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RESUMO

TEIXEIRA, Susana Amaral, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2018.
Agonistasp-adrenérgicos e as vias de sinalizacdo envolvidas no anabolismo de células
miogénicas.Orientadora: Simone Eliza Facioni Guimaraes. Coorientador: Marcio de Souza
Duarte.

O tecido muscular € um dos tecidos de maior importancia ao nivel de produgédo animal,
tendo-se em vista o fornecimento de micronutrientes e proteinas para o consumo humano.
A miogénese € 0 processo responsavel pela formagcdo e manutencdo do tecido muscular,
sendo influenciado por fatores genéticos e ambientais. Nesse sentido, pesquisas nas areas
de genética e nutricdo tém contribuido de forma expressiva para a producdo as anim
mais eficientes e, consequentemente, produtivos. A utilizacdo de agprasti@nérgicos €

uma importante estratégia neste processo, uma vez que os aditivos participam da reparticao
energética dos nutrientes dietéticos, contribuindo para o anabolismo do tecido muscular. As
vias de sinalizacdo intracelular AMPK (proteina quinase ativada por AMP) e mTOR
(proteina alvo da rapamicina em mamiferos) sdo sensivetata®energético e exercem

grande influéncia sobre o desenvolvimento e crescimento muscular. No entanto, poucas
pesquisas tém sido desenvolvidas a fim de elucidar os mecanismos moleculares pelos quais
0s agonistag-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 sinalizacao intracelular para a manifestacdo de um fenétipo de
interesse. No presente trabalho, a utilizacdo do agofistdrenérgico ractopamina
aumentou a viabilidade de mioblastos C2C12, regulangates energético via AMPK,
reduzindo, dessa forma, a apoptose das células. Portanto, sugere-se que o fenétipo muscular
observado na presenca de ractopamina deve-se, em partes, a atuacdo do aditivo sobre vias
de sinalizacéo intracelular que regulam a expressdo de importantes genes envolvidos no

anabolismo de células miogénicas.
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ABSTRACT

TEIXEIRA, Susana Amaral, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, [2018.
adrenergic agonists and signaling pathways involved in myogenic cells anabolism
Advisor: Simone Eliza Facioni Guimaraes. Co-advisor: Marcio 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 B-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 B-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 B-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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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO GERAL

O mausculo esquelético é considerado um dos tecidos mais dinamicos e plasticos do
organismo e representa, aproximadamente, 40% da massa corporal de um individuo [1].
Tratando-se da producao animal, este € um dos tecidos de maior valor econémico, uma vez
gue representa importante fonte de proteina 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 tém focado na busca por
animais mais eficientes, com maior deposicéo de tecido muscular, regulando indiretamente
0S processos que coordenam a miogénese.

A miogénese é o processo celular responsavel pela origem e manutencéo das fibras
musculares esqueléticas [3]. O numero e o tamanho das fibras determinam a massa
muscular de um individuo [4] e sédo altamente influenciados por fatores genéticos e
ambientais [4,5]. Nesse sentido, os aditiybadrenérgicos atuam como importantes
ferramentas para manipulacdo do crescimento do tecido muscular [6] uma vez que
influenciam a hiperplasia e a hipertrofia cel{l&a].

As vias de sinalizagcdo que regulam o crescimento celular sdo sensiv&&tuao
energético e modulam a expressdo de genes e proteinas associados aos processos d
sobrevivéncia, sintese proteica e proliferacao celularlPJ0 Dentre essas vias, aquelas
envolvendo a AMPK e a mTOR séo potenciais responsaveis pelas alteracdes fenotipicas
observadas na presenca dos agonigtadrenérgicos, tendo-se em vista que os aditivos
atuam sobre a reparticdo energética [13,14]. Entretanto, estudos que associem o efeito dos
agonistag3-adrenérgicos as vias de sinalizacdo sensivessaae energético celular, bem
como a expressdo de geresvnstream envolvidos no crescimento, ainda sdo escassos na
literatura.

A utilizacdo das técnicas de estudo vitro tem se destacado como importante
ferramenta a fim de obter maior entendimento dos mecanismos moleculares, bioldégicos ou
fisiol6gicos que coordenam a resposta observada no fenétipo de um organismo [8,15,16]
Além disso, devido a crescente preocupacdo com a utilizacdo de animais para fins de
experimentacdo, a técnica tem ganhado destaque em éareas como biologia molecular,

gendmica e protedmica [17]. Dentre as linhagens celulares mais utilizadas devidda sua al



capacidade de proliferacéo e diferenciagaatro, destaca-se a C2C12 que sao mioblastos
provenientes de camundongos [18].

Nesse sentido, no presente trabalho, objetivou-se avaliar e entender os principais
mecanismos moleculares envolvidos na reparticdo energética desencadeados pela exposi¢aac
de mioblastos C2C12 ao agoniftadrenérgico ractopamina.



REVISAO DE LITERATURA

2.1 MIOGENESE

A miogénese é o complexo processo biologico de formacao do tecido muscular que
envolve a determinacdo de células-tronco pluripotentes mesodérmicas a linhagem
miogénica e sua posterior diferenciagdo em midcitos funcionais [19], sendo iniciado no
embrido como resultado da sinalizagcéo de tecidos vizinhos que especificam o destino das
células para a linhagem miogénica [20]. O processo miogénico € coordenado de modo que
apos o estabelecimento de pool ideal de células, os sinais celulares induzem a saida dos
midcitos do ciclo celular, dando inicio ao processo de diferenciacdo [4], mediante a
expressdo coordenada de milhares de genes cujos mecanismos moleculares séo conservado
em varias espeécies [21].

Em mamiferos, a miogénese ocorre em etapas [22]. Inicialmente, as células
mesodérmicas pluripotentes (somitos) se diferenciam em mioblastos. Os mioblastos sdo
células de linhagem miogénica, mononucleados e de alta capacidade proliferativa, sendo
esta uma importante caracteristica para o estabelecimento do nimero 6timo de células
musculares [4]. Posteriormente, ha proliferacdo e migracdo de mioblastos que se fundem
para formar os miotubos multinucleados e, finalmente, os miécitos maduros e funcionais

[4]. Os eventos basicos da miogénese estdo sumarizados na Figura 1.
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Figura 1: Eventos basicos da miogénese. (Fonte: Rehfeldt et al., 2000).

Por serem células longas e estreitas, as células musculares sdo comumente
denominadas de fibras musculares. A formacéo das fibras musculares ocorre a partir das
ondas primaria e secundaria; cada onda consiste na proliferacdo e na fusdo dos mioblastos
para formar novas fibras musculares [4,22]. Enquanto as fibras primarias sdo formadas de
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novo por meio da fusdo dos mioblastos, as fibras secundarias utilizam as fibras primarias
como molde em uma segunda onda de diferenciagéo [22].

Existe uma populacdo de células que nao se diferenciam em células musculares e se
localizam abaixo da membrana basal das fibras musculares, conhecidas como células-
satélite [20]. As células-satélite sdo mononucleadas e mitoticamente ativas durante o
processo de hipertrofia (aumento do tamanho das células) [12]. Essas células atuam em
diferentes eventos durante a miogénese, como crescimento e regeneracdo das fibras
musculares, manutencdo, renovacdo e adaptacdo das células miogénicas, além de
participarem do crescimento pés-natal a partir da doagdo de novos mionucleos as fibras
musculares [4,23].

