Dentre os componentes comumente utilizados nos ensaios de redução do tetrazólio 

destaca-se o MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]), MTS (3- 

(4,5-dimetiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H tetrazolium), XTT (2,3- 

bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-carboxanilida) e WST (sais de 

tetrazolium solúveis em água). Esses componentes se caracterizam pela carga química do 

componente que garante a velocidade de penetração do mesmo através da membrana 

plasmática celular. O MTT é positivamente carregado, sendo rapidamente metabolizado nas 

mitocôndrias de células viáveis de organismos eucariotos [16]. O ensaio é considerado 

versátil e quantitativo, utilizado tanto para ensaios de citotoxicidade quanto para análise de 

proliferação celular [66]. 

O ensaio do MTT consiste na adição do componente MTT de coloração amarela às 

culturas de células. Depois de metabolizado pelas células viáveis, observa-se a formação de 

cristais de formazan, de coloração roxa púrpura, que podem ser solubilizados e mensurados 

por espectrofotometria. A quantidade de formazan mensurada se relaciona diretamente à 

quantidade de células viáveis [16]. 
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CAPÍTULO 2 

 
Efeito do agonista β-adrenérgico ractopamina sobre o metabolismo energético 

de células C2C121 

 

RESUMO 
 

A ractopamina (RAC) é um agonista ȕ-adrenérgico conhecida por seu efeito sobre o 

anabolismo muscular. Entretanto, poucos estudos têm elucidado seu efeito sobre as vias de 

sinalização intracelular envolvidas no fenótipo observado. Objetivou-se com este estudo 

avaliar e entender os mecanismos moleculares que regem o metabolismo energético em 

células C2C12 expostas à RAC (10 μm), ao AICAR (500 μm) e ao tratamento controle 

(CONT). Os mioblastos expostos à RAC apresentaram maior viabilidade 

independentemente do tempo de exposição ao aditivo (P<0,01). A abundância das proteínas 

p-AMPK e AMPK diferiram entre os tratamentos (P<0,001 e P=0,027, respectivamente), 

sendo menos abundantes na presença de RAC. A abundância das proteínas mTOR e p- 

mTOR foram similares entre os tratamentos (P=0,544 e P=0,072, respectivamente). Os 

genes MKI67 e p53 foram diferencialmente expressos entre os tratamentos (P<0,001), 

sendo menos expressos em células expostas à RAC em relação ao CONT e mais expressos 

na presença de RAC em relação ao AICAR. A expressão do gene RPS6KB1 também diferiu 

entre os tratamentos (P<0,001), sendo maior na presença de RAC em relação ao AICAR e 

similar entre RAC e CONT. O gene CAPN1 foi diferencialmente expresso (P<0,001),  

sendo menos expresso na presença de RAC em relação ao AICAR e similar entre os 

tratamentos RAC e CONT. Diferentemente, a expressão do gene ATP5H não foi alterada 

entre os tratamentos (P=0,187). Conclui-se que o agonista ȕ-adrenérgico ractopamina 

aumenta a viabilidade celular ao regular o status energético via AMPK, reduzindo a 

apoptose da linhagem de mioblastos C2C12. 

 
Palavras-chave: AMPK, energética celular, mioblastos, mTOR, viabilidade celular. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 Artigo a ser submetido no periódico BBRC (Biochemical and Biophysical Research Communications). 
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β-adrenergic agonist ractopamine acts on energy metabolism of C2C12 cells 

ABSTRACT 

Ractopamine (RAC) is a ȕ-adrenergic agonist known for its effect on muscle anabolism. 

However, few studies have elucidated the effect of RAC on signaling pathways involved in 

the observed phenotype. We aimed to evaluate and understand the molecular mechanism 

that regulates energy metabolism in CβC1β cells exposed to RAC (10 μm), AICAR (500 

μm) and control treatment (CONT). The myoblasts presented greater viability regardless 

time of exposure to RAC (P<0.01). The abundance of p-AMPK and AMPK differed 

between treatments (P<0.001 and P=0.027, respectively), both of which were less abundant 

in the presence of RAC. The abundance of mTOR and p-mTOR proteins were similar 

between treatments (P=0.544 and P=0.072, respectively). MKI67 and p53 genes were 

differentially expressed (P<0.001) among treatments, being less expressed in cells exposed 

to RAC in relation to CONT and more expressed in the presence of RAC in relation to 

AICAR. The expression of RPS6KB1 gene also differed between treatments (P<0.001), 

being higher in the presence of RAC in relation to AICAR and similar between RAC and 

CONT. The CAPN1 gene was differentially expressed (P<0.001), being less expressed in 

the presence of RAC in relation to AICAR, however, it presented similar expression 

between RAC and CONT treatments. Differently, ATP5H gene expression was not altered 

(P=0.187) between treatments. It is concluded that RAC increases cell viability throughout 

regulating energy homeostasis AMPK. Thus, RAC reduces apoptosis and potentiates 

protein synthesis, evidencing its effect on muscle anabolism. 

