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RESUMO

O aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO) pode levar ao estresse
oxidativo (EO) quando ndo compensado pelos sistemas antioxidantes. Muitas
evidéncias indicam que mesmo um pequeno aumento das ERO pode desempenhar
um papel importante na adaptagcédo do musculo esquelético. Ja foi demostrado que o
EO pode levar a modificagbes oxidativas, que levam a ativagdo de vias de
degradagdo. Entretanto, a maior parte dos estudos in vitro utiliza o peréxido de
hidrogénio como sistema gerador de ERO. Assim, o objetivo do presente estudo foi
verificar o efeito de varias concentracbes do radical superdxido na atividade
metabdlica, mudancgas oxidativas e vias de protedlise em cultura de mioblastos e
miotubos da linhagem C2C12, precursores de células musculares de camundongos.
Anteriormente aos experimentos, foi realizada uma padronizagdo do modelo. Foram
utilizados mioblastos e miotubos C2C12, expostos a diferentes doses de pirogalol
nas concentragdes de 50 pyM, 100 uM, 250 uM e 500 uM por 30min. Para investigar
a influéncia do tratamento na citotoxicidade foram realizados testes de viabilidade e
atividade metabdlica, MTT e vermelho neutro. Para avaliagdo das defesas
antioxidantes intracelulares foi realizada a determinagdo da concentracdo de tidis
totais. A peroxidagao lipidica foi avaliada por quimiluminescéncia (QL) estimulada
por terc-butil. Os efeitos oxidativos em proteinas foram avaliados por meio do
conteudo de proteinas carboniladas por ELISA, e a protedlise por QL. A
padronizagcao resultou nas condicdes adequadas para que o0s experimentos
pudessem ser realizados. Os resultados nos mioblastos mostram que a viabilidade
celular, os tidis totais e proteinas carboniladas n&o apresentaram diferenga em
nenhuma das concentracdes. A concentracido de 500 uM foi capaz de diminuir a
atividade metabdlica no MTT e aumentar a lipoperoxidagdo na QL. No vermelho
neutro a atividade foi diminuida nas concentracdes de 250 e 500 uM. A diferenca na
proteolise n&o foi considerada estatisticamente significante. Nos miotubos, nenhuma
concentracdo foi capaz de diminuir a viabilidade celular, ou modificar MTT, tidis
totais e lipoperoxidacdo. A concentragdo de 500 pM diminuiu a atividade do
vermelho neutro. Concentracdes a partir de 100 yuM aumentaram as concentracoes
de proteinas carboniladas. Nenhuma alteragdo ocorreu na atividade da protedlise
em miotubos. O anion superdxido influencia no metabolismo celular e nos
parametros redox das células. Apesar das vias de degradagcdo n&o aumentarem foi
possivel avaliar as alteracbes iniciais que podem levar a adaptacdo da célula
muscular quando submetidas a exposi¢ao a ERO.

Palavras-chave: Superdxido. C2C12. Estresse oxidativo. Musculo esquelético.
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ABSTRACT

The increase in reactive oxygen species (ROS) can lead to oxidative stress (OS)
when not counterbalance by the antioxidant systems. Many evidences indicate that
increased ROS plays an important role in the regulation of signaling pathways that
are necessary to promote adaptation of skeletal muscle. It has been demonstrated
that the OS causes oxidative modifications which lead to activation of degradation
pathways. However, most studies in vitro use hydrogen peroxide as ROS
stimulis.The objective of this study was to investigate the effect of various superoxide
radical concentrations in metabolic activity, oxidative modifications and proteolysis
pathways in C2C12 culture. Prior to the experiments, a standardization of the model
conditions was performed. C2C12 myoblasts and myotubes were exposed to
different concentrations of pyrogallol, 50 ym, 100 uym, 250 pym and 500 pm, for
30min. To investigate the influence of treatment on the cytotoxicity, viability tests
were carried out and analysis of metabolic activity, neutral red and MTT. For
evaluation of intracellular antioxidant defenses was performed the determination of
total thiols. Lipid peroxidation was assessed by chemiluminescence (CL) stimulated
tert-butyl. The protein oxidative effects were assessed by carbonyl protein content by
ELISA and proteolysis by CL. The standardization resulted in appropriate conditions
to enable the experiments to be performed. The results showed that the myoblasts
viability, total thiol and protein carbonyls did not differ in any of the concentrations.
The concentration of 500 yM was able to decrease the MTT activity and increase the
lipoperoxidation in CL. Neutral red activity was decreased at concentrations of 250
and 500 uM. The activity of proteolysis appears to increase with the dose but the
difference was not significant. In myotubes, no concentration was able to alterate the
viability, MTT, total thiols and lipid peroxidation. The concentration of 500 yM
decreased the activity of neutral red. With the exception of the concentration of 50
MM, all other concentrations increased protein carbonyls. No change occurred in the
proteolysis activity in myotubes. The superoxide anion influences in the metabolism
and redox parameters of the cells. Although degradation pathways was not
increased, it was possible to evaluate the initial changes that can lead to adaptation
of the muscle cells when subjected to exposure to ROS.