Durante o desenvolvimento pré-natal, o crescimento muscular se da por proliferacédo
dos mioblastos, resultando em aumento do nimero de células, processo conhecido como
hiperplasia [24]. Diferentemente, no periodo pods-natal, as células musculares perdem sua
capacidade proliferativa e assim, 0 crescimento ocorrera, em sua maioria, por hipertrofia,
ou seja, aumento do diametro das células [1]. A hipertrofia ocorre primeiramente no sentido
longitudinal da fibra pelo aumento do numero de sarcébmeros e, posteriormente, pelo
aumento do didmetro celular a partir da deposi¢édo de proteinas miofibrilares [6].

Embora a hiperplasia das células musculares seja um evento exclusivamente pré-
natal [4], sua ocorréncia € responsavel por determinar o potencial de crescimento e a
capacidade de desenvolvimento do tecido muscular no periodo pds-natal [24]. Dessa forma,
a selecdo de animais para crescimento muscular resulta em aumento nas taxas de
proliferacdo dos mioblastos, aumentando o nimero de mionlcleos e potencializando a
sintese proteica [4].

A massa muscular depende do numero e do tamanho das fibras musculares [2],
sendo passivel da influéncia de fatores genéticos e ambientais [4,24]. Nesse sentido,
importantes avancos tém sido observados na area de genética e nutricdo animal a fim de
atender a crescente demanda por carne [25].

Em um sistema de producdo em que se prioriza a eficiéncia de producdo de carne,
os esfor¢cos concentram-se no aumento da deposicdo de tecido magro em detrimento da
deposicdo de tecido adiposo [25]. Assim, diferentes estratégias podem ser utilizadas para
potencializar o aumento da massa muscular na producao animal, dentre elas, a utilizagdo de

agonistag-adrenérgicos [9,14,25,26].



2.2 SINALIZACAO B-ADRENERGICA

Os p-adrenérgicos enddgenos saas catecolaminas (epinefrinae
noraepinefrina), caracterizadas como os principaim®aos do estresse [13]. Os
receptoreg-adrenérgicos apresentam diferentes subtpdR1, BAR2 e BAR3),cuja
proporcao nos tecidos corporais pode variar exsgspecies[13,27].

A sinalizacdop-adrenérgica se inicia a partir da sensibilizacdo dos receftores
adrenérgicos que estdo embebidos na membrana plasmética da maioria das células dos
mamiferos [27], desencadeando acdes fisiologicas e metabdlicas sobre o controle da
frequéncia sanguinea e cardiaca, da tensdo muscular, contracdes uterinas e degsadacao da
reservas energéticas [28].

Os receptore$-adrenérgicos sao acoplados as proteinas Gs e constituem o maior
grupo de receptores de superficie de membrana celular em mamiferos [29]. As proteinas Gs
sdo compostas pelas subunidadep e y, sendo a subunidaderesponsavel por ativar a
adenilato ciclase (AC), dando inicio a cascata de sinalizAgirenérgica. Apds ser
ativada, a AC converte trifosfato de adenosina (ATP) em adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), que atua como uma molécula de sinalizacdo intracelular, conhecido como
segundo mensageiro intracelular. O aumento dos niveis de AMPc ativam a proteina quinase
A (PKA), que por sua vez, atua sobre a fosforilacdo de proteinas e enzimas associadas ao
metabolismo celular a partir da ativacdo do fator de transcricdo CREB (proteina de ligacéo
ao elemento de resposta AMPc) [25,28]. Dessa formap-adrenérgicos regulam a
expressdo de muitas enzimas e fatores importantes na regulacdo metabdlica [25].

O mecanismo de acdo desencadeado pela interacdbadivenérgicos com 0s

receptores de membrana pode ser visualizado na Figura 1.
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Figura 1: Mecanismo de transducao de sinais a partir dos receptacenérgicos.
(Fonte: Moody, 2000).

Embora tradicionalmente usados na medicina humana em pacientes bronco-
asmaticos, o$-adrenérgicos desencadeiam efeitos positivos solorescimento muscular
partir da reparticdo energética quando administrados aos animais deiprffy29]. Dessa
forma, estes aditivos sdo denominados agentes modificadores de carcaca ou agentes de
particdo energética [13].

Os p-adrenérgicos sintéticos mais estudados sédo o cimaterol, o clenbuterol, a
ractopamina, o salbutamol e o zilpaterol [14]. Em geral, a resposta celular a presenca desses
B-adrenérgicos sobre a producdo animal resulta em aumento da taxa de ganho de peso,
melhora da eficiéncia na utilizagcdo dos alimentos e aumento da porcentagem de carne

magra na carcaca [14,27].

2.3 RACTOPAMINA

Dentre os agonistaf-adrenérgicos utilizados na producdo animal destaca-se o
cloridrato de ractopamina, também conhecido como ractopamina, cuja principal
caracteristica € promover o efeito anabdlico do tecido muscular animalL]2® partir da
reparticdo de nutrientes do tecido adiposo em direcdo ao aumento da deposicao de tecido
muscularin vivo [26,27]. O aditivo foi o primeiro agonisf&adrenérgico licenciado para

uso na produgéo de suinos em 1999 [25].



A ractopamina pertence a familia das fenetanolaminas e apresenta caracteristicas
similares aos hormoniof-adrenérgicos epinefrina e norepinefrina [26], entretanto, a
mesma € considerada um agoniBtadrenérgico, devido ao fato de ser um composto
sintético que se liga aos receptores organicos desencadeando ondas de sinalizacédo
intracelular que mimetizam e potencializam a atividade de um mediador biologico natural
[28].

Comercialmente, os isdbmeros RR, SS, RS e SR da ractopamina estédo disponiveis
[8] e apresentam diferentes niveis de sensibilidade aos subtipos dos rec@ptores
adrenérgicos, sendo o isbmero RR o mais sensivel ao subtipo 1 e os demais ao subtipo 2
[13]. Entretanto, a auséncia de estudos conclusivos sobre os maleficios do consumo da
carne provenientes de animais alimentados com ractopamina a saude humana, levou paises
como Unido Europeia, Russia e China a proibirem o uso do aditivo em seus rebanhos, bem
COMO O comeércio com 0s paises que a utilizam [32].

O mecanismo de acdo da ractopamina é semelhante ag@-adenérgicos
endogenos, pois envolve a liberacdo de estimulos a partir de receptores especializados,
conhecidos comBAR1 e BAR2 (receptofy adrenérgico 1 e 2, respectivamente) expressos
tanto nas células do musculo esquelético quanto nas células adiposas [28]. Esses receptores
desencadeiam ondas de sinalizacdo celular através do AMPc. Entretanto, a cascata de
sinalizacao celular decorrente da exposi¢cao a ractopamina, bem como aos demais agonistas
B-adrenérgicos, é sensivel a seletividade do aditivo ao receptor, sendo a ractopamina mais
seletiva ao$AR1, potencializando o aumento da massa muscular em suinos em relagéo aos
animais ruminantes [14].

Além disso, outros fatores como o tempo de administracdo, a idade, a genética e o
sexo do animal podem alterar a resposta celular a presenca do aditivo [13,28]. A exposicao
cronica ao aditivo pode resultar em dessensibilizacadowuaregulation dos receptoref
adrenérgicos [28]. Este processo é decorrente da fosforilacdo dos redepitmesérgicos
pelas proteinas quinases, como a propria PKA, sendo posteriormente internalizados pela
membrana celular reduzindo as respostas a sinalizacao [14,26].