 
Key-words: AMPK, cell energetic, cell viability, mTOR, myoblast. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O mecanismo de ação dos ȕ-adrenérgicos envolve a regulação do metabolismo 

energético, lipídico e proteico [1] mediante a liberação de estímulos a partir dos receptores 

ȕ-adrenérgicos 1 e 2 (ȕAR1 e ȕAR2, respectivamente) expressos na membrana plasmática 

das células de diferentes tecidos. Ao se ligar aos receptores, os agonistas ȕ-adrenérgicos 

promovem ondas de sinalização intracelular através do AMP cíclico (adenosina 

monofosfato cíclico), resultando em ativação da proteína quinase A (PKA) responsável por 

regular diferentes fatores envolvidos no metabolismo animal [2]. 

A ractopamina é um agonista ȕ-adrenérgico da família das fenetanolaminas reconhecida 

por sua ação sobre os tecidos adiposo e muscular. Os efeitos desencadeados pela 

ractopamina sobre o tecido muscular envolvem a hiperplasia e a hipertrofia das células [3– 

5]. Ambos os processos celulares são regulados por importantes vias de sinalização 

intracelular sensíveis ao status energético e que atuam sobre a transcrição de genes 

envolvidos no crescimento celular [6–8]. Dentre as vias de sinalização intracelular afetadas 

pela presença dos agonistas ȕ-adrenérgicos, aquelas envolvendo a AMPK (proteína kinase 

ativada por AMP) e a mTOR (proteína alvo da rapamicina em mamíferos) são potenciais 

responsáveis pelas alterações no fenótipo. 

A AMPK é caracterizada como o principal sensor molecular do nível energético em 

células de eucariotos [7]. Uma vez ativada, a proteína restaura o equilíbrio energético das 

células, ativando vias catabólicas e inibindo vias anabólicas [6,9,10]. A mTOR também é 

responsiva ao status energético celular, atuando sobre crescimento, proliferação e síntese 

proteica celular [11–13]. A ativação da AMPK resulta em inibição da mTOR, sugerindo 

uma importante relação entre as vias sobre diversos processos celulares [14,15]. 

Entretanto, estudos envolvendo dados de meta-análise demonstram que embora os 

ȕ-adrenérgicos atuem de forma efetiva sobre o crescimento muscular, informações sobre os 

mecanismos moleculares desencadeados pelos aditivos ainda são pouco compreendidas 

[16]. Considerando-se a ação dos agonistas ȕ-adrenérgicos sobre o aumento da massa 

muscular a partir da repartição energética [17,18], objetivou-se neste trabalho avaliar e 

entender os mecanismos moleculares que regem o metabolismo energético em células 

musculares na presença do agonista ȕ-adrenérgico ractopamina em células C2C12. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

O experimento foi aprovado pelo CEUAP-UFV 011/2017 e conduzido no 

Laboratório de Biotecnologia Animal (Labtec) do Departamento de Zootecnia da 

Universidade Federal de Viçosa (DZO/UFV). 

 
2.1 CULTURA DE CÉLULAS 

 
Os mioblastos C2C12 (CRL-1772, mioblastos de camundongos) utilizados no 

presente trabalho foram obtidos a partir da American Type Culture Collection. As células 

foram cultivadas em garrafas de 75 cm2 e mantidas a 37°C, 95% atm e 5% de CO2 em 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco, Grand Island, NY)) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (FBS; Sigma Chemical Co., St Louis, MO), gentamicina (10 

g/mL; Sigma), penicillina 100 U/mL (Gibco, Grand Island, NY) e estreptomicina 100 g/mL 

(Gibco, Grand Island, NY). O pH do meio de cultivo celular foi ajustado para 7,08, de 

acordo com as recomendações do fabricante. 