A exposicdo dos adipocitos a ractopamina resulta em aumento da hidrélise das
reservas lipidicas por ativagdo da enzima lipase hormonio sensivel (LHS) [28,30,33] em
decorréncia da ativagdo da PKA. Simultaneamente, a ativagcdo da PKA resulta em

fosforilacdo da LHS bem como das proteinas pirilipinas que circundam a goticula lipidica.



Em conjunto, esses processos facilitam o acesso da LHS a goticula lipidica promovendo
hidrolise dos triglicerideos [34]. Dessa forma, a ractopamina induz a reducéo da hipertrofia
dos adipdcitos, levando a uma menor deposicado de gordura [28]. Aléem disso, o aditivo
pode reduzir a adipogénese ao reduzir a proliferacédo das células adiposas e a sensibilidade a
insulina, bem como a atividade das enzimas lipogénicas [14].

No tecido muscular, o efeito da ractopamina estd associado, principalmente, a
alteracdo da massa muscular, a partir da reparticdo energética do tecido adiposo em direcdo
ao anabolismo do tecido muscular [14], potencializando a eficiéncia alimentar dos animais
de producédo. Em geral, a melhora da eficiéncia alimentar € acompanhada do aumento da
massa muscular e reducdo da deposicdo de tecido adiposo [25]. Suinos em fase de
terminagdo suplementados com o aditivo durante 28 dias antes do abate apresentaram
melhora da conversdo alimentar em 4%, aumento na area de olho de lombo em 7% e
reducdo em 12% na relacdo gordura: carne, resultando em maior rendimento de carcaca
[35].

A suplementacgdo diéria da dieta de suinos em fase de terminacgdo, durante 21 dias
antes do abate, até o nivel de 20 ppm (partes por milhdo) de ractopamina parece aumentar o
diametro das fibras musculares [30]. Entretanto, tendo-se em vista que o0 crescimento
muscular pés-natal se da por hipertrofia [36], espera-se que o efeito da ractopamina sobre o
aumento da massa muscular ocorra por alteracdo no balancgo entre sintese e degradacéo da
proteinas musculares [25]. As calpainas sdo proteases calcio-dependente, associadas a
reducao da massa muscular por degradacao de proteinas miofibrilares [14,37]

Além de atuar sobre a hipertrofia de células miogénicas, pesauiséso tém
demonstrado que a ractopamina afeta a hiperplasia de mioblastos [8,38]. A exposicao de
mioblastos da linhagem C2C12 a ractopamina resultou em um aumento de,
aproximadamente, 30% na proliferacdo celular e na concentracdo de proteina e DNA [8].

Sabe-se que os processos celulares que culminam em crescimento e desenvolvimento
muscular envolvem importantes vias de sinalizag&o intracelular que séo dependentes do
status energético [39] e que a ractopamina atua sobre a reparticdo de nutrientes provocando
aumento anabolismo das células miogénicas [25]. Dentre as vias de sinalizagdo celular
afetadas pela presenca [gladrenérgicos, aquelas envolvendo a AMPK (proteina quinase
ativada por AMP) e a mTOR (proteina alvo da rapamicina em mamiferos) sdo potenciais

responsaveis pela alteracdo fenotipica causada pela ractopamina. Entretanto, o



entendimento do mecanismo molecular pelo qual a ractopamina atua sobre as vias de
sinalizacdo envolvidas no metabolismo energético celular resultando em crescimento das

células miogénicas ainda é escasso na literatura.

2.4 PROTEINA QUINASE ATIVADA POR AMP (AMPK)

A AMPK é uma treonina/serina quinase filogeneticamente conservada [40] que atua
como 0 mais importante sensor molecular do nivel energético em células de organismos
eucariotos [41]. Dessa forma, pequenas variacfes na relacdo AMP: ATP sdo capazes de
ativar a proteina por fosforilagao [42].

Estruturalmente, a AMPK consiste em uma subunidade cataliticae (duas
subunidades regulatériaf € y), sendo a subunidadesensivel as relacdbes ADP: ATP
celulares [43]. As subunidades apresentam diferentes isoformas que séo diferencialmente
expressas nos tecidos. A isoforofaé predominantemente expressa no figado e no tecido
adiposo, enquanto que a subunida@e® predominantemente expressa no cérebro, coracao
e musculo esquelético [40].

A ativacdo da AMPK é desencadeada por fosforilacdo do residuo de Treonina-172
(Thr 172) na subunidade por acdo das proteinas CaMRK(proteina quinase B
dependente de célcio/calmodulina), LKB1 (quinase supressora de tumor hepético Bl) e
TAK1 (fator transformador de crescimenfo ativado por proteina quinase-1) que se
localizamupstream a 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 ativacdo da AMPK estimula o catabolismo celular enquanto inibe
vias anabdlicas, a fim de restaurar e regulatatus energético das células [40]. Em
condigdes fisioldgicas normais, quando a relagdo ATP: ADP ou ATP: AMP celular é maior,

a AMPK néo é fosforilada, permitindo a restauragdo das reservas energéticasscelula
Assim, a AMPK ajusta os mecanismos celulares em funcdo da demanda de energia das
células [40,44]. O esquema de ativacado da AMPK e seus efeitos sobre os diferentes tecidos

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

Estudos envolvendo a ativacdo da AMPK tém utilizado agentes capazes deaegular
estado de fosforilacdo da proteina, incluindo farmacos, compostos naturais e horménios
[40]. O AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-b-4-ribofuranosid) se destaca como o
farmaco mais antigo associado a fosforilagdo da AMPK [40]. Este componente promove o
aumento da concentracdo intracelular de ZMP (5-aminoimidazol-4-carboxamida
ribonucleotideo), mimetizando os niveis de AMP (adenosina monofosfato) celular [45]. A
maior abundéancia de AMP celular se liga a subunigatleAMPK resultando em aumento
da fosforilagéo do Thr-172 e ativagdo da AMPK [40].

Alteracbes metabdlicas prolongadas podem induzir a acdo da AMPK sobre o
metabolismo celular regulando a transcricdo génica [43]. A ativacdo da AMPK em cultura
de células miogénicas leva a expresséao de fatores associados a regulacdo do crescimento e
ao desenvolvimento muscular, ao transporte de glicose, bem como a regulagdo de genes
downstream a mTOR (proteina alvo da rapamicina em mamiferos)44p Além disso, a
ativacdo da AMPK também estd associada a biogénese mitocondrial [46,50] e a expressao
de enzimas envolvidas na fosforilagdo oxidativa [3,51]. Dentre essas enzimas, a ATP
sintase subunidade mitocondrial tem sido utilizada como marcador do evento de sintese de
ATP celular [52], constituindo um importante alvo da agao da AMPK.

O nivel do segundo mensageiro intracelular AMPc também atua como um
importante regulador da atividade da AMPK em cultura de células [53]. A adicdo do
agonistap-adrenérgico isoproterenol em culturas de adipoécitos resultou na fosforilagdo da

AMPK, potencializando a lipdlisie vitro [33]. Dessa forma, os mecanismos moleculares
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envolvendo a sinalizagdbadrenérgica podem estar associados a regulacéo da atividade da

AMPK sobre a energética celular.