 
2.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

 
Ao atingirem confluência, as células C2C12 foram cultivadas em microplacas de 96 

poços para condução dos ensaios de viabilidade celular em uma densidade de 3 x 104 

células por poço. No primeiro ensaio, após 24 horas do plaqueamento, os mioblastos 

C2C12 foram expostas aos tratamentos RAC (DMEM+ 10% FBS + 10 μm ractopamina 

(Ractopamine hydrochloride, Sigma-Aldrich®) [4] e CONT (DMEM + 10% FBS) em 

diferentes tempos (24, 48 e 72 horas) contendo 6 repetições por tratamento. 

No segundo ensaio de viabilidade os mioblastos foram expostas aos tratamentos 

RAC, AICAR, importante ativador da AMPK, (DMEM + 10% FBS + 500 μm (5- 

Aminoimidazole-4-carboxamide 1-ȕ-D-ribofuranoside, Acadesine, N1-(ȕ-D- 

Ribofuranosyl)-5-aminoimidazole-4-carboxamide, Sigma-Aldrich®) [10] e CONT durante 

24 horas. Em ambos os ensaios, a ractopamina foi dissolvida em DMSO (Sulfóxido de 

Dimetil, Sigma-Aldrich®) e o AICAR em água ultrapura. 

Cada poço da microplaca de cultivo celular contendo os tratamentos foi lavado com 

100 µL de PBS (Phosphate-buffered saline) e, após a retirada completa do meio contento os 

tratamentos, adicionou-se 10 µL de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil 
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tetrazolium]) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific®, Oregon, USA), a 5mg/mL dissolvido 

em PBS. Em seguida, a microplaca foi incubada a 37°C de 4 a 6 horas, até que se 

tornassem visíveis os cristais roxos de formazan [19,20]. 

Posteriormente, retirou-se o meio de crescimento celular contendo o MTT e 

adicionou-se 100 µL de DMSO para a solubilização dos cristais, agitando-se a microplaca 

por 5 minutos em agitador (High-Speed microplate shaker, Ilumina®, San Diego, 

Califórnia, USA). A microplaca de cultivo foi mantida à temperatura ambiente na ausência 

de luz por 5 minutos para estabilização da cor. A leitura foi realizada em espectrofotômetro 

(Multiskan Spectrum, Thermo Scientific®, Oregon, USA) a 570 nm. A absorbância obtida 

ao final do ensaio é diretamente proporcional à viabilidade celular e foi calculada a partir  

da razão entre as médias das absorbâncias dos poços tratados e as médias da absorbância 

dos poços não tratados multiplicados por 100 [20]. Os valores de absorbância obtidos dos 

poços que receberam os tratamentos foram descontados do valor de absorbância do branco 

(absorbância do poço que continha apenas DMSO). 

 
2.3 EXTRAÇÃO E ABUNDÂNCIA DE PROTEÍNAS 

 
Para a extração e a abundância de proteínas, 5 x 105 células foram cultivadas em 

placas de 6 poços e expostas aos tratamentos RAC, AICAR e CONT durante 24 horas 

contendo 4 repetições por tratamento. O extrato total de proteínas foi obtido a partir da 

inclusão de 500 µL de tampão de lise (10 mM Tris HCl, 100 mM de NaCl, 0,5 mM de  

DDT (dithiothreitol), 2,5 mM de MgCl2, 0,5% triton X-100 e 1% coquetel inibidor de 

protease, (Sigma-Aldrich®)) após a retirada do meio de cultivo contendo os tratamentos. O 

conteúdo de proteínas foi mensurado por Bradford Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA) 

e a solução de proteína foi estocada a -80°C até que se realizassem as análises posteriores. 

As proteínas foram separadas em gel SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel Eletrophoresis) a 10%, contendo 60 µg de proteínas por amostra. Os 

extratos proteicos de todos os tratamentos foram dispostos em cada gel, bem como uma 

amostra aleatória para controle de carregamento e normalização do sinal das demais 

amostras. 

As proteínas extraídas foram transferidas para as membranas de PVDF (Difluoreto 

de Polivinilideno) e bloqueadas em solução de 1% de BSA (Bovine Serum Albumin, 

Sigma-Aldrich®) em TBS1x (Tris-Buffered Saline) por 1 hora com suave agitação à 
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temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpos 

primários anti-AMPK (AMPKα, rabbit, 2603, Cell Signaling Technology®, Massachusetts, 

USA) e anti-p-AMPK (AMPKα, rabbit, 2535, Cell Signaling Technology®, Massachusetts, 

USA); anti-mTOR (8319, mouse, Santa Cruz Biotecnologia®, Dallas, TX, USA) e anti-p- 

mTOR (293133, mouse, Santa Cruz Biotecnologia®, Dallas, TX, USA). Os anticorpos 

primários anti-p-AMPK e anti-p-mTOR foram diluídos na concentração de 1:500 em 

solução de 1% de BSA em TBS1x durante 16 horas a 4°C com suave agitação. Já os 

anticorpos primários anti-AMPK e anti-mTOR foram incubados em diluição 1:500 apenas 

em TBS1x pelo mesmo tempo. 