2.5 PROTEINA ALVO DA RAPAMICINA EM MAMIFEROS (mTOR)

A mTOR emergiu como grande efetora do crescimento e da proliferacédo celular por
meio do controle da sintese proteica [54,55]. A ativacdo da mTOR resulta em aumento do
crescimento celular e entrada das células no ciclo celular, enquanto a hiperativagédo da via
esta associada a formacéo de células cancerosas [56]. As proteinas p53 e KI-67 tém sido
utilizadas como importantes variaveis respostas a hiperativacdo da mTOR [57].

Estruturalmente, a proteina mTOR €& 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 mLSTS,
caracterizado pela sensibilidade a rapamicina (componente que bloqueia a atividade da
proteina mMTOR) [56], bem como por sua ag¢édo sobre o anabolismo celular, incluindo as
sinteses proteica, lipidica e de &cidos nucleicos devido a sensibilidade aos niveis de
aminodacidos, oxigénio, energia e fatores de crescimento [58]. O mTORC2 apresenta as
mesmas subunidades do mTORC1, a excecdo do Raptor que no mTORC2 é substituido
pelo Rictor, insensivel a rapamicina [59]. De forma contraria as fun¢cdes do mTORC1 sobre
o anabolismo celular, o mMTORC2 parece estar mais associado a organizacdo do
citoesqueleto e a polarizagéo celular [56,60].

Dentre as funcdes da mTOR sobre o anabolismo celular, destaca-se o controle da
sintese proteica por ativagdo do mTORC1 [57,58,61]. Os substratos do mTORC1
envolvidos no controle da sintese proteica sdo a quinase ribossomal S6K (S6K1 e 2) e o
fator de iniciacdo de traducao eucarioto (elF4E) ligante a proteina 1 (4E-BP1) [62].

A via mTOR tem sido associada a diversos processos metabdlicos, tais como a
proliferacéo celular, a sintese proteica celular e a biogénese de ribossomos [63] por meio da
sensibilidade do complexo 1 a diferentes fatores externos [58]. A influéncia dos fatores
externos sobre a sinalizacdo do mTORC1 nos diferentes processos celulares pode ser

visualizada na Figura 3.
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Figura 3: Sinalizagdo do mTORCL1 sobre o anabolismo celular a partir de diferentes
condigdes 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 presenca de insulina e fatores
de crescimento sensiveis aos receptores do tipo tirosina-quinase (RTKs) ou acoplados a
proteina G (GPCRs) na superficie celular [58]. A ractopamina € um agdaidtanérgico
gue desencadeia ondas de sinalizacao celular por meio dos receptores acoplados a proteine
G, dessa forma, a suplementacdo de suinos em fase de terminacdo com a [&xgonist
adrenérgico provocou estimulo a sintese proteica por ativacdo da mTOR [7].

As atividades metabdlicas celulares séo reguladas pela disponibilidade energética, a
partir da sinalizacéo entre as redes bioquimicas celulares sensiveis a presenca de nutrientes
e a capacidade das mesmas em transmitir essas informacdes para reguladores metabdlicos ¢
enzimas [58]. A ativacdo do maior sensor do nivel energético de células de organismos
eucariotos, a via AMPK, provoca inibicdo da atividade do mTORC1 sobre diversos
processos anabdlicos [56,65]. Isso sugere uma importante conexao entre as vias AMPK e
MTOR sobre o controle de diferentes eventos e processos celulares. A Figura 4 sumariza a

relacéo entre as vias mTOR e AMPK.
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2.6 CELULAS C2C12

O avanco das pesquisas nas areas de biologia celular, gendmica e protebmica tém
desencadeado um aumento notavel nas atividades de cultivo celular [17,66], uma vez que
tais praticas possibilitam maior controle do ambiente de experimentacdo, reprodutibilidade
dos resultados, homogeneidade das amostras, bem como rapidez e economia [17]. Além
disso, tendo-se em vista as questdes éticas de utilizacdo de animais para fins experimentais,
a técnica tem sido o principal modelo alternativo de pesquisa dos processos fisiolégicos e
metabodlicos que ocorrem em um organismavo.

A linhagem celular C2C12 é um subclone da linhagem celular de mioblastos de
camundongos [18]. Os mioblastos C2C12 séo células com alta capacidade proliferativa e
permanecem indiferenciados por fatores mitogénicos presentes no soro fetal bovino [19].
Importantes mecanismos de reparacéo e sinalizagdo celular no tecido muscular tém sido
estudados através do cultivo de células da referida linhagem miogénica [24,19]. A

morfologia da linhagem celular C2C12 pode ser visualizada na Figura 5.
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Figura 5: Morfologia das células C2C18 vitro. (Fonte: Arquivo pessoal).

A crescente utilizagdo dos mioblastos C2C12 em esindoso, se deve, em grande
parte, ao fato dos mesmos exibirem a maioria das caracteristicas dos mioblastos normais e
diferenciarem-se em cultura, propiciando um excelente modelo para o estudo dos processos
de proliferacao e diferenciacao das células [19].

Em geral, estudos que utilizam cultivo celular visam maior entendimento dos
mecanismos moleculares, biolégicos e fisiol6gicos, que coordenam a resposta observada no
fen6tipo de um organismo [8,15,17], uma vez que 0s estude#ro possibilitam a
remocao de variaveis que podem alterar o metabolismo celular, como os efeitos do fluxo
sanguineo e de nutrientes [8].

Nesse sentido, importantes pesquisas envolvendo a utilizagdo de ag@nistas
adrenérgicos tém utilizado as técnigasitro a fim de estudar os efeitos do aditivo sobre a
sinalizacdo desencadeada sobre os tecidos muscular e adiposo [8,9,33]. Entretanto, tendo-se
em vista as inimeras vantagens da utilizacdo de estuddso sobre os mecanismos de
sinalizacdo celular, os dados provenientes dos mesmos precisam ser reprodutiveis e

confiaveis [16].

2.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A utilizag&o de aditivos em cultura de células requer o uso de ensaios de viabilidade
celular, a fim de se obter resultados confiaveis e reprodutiveis [16]. Existe uma grande

variedade de componentes utilizados para deteccao de células viaveis, tais como exposi¢ao
14



das células ao coranteypan blue, estimacdo do nivel de lactato desidrogenase (LDH),
reducdo do tetrazolio e ensaios de atividade de proteases [66,67]. Entretanto, devido a
simplicidade e praticidade de conducdo dos ensaios, aqueles baseados na reducdo dos sai
de tetrazdlio tém sido os mais utilizados [66].

Dentre os componentes comumente utilizados nos ensaios de reducgdo do tetrazélio
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 solGveis em agua). Esses componentes se caracterizam pela carga quimica do
componente que garante a velocidade de penetracdo do mesmo através da membrana
plasmatica celular. O MTT é positivamente carregado, sendo rapidamente metabolizado nas
mitocondrias de células vidveis de organismos eucariotos [16]. O ensaio € considerado
versatil e quantitativo, utilizado tanto para ensaios de citotoxicidade quanto para analise de
proliferacéo celular [66].