Após incubação com os anticorpos primários, as membranas foram lavadas três vezes a 

temperatura ambiente com TBSt (Tris-Buffered Saline e 0,1% Tween®) e então incubadas 

por 1 hora com anticorpo secundário (anti-rabbit IgG- Cell signaling® e anti-mouse IgG - 

Sigma-Aldrich®) na concentração de 1:5000 em TBS1x. Posteriormente, as membranas 

foram lavadas três vezes (cinco minutos para cada) com TBSt e reveladas por ECL 

ClarityTM 172 substrate (Bio-Rad, Hercules, California, USA). As imagens foram geradas 

pelo C-digit (Li-Cor) e quantificadas a partir do software Image Studio Lite versão 5.2. 

 
2.4 EXPRESSÃO GÊNICA 

 
Para as análises de expressão gênica, 5 x 105 células foram cultivadas em placas de 6 

poços e expostas aos tratamentos RAC, AICAR e CONT durante 24 horas contendo 6 

repetições por tratamento. Após 24 horas de exposição, os tratamentos foram retirados e os 

poços lavados com 2,5 ml de PBS. Posteriormente, procedeu-se a extração do RNA total 

das células utilizando-se Trizol® (InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific®, Oregon, USA) 

conforme protocolo descrito pelo fabricante. A concentração de RNA total foi obtida por 

espectrofotometria utilizando-se espectrofotômetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences 

Inc., Little Chalfont, Reino Unido) e a integridade do RNA foi determinada em gel de 

agarose 1%. Posteriormente, o cDNA foi sintetizado utilizando-se o GoScriptTM Reverse 

Transcription System Kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA), seguindo as 

recomendações do fabricante e sua concentração foi determinada por meio do 

espectrofotômetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences Inc., Little Chalfont, Reino 

Unido). 
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Os desenhos dos primers para os genes endógenos ȕ-actina (ACTB), hipoxantina 

guanina fosforibosil transferase (HPRT1), gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase (GAPDH), 

e os alvos envolvidos no metabolismo energético, ATP sintase complexo mitocondrial 

subunidade D (ATP5H), marca de proliferação Ki-67 (MKi-67), proteína quinase 

ribossomal S6 B1 (RPS6KB1), proteína supressor de tumor (P53) e calpaína subunidade 1 

(CAPN1) foram realizados no programa PrimerQuest 

(www.idtdna.com/Scitools/Applications/PrimerQuest) fornecido pela Integrated DNA 

Technologies, Inc (Coralville, IA) utilizando-se as sequências disponíveis no banco de 

dados do GeneBank (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov), conforme apresentado na Tabela 1. 

http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/PrimerQuest)
http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/PrimerQuest)


 

NCBI 

 
 
 

 
Tabela 1: Nome dos genes, abreviação, sequência dos primers e código de acesso dos pares de iniciadores de cada gene alvo. 

 

Gene Abreviação  Primer  Código de acesso no 

ȕ-actina ACTB 
F: CTAGACTTCGAGCAGGAGAT 

NM_007393.5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ATP Sintase, complexo mitocondrial, 
subunidade D 

 
ATP5H F: GATGGCTGGGCGTAAAC AF_354051.1 

R: CAGGACTTCAGGGCATTTC 
 

Proteína supressor de tumor P53 F: AGGTAGCGACTAACAGTTAGG AB_020317.1 
R: TGGCAGTCATCCAGTCTT 

 
Calpaína subunidade 1 CAPN1 F: GCAGCTATGAGGCTCTTTC AF_084459.1 

R: TCGTTCAGGGCCTTTA 
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 R: CCGCTCGTTGCCAATAG  

Hipoxantina guanina fosforibosil transferase HPRT1 F: GCCTAAGATGAGCGCAAG 
R: GATGGCCACAGGACTAGA 

NM_013556.2 

Gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase GAPDH F: GGGTGCAGCGAACTTTAT 
R: CCCTCACAATTTCCATCCC 

NM_001289726.1 

Marca de proliferação Ki-67 MKI-67 F: CTGCGCTCTACCTACTACA 
R: CAAAGAAGACCCAGCACTC 

NM_001081117.2 

Poteína quinase ribossomal S6 B1 RPS6KB1 F:GATACTCGAGGATGAGGTAGAG 
R: GGAACATTCTGGAGGAAGTG 

NM_001114334.1 
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A escolha do gene endógeno foi baseada nas curvas de amplificação e de 

dissociação e na estabilidade de amplificação do gene entre os tratamentos por meio dos 

programas Genorm e Normfinder, sendo o gene ACTB identificado como o melhor gene 

endógeno. 

As reações em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real (RT-qPCR) foram 

realizadas em duplicatas utilizando o termociclador ABI Prism 7300 Sequence Detection 

Systems (Applied Biosystems - Foster City, CA, EUA), a partir do método de 

Quantificação Relativa, utilizando como detecção o sistema SYBR® Green (Applied 

Biosystems - Foster City, CA, EUA) e o kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega 

corporation, Madison, EUA). Os valores de “threshold cycle” (Ct) obtidos foram 

posteriormente normalizados a partir do método de delta-ct (ΔCt). O cálculo dos níveis 

relativos de expressão gênica foi desenvolvido de acordo com o método 2-ΔCt [21]. 

 
2.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 
Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA), utilizando-se o 

software SAS®, versão 9.4, segundo o modelo descrito abaixo: 
Y ij= μ+Ti+εij  

em que: 

Y ij= observação tomada na unidade experimental j submetida ao tratamento i; 

μ= constante geral; 

Ti= efeito do tratamento i; 

εij= erro aleatório não observável, pressuposto NID (0, σ2e). 

Após a realização da ANOVA, o teste Tukey foi utilizado para comparação das médias 

entre os tratamentos. As médias foram consideradas diferentes entre si quando p≤0,05. 

Considerou-se outliers nos ensaios de viabilidade celular as observações que apresentaram 

valores de resíduos estudentizados externos superiores a -2 e +2. 

 
3. RESULTADOS 

3.1 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 
 

A formação dos cristais de formazan resultante do metabolismo do MTT em células 

viáveis pode ser visualizada na Figura 1. 
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Figura 1: Formação dos cristais de formazan em células C2C12 expostas e não 

expostas à RAC em diferentes tempos. A, B, C: Células C2C12 expostas à 

ractopamina por 24, 48 e 72 horas, respectivamente; D, E, F: Células C2C12 não 

expostas à ractopamina em 24, 48 e 72 horas, respectivamente. 

 
O tempo de exposição e a presença de RAC tiveram efeitos independentes sobre a 

viabilidade das células (P=0,28). Na presença do aditivo observou-se maior média de 

viabilidade celular (P<0,01) (Tabela 2). Entretanto, a viabilidade celular não foi  

alterada entre os tempos 24 e 48 horas (Tabela 2). Portanto, adotou-se o tempo de 24 

horas para a exposição das células aos tratamentos para a realização dos demais ensaios 

deste experimento. 



 

 
 
 
 

Tabela 2: Médias (± erro padrão) e nível de probabilidade para ocorrência do erro tipo I para o efeito da ractopamina e o tempo de 
exposição de mioblastos C2C12 à ractopamina (10 µM) e ao tratamento controle; COM= com ractopamina; SEM= sem ractopamina; 
*Letras diferentes indicam diferenças entre médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

 
 

Aditivo  Tempo (T)*   Valor- P  

COM SEM 24 horas 48 horas 72 horas A T A×T 
0.89±0.015 0.82±0.015 0.90±0.018a 0.86±0.019ab 0.81±0.019b 0,004 0,007 0,284 
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De acordo com os resultados obtidos no primeiro ensaio, outro ensaio de viabilidade 

celular foi realizado, fixando-se o tempo de exposição das células aos tratamentos em 24 

horas. A formação dos cristais de formazan resultante do metabolismo do MTT em células 

viáveis pode ser visualizada na Figura 2A. Neste ensaio, observou-se que os valores de 

absorbância diferiram entre os tratamentos (P<0,01). As células expostas à ractopamina 

apresentaram aumento na viabilidade em, aproximadamente, 19% e aquelas expostas ao 

AICAR, apresentaram redução na viabilidade em, aproximadamente, 53% em relação ao 

tratamento controle (Figura 2B). 

Figura 2A: Formação de cristais de formazan em células C2C12 expostas a diferentes 

tratamentos durante 24 horas. A: Células C2C12 expostas à ractopamina (10 µM); B: 

Células C2C12 expostas ao AICAR (500 µM); C: Células C2C12 expostas ao tratamento 

controle. 