O ensaio do MTT consiste na adicdo do componente MTT de coloracdo amarela as
culturas de células. Depois de metabolizado pelas células viaveis, observa-se a formacéo de
cristais de formazan, de coloragdo roxa purpura, que podem ser solubilizados e mensurados
por espectrofotometria. A quantidade de formazan mensurada se relaciona diretamente a

quantidade de células viaveis [16].
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CAPITULO 2

Efeito do agonistaB-adrenérgico ractopamina sobre o metabolismo energético
de células C2C12

RESUMO

A ractopamina (RAC) é um agonisfaadrenérgico conhecida por seu efeito sobre o
anabolismo muscular. Entretanto, poucos estudos tém elucidado seu efeito sobre as vias de
sinalizacdo intracelular envolvidas no fenotipo observado. Objetivou-se com este estudo
avaliar e entender os mecanismos moleculares que regem o metabolismo energético em
células C2C12 expostas a RAC (@), ao AICAR (500um) e ao tratamento controle
(CONT). Os mioblastos expostos a RAC apresentaram maior viabilidade
independentemente do tempo de exposi¢do ao aditivo (P<0,01). A abundancia das proteinas
p-AMPK e AMPK diferiram entre os tratamentos (P<0,001 e P=0,027, respectivamente),
sendo menos abundantes na presenca de RAC. A abundancia das proteinas mTOR e p-
MmTOR foram similares entre os tratamentos (P=0,544 e P=0,072, respectivamente). Os
genesMKI67 e p53 foram diferencialmente expressos entre os tratamentos (P<0,001),
sendo menos expressos em células expostas a RAC em relacdo ao CONT e mais expressos
na presenca de RAC em relacdo ao AICAR. A expressao ddR§SBKB1 também diferiu

entre os tratamentos (P<0,001), sendo maior na presenca de RAC em relacédo ao AICAR e
similar entre RAC e CONT. O gen@APN1 foi diferencialmente expresso (P<0,001),
sendo menos expresso na presenca de RAC em relacdo ao AICAR e similar entre os
tratamentos RAC e CONT. Diferentemente, a expressao doAJé nao foi alterada

entre os tratamentos (P=0,187). Conclui-se que o agopvathenérgico ractopamina
aumenta a viabilidade celular ao regularstatus energético via AMPK, reduzindo a

apoptose da linhagem de mioblastos C2C12.

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

T Artigo a ser submetido no periédico BBRC (Biochemical and Biophysical Rés€ammunications).
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p-adrenergic agonist ractopamine acts on energy metabolism of C2C12 cells
ABSTRACT

Ractopamine (RAC) is a B-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 C2C12 cells exposed to RAC (10 um), AICAR (500

um) 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 mMTOR and p-mTOR proteins were similar
between treatments (P=0.544 and P=0.072, respectivdig)67 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 oRPSGKB1 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. TheCAPNL1 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. Differen8fP5H 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. INTRODUCAO

O mecanismo de acdo d@sadrenérgicos envolve a regulacdo do metabolismo
energeético, lipidico e proteico [1] mediante a liberacdo de estimulos a partir dos receptores
B-adrenérgicos 1 e BAR1 e BAR2, respectivamente) expressos ha membrana plasmética
das células de diferentes tecidos. Ao se ligar aos receptores, 0s agbamtasergicos
promovem ondas de sinalizacdo intracelular através do AMP ciclico (adenosina
monofosfato ciclico), resultando em ativacao da proteina quinase A (PKA) responsavel por
regular diferentes fatores envolvidos no metabolismo animal [2].

A ractopamina € um agonigteadrenérgico da familia das fenetanolaminas reconhecida
por sua acdo 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 sdo regulados por importantes vias de sinalizacéo
intracelular sensiveis adatus energético e que atuam sobre a transcricdo de genes
envolvidos no crescimento celular-f. Dentre as vias de sinalizacdo intracelular afetadas
pela presenca dos agonisfaadrenérgicos, aguelas envolvendo a AMPK (proteina kinase
ativada por AMP) e a mTOR (proteina alvo da rapamicina em mamiferos) sdo potenciais
responsaveis pelas alteracdes no fenotipo.

A AMPK é caracterizada como o principal sensor molecular do nivel energético em
células de eucariotos [7]. Uma vez ativada, a proteina restaura o equilibrio enelagetico
células, ativando vias catabdlicas e inibindo vias anabdlicas [6,9,10]. A mTOR também é
responsiva aatatus energético celular, atuando sobre crescimento, proliferacdo eesintes
proteica celular [1413]. A ativacdo da AMPK resulta em inibicdo da mTOR, sugerindo
uma importante relacdo entre as vias sobre diversos processos celulares [14,15].

Entretanto, estudos envolvendo dados de meta-anélise demonstram que embora 0s
B-adrenérgicos atuem de forma efetiva sobre o crescimento muscular, informagfes sobre os
mecanismos moleculares desencadeados pelos aditivos ainda sdo pouco compreendidas
[16]. Considerando-se a acdo dos agoniftasirenérgicos sobre o aumento da massa
muscular a partir da reparticdo energética [17,18], objetivou-se neste trabalho avaliar e
entender os mecanismos moleculares que regem o metabolismo energético em células

musculares na presenca do agorfistalrenérgico ractopamina em células C2C12.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo CEUAP-UFV 011/2017 e conduzido no
Laboratério de Biotecnologia Animal (Labtec) do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vigosa (DZO/UFV).

2.1 CULTURA DE CELULAS

Os mioblastos C2C12 (CRL-1772, mioblastos de camundongos) utilizados no
presente trabalho foram obtidos a partirAsieerican Type Culture Collection. As células
foram cultivadas em garrafas de 75%°cenmantidas a 37°C, 95% atm e 5% de.@M
DMEM (Dulbeccds 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 recomendacdes do fabricante.

2.2ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Ao atingirem confluéncia, as células C2C12 foram cultivadas em microplacas de 96
pocos para conducdo dos ensaios de viabilidade celular em uma densidadel@® 3 x
células por poco. No primeiro ensaio, apés 24 horas do plaqueamento, os mioblastos
C2C12 foram expostas aos tratamentos RAC (DMEM+ 10% FBS pgil@actopamina
(Ractopamine hydrochloride, Sigma-Aldricl¥) [4] e CONT (DMEM + 10% FBS) em
diferentes tempos (24, 48 e 72 horas) contendo 6 repeticfes por tratamento.

No segundo ensaio de viabilidade os mioblastos foram expostas aos tratamentos
RAC, AICAR, importante ativador da AMPK, (DMEM + 10% FBS + 50éh (5-
Aminoimidazole-4-carboxamide -D-ribofuranoside, Acadesine, Ng-D-
Ribofuranosyl)-5-aminoimidazole-4-carboxamide, Sigma-Ald¥jcji0] e CONT durante
24 horas. Em ambos o0s ensaios, a ractopamina foi dissolvida em DMSO (Sulfoxido de
Dimetil, Sigma-Aldriclf) e o AICAR em agua ultrapura.

Cada poco da microplaca de cultivo celular contendo os tratamentos foi lavado com
100 pL de PBS (Phosphate-buffered saline) e, apds a retirada completa do meio contento os
tratamentos, adicionou-se 10 pL de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
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tetrazolium]) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientffi®regon, 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 visiveis os cristais roxos de formazan [19,20].