 
 
 

Figura 2B: Ensaio de citotoxidade e viabilidade celular (%). Células C2C12 expostas 

aos tratamentos ractopamina (RAC); AICAR e controle (CONT) durante 24 horas. Letras 

diferentes indicam diferenças pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 
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3.2 ABUNDÂNCIA DE PROTEÍNAS INDICADORAS DE ALTERAÇÃO DO 
STATUS ENERGÉTICO CELULAR 

 
A abundância de p-AMPK diferiu entre os tratamentos (P<0,001), sendo menor na 

presença de RAC e maior na presença de AICAR em relação aos demais tratamentos. Da 

mesma forma, a abundância de AMPK também diferiu entre os tratamentos (P=0,027), 

sendo menor na presença de RAC em relação ao CONT. Entretanto, a abundância das 

proteínas mTOR e p-mTOR foi similar entre os tratamentos avaliados (P=0,544 e P=0,072, 

respectivamente). Os gráficos de abundância das proteínas estão sumarizados na Figura 3. 

 

Figura 3: Abundância das proteínas AMPK e mTOR expressas em unidades 

arbitrárias (u.a). Células C2C12 expostas aos tratamentos ractopamina (RAC); AICAR e 

controle (CONT) durante 24 horas; A: AMPK; B: p-AMPK; C: mTOR; D: p-mTOR. 

Utilizou-se uma amostra aleatória em cada gel para controle de carregamento e 

normalização do sinal das demais amostras Letras diferentes indicam diferenças entre 

médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 
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3.3 ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA 
 

A expressão do gene MKI67 diferiu entre os tratamentos (P<0,001), sendo maior na 

presença de RAC em relação ao AICAR, no entanto, menor em relação ao CONT. O gene 

pró-apoptótico P53 também diferiu entre os tratamentos (P<0,001), sendo mais expresso 

nos tratamentos controle e RAC em relação ao AICAR e no tratamento controle em relação 

à RAC. O gene ribossomal RPS6KB1 foi diferencialmente expresso entre os tratamentos 

(P<0,001), sendo mais expresso na presença de RAC em relação ao AICAR, no entanto, 

apresentou expressão similar entre RAC e controle. Diferenças na expressão do gene 

CAPN1 também foram observadas entre os tratamentos (P<0,001), sendo menos expresso 

na presença de RAC em relação ao AICAR, no entanto, similar entre os tratamentos RAC e 

controle. Diferentemente, a expressão do gene ATP5H não foi alterada entre os tratamentos 

considerados (P=0,187). Os dados de expressão dos genes alvo podem ser visualizados na 

Figura 4. 

Figura 4: Padrão de expressão em unidades arbitrárias (u.a) dos genes alvo. Células 

C2C12 expostas aos tratamentos ractopamina (RAC); AICAR e controle (CONT) durante 

24 horas; MKI67: Marker Of Proliferation Ki-67; RPS6KB1: Ribosomal Protein S6 Kinase 

B1; P53: Tumor Protein P53; ATPS: ATP Synthase, H+ Transporting, Mitochondrial Fo 

Complex Subunit D; CAPN1: Calpain 1. Letras diferentes indicam diferenças entre médias 

pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 
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4. DISCUSSÃO 
No presente trabalho, observou-se expressivo envolvimento do agonista ȕ- 

adrenérgico ractopamina sobre a energética celular resultando em aumento da viabilidade 

de mioblastos C2C12. 

Os resultados obtidos em ambos os ensaios do MTT evidenciaram que a 

ractopamina aumentou a viabilidade dos mioblastos C2C12. A clivagem do MTT tem 

várias propriedades desejáveis para analisar a sobrevivência e a proliferação celular, uma 

vez que apenas as células vivas e metabolicamente ativas são capazes de metabolizar o 

composto [22]. O ensaio também pode ser usado para investigar o envolvimento da 

atividade mitocondrial sobre os processos de ativação celular [23,19]. Diante dos resultados 

encontrados e considerando-se que o mecanismo de ação desencadeado pelos agonistas ȕ- 

adrenérgicos sobre o crescimento muscular envolve a repartição energética [17,18], buscou- 

se entender como a ractopamina afeta a viabilidade de células miogênicas a partir da 

expressão de genes e proteínas responsivas ao status energético celular. 

A AMPK é considerada o principal sensor molecular do nível energético de células 

de organismos eucariotos, sendo ativada por fosforilação em situações de desequilíbrio 

energético [7,9]. No tecido adiposo, os agonistas ȕ-adrenérgicos atuam sobre a lipólise ao 

aumentar a abundância de p-AMPK [24]. Entretanto, no presente trabalho, mioblastos 

C2C12 expostos à ractopamina apresentaram menor abundância de p-AMPK em relação 

aos demais tratamentos e menor abundância de AMPK em relação ao controle. Esses 

resultados sugerem que a ractopamina atua sobre a viabilidade celular ao regular o status 

energético de células musculares, reduzindo a abundância de AMPK e, posteriormente, sua 

ativação por fosforilação. Dessa forma, o aumento da massa muscular por hiperplasia ou 

hipertrofia observado in vitro na presença de ractopamina [3,4,25] pode estar associado ao 

maior equilíbrio do status energético celular regulando positivamente vias de crescimento 

downstream. 

A mTOR é uma importante via downstream à AMPK, associada a diversos 

processos metabólicos, controlando a proliferação e a síntese proteica celular [12,13]. Os 

processos de transcrição e biogênese ribossomal, por exemplo, são controlados pela mTOR 

e exigem maior relação ATP:ADP. A redução dos níveis energéticos ou de nutrientes 

resultam em ativação da AMPK que inibe a sinalização da mTOR, sugerindo uma 

importante relação entre as vias sobre os processos de crescimento celular [9,14]. O 

aumento da hipertrofia está associado a maior ativação da mTOR em células musculares 
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esqueléticas de suínos suplementados com ractopamina [5]. Entretanto, no presente estudo, 

a menor abundância de p-AMPK e AMPK em mioblastos C2C12 expostos à ractopamina 

não resultou em aumento da abundância de p-mTOR ou mTOR em relação aos controles. 

Os efeitos da sinalização ȕ-adrenérgica sobre a mTOR é evidenciado nos estágios finais de 

miogênese, culminando com a diferenciação e maturação dos miotubos [26,27]. Os 

mioblastos C2C12 são células miogênicas com alta capacidade proliferativa e que 

permanecem indiferenciados por fatores mitogênicos presentes no soro fetal bovino [28]. 

Esses resultados sugerem que a ractopamina atua sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 

modulando a homeostase energética via AMPK. 

O gene ATP5H codifica para a enzima mitocondrial ATP sintase, associada à 

homeostase energética e à atividade mitocondrial [29]. Estudos envolvendo a produção de 

energia celular via fosforilação oxidativa têm utilizado o gene como importante marca de 

síntese de ATP [30]. Entretanto, no presente trabalho, a expressão do gene foi similar entre 

os tratamentos. A biogênese mitocondrial é regulada, dentre outros fatores, por ativação da 

AMPK [31,32] e está diretamente associada à expressão de enzimas envolvidas na 

fosforilação oxidativa em miotubos [32]. Em mioblastos C2C12, os níveis de expressão de 

importantes genes reguladores da biogênese mitocondrial não são detectados, entretanto, 

quando diferenciadas, células C2C12 apresentam progressivo aumento da expressão desses 

genes [33], sugerindo que o metabolismo oxidativo seja a principal fonte de energia para as 

células musculares esqueléticas diferenciadas [33,34]. No presente trabalho, além da 

expressão do gene ATP5H não ter variado entre os tratamentos, não foi possível detectar a 

expressão do gene PGC1 α que está associado à biogênese mitocondrial. Portanto, os dados 

obtidos sugerem que a manutenção das células em estado indiferenciado não possibilitou o 

estudo da ativação mitocondrial em mioblastos C2C12, uma vez que a contribuição do 

metabolismo oxidativo é menor que o glicolítico nessas células. 

De acordo com a dinâmica de crescimento do músculo esquelético, maiores taxas de 

proliferação celular, contribuem para o aumento do numero de fibras musculares e acúmulo 

de mionúcleos [35]. O gene MKI67 é uma importante marca de proliferação celular [36,37]. 

Células sob ausência de estímulos proliferativos, reconhecidamente em fase G0 do ciclo 

celular, não apresentam expressão detectável do gene [38]. Na presença de ractopamina, 

mioblastos C2C12 apresentaram maior expressão do gene em relação às expostas ao 

AICAR. Considerando-se a importância do status energético sobre a progressão do ciclo 

celular esses resultados estão de acordo com a regulação positiva da AMPK sobre vias 



39  

anabólicas downstream na presença de ractopamina. Por outro lado, o gene MKI67 foi 

menos expresso em células expostas à ractopamina em relação às células mantidas em 

condições normais de crescimento. Isso sugere que o aumento da viabilidade dos 

mioblastos C2C12 expostos à ractopamina não resultou em aumento da proliferação 

celular. De forma contrária, pesquisas in vitro tem sugerido aumento potencial da 

proliferação celular na presença de ractopamina [4]. 