Posteriormente, retirou-se o meio de crescimento celular contendo o MTT e
adicionou-se 100 puL de DMSO para a solubilizacdo dos cristais, agitando-se a microplaca
por 5 minutos em agitador (High-Speed microplate shaker, Illdnisan Diego,
Califérnia, USA). A microplaca de cultivo foi mantida a temperatura ambiente na auséncia
de luz por 5 minutos para estabilizacdo da cor. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(Multiskan Spectrum, Thermo ScientfficOregon, USA) a 570 nm. A absorbancia obtida
ao final do ensaio é diretamente proporcional a viabilidade celular e foi calculada a partir
da razdo entre as médias das absorbancias dos pocos tratados e as médias da absorbanc
dos pocos néo tratados multiplicados por 100 [20]. Os valores de absorbancia obtidos dos
pocos que receberam os tratamentos foram descontados do valor de absorbancia do branco

(absorbancia do pogo que continha apenas DMSO).

2.3EXTRACAO E ABUNDANCIA DE PROTEINAS

Para a extracdo e a abundancia de proteinas, 8 oélias foram cultivadas em
placas de 6 pocos e expostas aos tratamentos RAC, AICAR e CONT durante 24 horas
contendo 4 repeticbes por tratamento. O extrato total de proteinas foi obtido a partir da
inclusdo de 500 puL de tampéo de lise (10 mM Tris HCI, 100 mM de NacCl, 0,5 mM de
DDT (dithiothreitol), 2,5 mM de MgGJ] 0,5% triton X-100 e 1% coquetel inibidor de
protease, (Sigma-Aldrié)) apos a retirada do meio de cultivo contendo os tratamentos. O
contetdo de proteinas foi mensurado por Bradford Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA)
e a solucéo de proteina foi estocada a -80°C até que se realizassem as analises posteriores.

As proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Eletrophoresis) a 10%, contendo 60 pg de proteinas por amostra. Os
extratos proteicos de todos os tratamentos foram dispostos em cada gel, bem como uma
amostra aleatoria para controle de carregamento e normalizacdo do sinal das demais
amostras.

As proteinas extraidas foram transferidas para as membranas de PVDF (Difluoreto
de Polivinilideno) e bloqueadas em solugdo de 1% de BSA (Bovine Serum Albumin,
Sigma-Aldrict’) em TBS1x (Tris-Buffered Saline) por 1 hora com suave agitacdo a
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temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpos
primarios anti-AMPK (AMPK:, rabbit, 2603, Cell Signaling TechnoldgyMassachusetts,
USA) e anti-p-AMPK (AMPK, rabbit, 2535, Cell Signaling TechnoldyyMassachusetts,
USA); anti-mTOR (8319, mouse, Santa Cruz Biotecnofygizallas, TX, USA) e anti-p-
mTOR (293133, mouse, Santa Cruz Biotecnofdgiallas, TX, USA). Os anticorpos
primarios anti-p-AMPK e anti-p-mTOR foram diluidos na concentracdo de 1:500 em
solucdo de 1% de BSA em TBS1x durante 16 horas a 4°C com suave agitacdo. Ja os
anticorpos primarios anti-AMPK e anti-mTOR foram incubados em diluicdo 1:500 apenas
em TBS1x pelo mesmo tempo.

Apos incubagc@o com os anticorpos primarios, as membranas foram lavadas trés vezes a
temperatura ambiente com TBSt (Tris-Buffered Saline e 0,1% T)yeeentdo incubadas
por 1 hora com anticorpo secundario (anti-rabbit IgG- Cell sigrfatinanti-mouse IgG -
Sigma-Aldrictf) na concentracdo de 1:5000 em TBS1x. Posteriormente, as membranas
foram lavadas trés 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 slitware Image Studio Lite verséo 5.2.

2.4EXPRESSAO GENICA

Para as andlises de expressdo génica, % séliflas foram cultivadas em placas de 6
pocos e expostas aos tratamentos RAC, AICAR e CONT durante 24 horas contendo 6
repeticdes por tratamento. Apos 24 horas de exposi¢cdo, os tratamentos foram retirados e 0s
pocos lavados com 2,5 ml de PBS. Posteriormente, procedeu-se a extracdo do RNA total
das células utilizando-se TriZglinvitrogen™, Thermo Fisher Scientiff; Oregon, USA)
conforme protocolo descrito pelo fabricante. A concentragcdo de RNA total foi obtida por
espectrofotometria utilizando-se espectrofotometro 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 Gd%dRipverse
Transcription System Kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA), seguindo as
recomendagbes do fabricante e sua concentragcdo foi determinada por meio do
espectrofotometro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences Inc., Little Chalfont, Reino
Unido).
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Os desenhos dos primers para os genes endo@eamigia ACTB), hipoxantina
guanina fosforibosil transferagldlPRT1), gliceraldeido 3 fosfato desidrogena€APDH),
e os alvos envolvidos no metabolismo energético, ATP sintase complexo mitocondrial
subunidade D ATP5H), marca de proliferacdo Ki-67MKi-67), proteina quinase
ribossomal S6 B1IRPS6KB1), proteina supressor de tum&58) e calpaina subunidade 1
(CAPN1) foram realizados no programa PrimerQuest
(www.idtdna.com/Scitools/Applications/PrimerQuest) fornecido pela Integrated DNA
Technologies, Inc (Coralville, 1A) utilizando-se as sequéncias disponiveis no banco de
dados do GeneBank (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov), conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 Nome dos genes, abreviacao, sequéncigdo®rs e codigo de acesso dos pares de iniciadores de cada gene alvo.

Gene Abreviagao Primer COd'QOngBéllCGSSO no

. F: CTAGACTTCGAGCAGGAGAT
B-actina ACTB R: CCGCTCGTTGCCAATAG NM_007393.5

Hipoxantina guanina fosforibosil transfera HPRT1 F: GCCTAAGATGAGCGCAAG NM_013556.2
R: GATGGCCACAGGACTAGA

Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase GAPDH F: GGGTGCAGCGAACTTTAT NM_001289726.:
R: CCCTCACAATTTCCATCCC

Marca de proliferacao Ki-67 MKI-67 F: CTGCGCTCTACCTACTACA NM_001081117.:
R: CAAAGAAGACCCAGCACTC

Poteina quinase ribossomal S6 B1 RPS6KB1 F.:GATACTCGAGGATGAGGTAGAG NM_001114334.:
R: GGAACATTCTGGAGGAAGTG

ATP Sintase, complexo mitocondrial,

s ATP5H F: GATGGCTGGGCGTAAAC AF 354051.1
subunidade D —

R: CAGGACTTCAGGGCATTTC

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

Calpaina subunidade 1 CAPN1 F:GCAGCTATGAGGCTCTTTC AF_084459.1
R: TCGTTCAGGGCCTTTA




A escolha do gene endogeno foi baseada nas curvas de amplificacdo e de
dissociacdo e na estabilidade de amplificacdo do gene entre os tratamentos por meio dos
programas Genorm e Normfinder, sendo o gk@é&B identificado como o melhor gene
enddgeno.

As reacbes em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real (RT-gPCR) foram
realizadas em duplicatas utilizando o termociclador ABI Prism 7300 Sequence Detection
Systems (Applied Biosystems - Foster City, CA, EUA), a partir do método de
Quantificacdo Relativa, utilizando como deteccdo o sistema SYBRen (Applied
Biosystems - Foster City, CA, EUA) e o kit GofagPCR Master Mix (Promega
corporation, Madison, EUA). Os valores de “threshold cycle” (Ct) obtidos foram
posteriormente normalizados a partir do método de-de (ACt). O célculo dos niveis

relativos de expressédo génica foi desenvolvido de acordo com o mé{d{ie12.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o

software SAS, versdo 9.4, segundo o modelo descrito abaixo:
Yij= ptTitsi

em que:
Yjj= observagéo tomada na unidade experimental j submetida ao tratamento i;
u= constante geral;
Ti= efeito do tratamento i;
&= erro aleatorio ndo observavel, pressuposto NIB%),

Apos a realizagdo da ANOVA, o teste Tukey foi utilizado para comparagdo das médias
entre os tratamentos. As médias foram consideradas diferentes entre si quando p<0,05.