O gene RPS6KB1 codifica para a proteína p70S6 kinase, regulada pelo complexo 1 

da mTOR (mTORC1). A proteína p70S6K está associada aos processos que envolvem 

progressão do ciclo, crescimento e sobrevivência celular, bem como síntese proteica [39]. 

Dessa forma, o gene RPS6KB1 é responsivo aos níveis dos fatores de crescimento, citocinas 

e nutrientes [39], atuando sobre o aumento da hipertrofia muscular [40]. No presente 

trabalho, observou-se que as células expostas à ractopamina apresentaram maior expressão 

do gene em relação ao AICAR. Conforme esperado, em relação à situação de desequilíbrio 

energético promovida pelo AICAR, a ractopamina potencializa o anabolismo celular. 

Entretanto, células expostas à ractopamina não apresentaram expressão diferencial do gene 

RPS6KB1 em relação às células expostas às condições normais de crescimento. A ausência 

de alteração na ativação da mTOR é compatível com a ausência de variação na expressão 

do gene entre os tratamentos ractopamina e controle. Por outro lado, considerando-se a 

repressão do anabolismo celular promovido pelo AICAR, o gene teve sua expressão 

reduzida em relação à ractopamina, possivelmente devido à sensibilidade à outras vias que 

também estão associadas à síntese proteica celular. 

Além dos genes MKI67 e RPS6KB1, o gene pró-apoptótico p53 também é 

responsivo aos fatores mitogênicos. A apoptose ocorre normalmente durante o 

desenvolvimento e o envelhecimento celular e atua como um importante mecanismo 

homeostático para manter a população de células nos tecidos [41]. A expressão do gene p53 

foi maior em células expostas à ractopamina em relação ao AICAR. A partir dos dados de 

expressão dos genes MKI67 e RPS6KB1 e da abundância de p-AMPK é possível constatar 

que embora os mecanismos anabólicos sejam evidenciados na presença de ractopamina, em 

relação às células submetidas ao desequilíbrio energético, a apoptose celular também é um 

evento importante a fim de manter a população e a renovação celular nessas situações. 
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Por outro lado, em relação às células expostas às condições normais de crescimento, 

a ractopamina reduziu a expressão do gene p53. Esse resultado parece ser suficiente para 

justificar o aumento da viabilidade celular na presença de ractopamina. Adicionalmente, a 

presença do aditivo não resultou em aumento da proliferação e, consequentemente, da 

síntese proteica, logo, a melhora da viabilidade parece estar associada à redução da morte 

celular por apoptose. Considerando-se a dinâmica de crescimento muscular, uma das 

principais limitações está o fato de que o número de fibras é essencialmente fixado antes do 

nascimento para a maioria das espécies e que o crescimento muscular pós-natal depende do 

número total de fibras musculares definidas na fase pré-natal [17,35]. Dessa forma, ao 

reduzir a apoptose dos mioblastos, a ractopamina pode contribuir para o aumento potencial 

da massa muscular, tendo-se em vista que o maior número de mioblastos impacta o número 

de mionúcleos e, portanto, a hiperplasia e hipertrofia do tecido [4]. 

As calpaínas são proteases cálcio-dependentes que atuam sobre diferentes eventos 

celulares e são responsivas ao status energético celular [18]. O gene CAPN1 codifica para 

subunidade 1 das calpaínas (µ-calpaína) abundante no músculo esquelético que participa da 

degradação proteica das estruturas celulares [43]. Em situações de desequilíbrio energético, 

a expressão da µ-calpaína é aumentada [43]. Dessa forma, no presente trabalho, células 

expostas à ractopamina apresentaram redução na expressão do gene em relação àquelas 

expostas ao AICAR tendo-se em vista o efeito deste componente em fosforilar a AMPK. 

Por outro lado, em relação às células expostas às condições normais de crescimento, a 

presença de ractopamina não resultou em alteração da expressão do gene CAPN1. Isso 

sugere que o aumento da viabilidade celular na presença de ractopamina não está 

relacionado à alteração na degradação das estruturas celulares. 
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5. CONCLUSÃO 
 

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o agonista ȕ-adrenérgico 

ractopamina aumenta a viabilidade celular ao regular o status energético via AMPK, 

reduzindo a apoptose da linhagem de mioblastos C2C12. 
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