Considerou-seutliers nos ensaios de viabilidade celular as observa¢gdes que apresentaram

valores de residuastudentizados externos superiores a -2 e +2.

3. RESULTADOS
3.1ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

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

viaveis pode ser visualizada na Figura 1.
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Figura 1: Formagéo dos cristais de formazan em células C2C12 expostas e néo
expostas a RAC em diferentes temposA, B, C: Células C2C12 expostas a
ractopamina por 24, 48 e 72 horas, respectivamént&, F. Células C2C12 nédo

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

O tempo de exposicdo e a presenca de RAC tiveram efeitos independentes sobre a
viabilidade das células (P=0,28). Na presenca do aditivo observou-se maior média de
viabilidade celular (P<0,01) (Tabela 2). Entretanto, a viabilidade celular n&o foi
alterada entre os tempos 24 e 48 horas (Tabela 2). Portanto, adotou-se o tempo de 24
horas para a exposicao das células aos tratamentos para a realizacdo dos demais ensaio

deste experimento.
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Tabela 2 Médias (z erro padréao) e nivel de probabilidade para ocorréncia do erro tipo | para o efeito da ractopamina e o tempo de
exposicdo de mioblastos C2C12 a ractopamina (10 pkt) teatamento controle; COM= com ractopamina; SEM= sem ractopamina;
*Letras diferentes indicam diferencas entre médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Aditivo Tempo (T)* Valor-P
COM SEM 24 horas 48 horas 72 horas A T AxT
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 exposi¢cdo das células aos tratamentos em 24
horas. A formacéo dos cristais de formazan resultante do metabolismo do MTT em células
viaveis pode ser visualizada na Figura 2A. Neste ensaio, observou-se que os valores de
absorbancia diferiram entre os tratamentos (P<0,01). As células expostas a ractopamina
apresentaram aumento na viabilidade em, aproximadamente, 19% e aquelas expostas ao

AICAR, apresentaram reducdo na viabilidade em, aproximadamente, 53% em relacdo ao

tratamento controle (Figura 2B).

Figura 2A: Formacéo de cristais de formazan em células C2C12 expostas a diferentes
tratamentos durante 24 horas. A Células C2C12 expostas a ractopamina (10 | BV);
Células C2C12 expostas ao AICAR (500 uig);Células C2C12 expostas ao tratamento

controle.
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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 diferencas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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3.2 ABUNDANCIA DE PROTEINAS INDICADORAS DE ALTERACAO DO
STATUS ENERGETICO CELULAR

A abundancia de p-AMPK diferiu entre os tratamentos (P<0,001), sendo menor na
presenca de RAC e maior na presenca de AICAR em relagdo aos demais tratamentos. Da
mesma forma, a abundancia de AMPK também diferiu entre os tratamentos (P=0,027),
sendo menor na presenca de RAC em relagdo ao CONT. Entretanto, a abundancia das
proteinas mMTOR e p-mTOR foi similar entre os tratamentos avaliados (P=0,544 e P=0,072,

respectivamente). Os graficos de abundancia das proteinas estdo sumarizados na Figura 3.
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Figura 3. Abundancia das proteinas AMPK e mTOR expressas em unidades
arbitrarias (u.a). Células C2C12 expostas aos tratamentos ractopamina (RAC); AICAR e
controle (CONT) durante 24 hora8; AMPK; B: p-AMPK; C: mTOR; D: p-mTOR.
Utilizou-se uma amostra aleatéria em cada gel para controle de carregamento e
normalizacdo do sinal das demais amostras Letras diferentes indicam diferencas entre

médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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3.3 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

A expresséo do gerdKI67 diferiu entre os tratamentos (P<0,001), sendo maior na
presenca de RAC em relacdo ao AICAR, no entanto, menor em relacdo ao CONT. O gene
pro-apoptéticoP53 também diferiu entre os tratamentos (P<0,001), sendo mais expresso
nos tratamentos controle e RAC em relacdo ao AICAR e no tratamento controle em relacéo
a RAC. O gene ribossom&PS6KBL1 foi diferencialmente expresso entre os tratamentos
(P<0,001), sendo mais expresso na presenca de RAC em relacdo ao AICAR, no entanto,
apresentou expressao similar entre RAC e controle. Diferencas na expressdo do gene
CAPN1 também foram observadas entre os tratamentos (P<0,001), sendo menos expresso
na presenca de RAC em relacdo ao AICAR, no entanto, similar entre os tratamentos RAC e
controle. Diferentemente, a expressao do ¢gdi®bH néo foi alterada entre os tratamentos
considerados (P=0,187). Os dados de expressao dos genes alvo podem ser visualizados né

Figura 4.
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Figura 4: Padrdo de expressdo em unidades arbitrarias (u.a) dos genes al@glulas

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 diferengas entre médias

pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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4. DISCUSSAO
No presente trabalho, observou-se expressivo envolvimento do ag@nista

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
vérias propriedades desejaveis para analisar a sobrevivéncia e a proliferacdo cedular, um
vez que apenas as células vivas e metabolicamente ativas sdo capazes de metabolizar ©
composto [22]. O ensaio também pode ser usado para investigar o envolvimento da
atividade mitocondrial sobre os processos de ativacao celular [23,19]. Diante dos resultados
encontrados e considerando-se que o mecanismo de agdo desencadeado pelofiagonistas
adrenérgicos sobre o crescimento muscular envolve a reparticdo energética [17,18], buscou-
se entender como a ractopamina afeta a viabilidade de células miogénicas a partir da
expressao de genes e proteinas responsivastamenergeético celular.

A AMPK é considerada o principal sensor molecular do nivel energético de células
de organismos eucariotos, sendo ativada por fosforilagdo em situacdes de desequilibrio
energético [7,9]. No tecido adiposo, os agoniftasirenérgicos atuam sobre a lipolise ao
aumentar a abundancia de p-AMPK [24]. Entretanto, no presente trabalho, mioblastos
C2C12 expostos a ractopamina apresentaram menor abundéancia de p-AMPK em relacao
aos demais tratamentos e menor abundancia de AMPK em relacdo ao controle. Esses
resultados sugerem que a ractopamina atua sobre a viabilidade celular ao regtlar o
energético de células musculares, reduzindo a abundancia de AMPK e, posteriormente, sua
ativacao por fosforilagdo. Dessa forma, o aumento da massa muscular por hiperplasia ou
hipertrofia observadn vitro na presenca de ractopamina [3,4,25] pode estar associado ao
maior equilibrio dostatus energético celular regulando positivamente vias de crescimento
downstream.

A mTOR é uma importante vigownstream a AMPK, associada a diversos
processos metabdlicos, controlando a proliferagdo e a sintese proteica celular [12,13]. Os
processos de transcrigdo e biogénese ribossomal, por exemplo, séo controlados pela mTOR
e exigem maior relagdo ATP:ADP. A reducéo dos niveis energéticos ou de nutrientes
resultam em ativagdo da AMPK que inibe a sinalizagdo da mTOR, sugerindo uma
importante relacdo entre as vias sobre os processos de crescimento celular [9,14]. O

aumento da hipertrofia esta associado a maior ativacdo da mTOR em células musculares
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esqueléticas de suinos suplementados com ractopamina [5]. Entretanto, no presente estudo,
a menor abundancia de p-AMPK e AMPK em mioblastos C2C12 expostos a ractopamina
nao resultou em aumento da abundéncia de p-mTOR ou mTOR em relagdo aos controles.
Os efeitos da sinalizac@eadrenérgica sobre a mTOR ¢é evidenciado nos estagios finais de
miogénese, culminando com a diferenciacdo e maturacdo dos miotubos [26,27]. Os
mioblastos C2C12 s&o células miogénicas com alta capacidade proliferativa e que
permanecem indiferenciados por fatores mitogénicos 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 geneATP5H codifica para a enzima mitocondrial ATP sintase, associada a
homeostase energética e a atividade mitocondrial [29]. Estudos envolvendo a producédo de
energia celular via fosforilacdo oxidativa tém utilizado o gene como importante marca de
sintese de ATP [30]. Entretanto, no presente trabalho, a expressao do gene foi similar entre
os tratamentos. A biogénese mitocondrial € regulada, dentre outros fatores, por ativacdo da
AMPK [31,32] e estad diretamente associada a expressdo de enzimas envolvidas na
fosforilacdo oxidativa em miotubos [32]. Em mioblastos C2C12, os niveis de expressao de
importantes genes reguladores da biogénese mitocondrial ndo s&o detectados, entretanto,
quando diferenciadas, células C2C12 apresentam progressivo aumento da expressao desse:
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
expressdo do ger®TP5H néo ter variado entre os tratamentos, néo foi possivel detectar a
expressao do gemGCL o que esta associado a biogénese mitocondrial. Portanto, os dados
obtidos sugerem que a manutencéo das células em estado indiferenciado ndo possibilitou o
estudo da ativacdo mitocondrial em mioblastos C2C12, uma vez que a contribuicdo do
metabolismo oxidativo € menor que o glicolitico nessas células.

De acordo com a dindmica de crescimento do musculo esquelético, maiores taxas de
proliferacé@o celular, contribuem para o aumento do numero de fibras musculares e acimulo
de mionucleos [35]. O gedKI67 € uma importante marca de proliferacdo celular [36,37].
Células sob auséncia de estimulos proliferativos, reconhecidamente em fase GO do ciclo
celular, ndo apresentam expressao detectavel do gene [38]. Na presenca de ractopamina,
mioblastos C2C12 apresentaram maior expressdo do gene em relacdo as expostas ao
AICAR. Considerando-se a importancia status energético sobre a progressao do ciclo

celular esses resultados estdo de acordo com a regulacdo positiva da AMPK sobre vias
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anabolicasdownstream na presenca de ractopamina. Por outro lado, o &7 foi

menos expresso em células expostas a ractopamina em relacdo as células mantidas em
condicdes normais de crescimento. Isso sugere que o aumento da viabilidade dos
mioblastos C2C12 expostos a ractopamina ndo resultou em aumento da proliferacdo
celular. De forma contraria, pesquisas vitro tem sugerido aumento potencial da
proliferacédo celular na presenca de ractopamina [4].

O geneRPSBKBI codifica para a proteina p70S6 kinase, regulada pelo complexo 1
da mTOR (MTORC1). A proteina p70S6K esta associada aos processos que envolvem
progressao do ciclo, crescimento e sobrevivéncia celular, bem como sintese proteica [39].
Dessa forma, o gerRPS6KB1 € responsivo aos niveis 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 a ractopamina apresentaram maior expressac
do gene em relacdo ao AICAR. Conforme esperado, em relacéo a situacao de desequilibrio
energético promovida pelo AICAR, a ractopamina potencializa o anabolismo celular.
Entretanto, células expostas a ractopamina ndo apresentaram expressao diferencial do gene
RPSEKBL1 em relacdo as células expostas as condi¢cdes normais de crescimento. A auséncia
de alteracdo na ativacdo da mTOR é compativel com a auséncia de variacdo na expressao
do gene entre os tratamentos ractopamina e controle. Por outro lado, considerando-se a
repressdo do anabolismo celular promovido pelo AICAR, 0 gene teve sua expressao
reduzida em relacdo a ractopamina, possivelmente devido a sensibilidade a outras vias que
também estdo associadas a sintese proteica celular.

Além dos genesMKI67 e RPS6KB1, o gene pro-apoptéticp53 também é
responsivo aos fatores mitogénicos. A apoptose ocorre normalmente durante o
desenvolvimento e o envelhecimento celular e atua como um importante mecanismo
homeostético para manter a populacao de células nos tecidos [41]. A expressaqdd gene
foi maior em células expostas a ractopamina em relacdo ao AICAR. A partir dos dados de
expresséo dos genkiI67 e RPSGKBL e da abundéancia de p-AMPK é possivel constatar
que embora 0s mecanismos anabolicos sejam evidenciados na presenga de ractopamina, en
relacdo as células submetidas ao desequilibrio energético, a apoptose celular também é um

evento importante a fim de manter a populacéo e a renovacgéao celular nessas situacoes.
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Por outro lado, em relacéo as células expostas as condicdes normais de crescimento,
a ractopamina reduziu a expressdo do g&3e Esse resultado parece ser suficiente para
justificar o aumento da viabilidade celular na presenca de ractopamina. Adicionalmente, a
presenca do aditivo ndo resultou em aumento da proliferacdo e, consequentemente, da
sintese proteica, logo, a melhora da viabilidade parece estar associada a reducd® da mort
celular por apoptose. Considerando-se a dinamica de crescimento muscular, uma das
principais limitacdes esta o fato de que o nimero de fibras é essencialmente fixado antes do
nascimento para a maioria das espécies e que o crescimento muscular pos-natal depende dc
namero 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 numero de mioblastos impacta o nimero
de mionucleos e, portanto, a hiperplasia e hipertrofia do tecido [4].

As calpainas sdo proteases calcio-dependentes que atuam sobre diferentes eventos
celulares e sao responsivasstaius energético celular [18]. O ger@BAPNL1 codifica para
subunidade 1 das calpainas (u-calpaina) abundante no musculo esquelético que participa da
degradacédo proteica das estruturas celulares [43]. Em situacdes de desequilibrio energético,
a expressdo da p-calpaina é aumentada [43]. Dessa forma, no presente trabalho, células
expostas a ractopamina apresentaram reducdo na expressao do gene em relacdo aquela
expostas ao AICAR tendo-se em vista o efeito deste componente em fosforilar a AMPK.
Por outro lado, em relacdo as células expostas as condicbes normais de crescimento, a
presenca de ractopamina ndo resultou em alteracdo da expressao @ARMMhe ISSO
sugere que o aumento da viabilidade celular na presenca de ractopamina nao esta

relacionado a alteracao na degradacao das estruturas celulares.

40



5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o agbathtanérgico
ractopamina aumenta a viabilidade celular ao regulatatus energético via AMPK,
reduzindo a apoptose da linhagem de mioblastos C2C12.
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