Keywords: Superoxide. C2C12. Oxidative stress. Skeletal muscle.
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1 INTRODUCAO

No metabolismo celular aerébio sdo formados continuamente inevitaveis
subprodutos como os radicais livres (RL) e outros compostos oxidativos e nitrosativos
gue sdo considerados altamente reativos (BACHI et al., 2013). RL sdo espécies
quimicas capazes de existéncia independente, e que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados em sua camada de valéncia. Estas espécies possuem alta
afinidade por moléculas biolégicas, que podem reagir criando assim novos radicais
até a sua estabilizacao. Espécies reativas (ER) é um termo genérico que abrange
tanto os radicais livres, como outras substancias reativas na forma molecular como o
peroxido de hidrogénio (H202), o acido hipocloroso (HOCI) e o 0zénio (O3). Quando
espécies reativas sdo provenientes do oxigénio, sdo chamadas de espécies reativas
do oxigénio (ERO), e quando provenientes do nitrogénio, espécies reativas de
nitrogénio (ERN). Ainda, podem ser diretamente derivadas de outros elementos como
cloro, bromo e enxofre (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A maioria das células funcionam com valores fisiologicos de ERO e ERN,
estas espécies sdo produzidas de maneira controlada através de diferentes
mecanismos (BACHI et al., 2013). Em baixas concentracbes as ERO e ERN séo
utilizadas para vias de sinalizacdo (sinalizacdo redox), expressdo génica e ainda
eliminacdo de patdgenos (HOHN et al., 2013).

A principal fonte enddégena de ERO durante o metabolismo basal e em parte de
processos de adaptacado celular € o metabolismo mitocondrial. Durante a cadeia de
transporte de elétrons, a reducao parcial do oxigénio pode ocorrer, levando a geracao
do radical anion superoéxido (O2™) (HOHN et al., 2013). O superdxido pode ser reduzido
a H20:2 (por meio da acdo da enzima superoxido dismutase - SOD), que reage entao
com outra molécula de O2", via reacao de Haber-Weiss, e gera o radical hidroxil (OH").
Ainda na presenca de Fe?* ou Cu*, o peréxido de hidrogénio pode gerar OH"via reacéo
de Fenton (Figura 1). ER também sdo produzidas em outras organelas como o reticulo
endoplasmatico, lisossomos, peroxissomos, entre outras, e ainda por enzimas

citoplasmaticas por reagfes de 6xido-reducdes fisioldégicas (BACHI et al., 2013).
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1e 1e + 2H* 1e +1H* 1e +1H*
0, \ (075 \ H,0; \ H,0 + HO* ;’ 2 H;,0

B H
02 + H0; # 0; + H,0+ HO*

C

Fe?*+ H,0, —— Fe®*+ HO* + OH
Cu* Cu?

Figura 1 —Producéo de espécie reativas de oxigénio. (A) Reducdo parcial e total do oxigénio. (B)
Reacéo de Haber-Weiss. (C) Reacéo de Fenton.
Fonte: BACHI et al. (2013)

Para remover as ERO as células possuem defesas antioxidantes enziméticas
e ndo enzimaticas. Dentre as enzimaticas, encontram-se a superoxido dismutase
(SOD), que catalisa a dismutacdo do superoxido a H202; a catalase, que reduz o
perdxido de hidrogénio a &gua e oxigénio; e a glutationa peroxidase, capaz de reduzir
0 H202 e outros perdxidos organicos. Além destas, outras enzimas também participam
da remocéao de radicais livres ou da consequéncia de sua acdo, como a glutationa
redutase, tioredoxina redutase, peroxirredoxina, entre outras. Além das enzimas, as
células também contam com moléculas antioxidantes ndo enzimaticas, substancias
de baixa massa molecular produzidas endogenamente que serdo oxidadas com a
finalidade de estabilizar as ER. Dentre elas, podem ser citadas a glutationa reduzida
(GSH - um tripeptideo com grupamento tiol), a transferrina, lactoferrina, bilirrubina,
acido urico, &cido lipdico e outros. Existem ainda outras substancias antioxidantes
adquiridas por meio da dieta: como exemplo o alfa-tocoferol, o &cido ascorbico e os
carotenoides. A composicdo das defesas antioxidantes varia entre tecidos e tipos
celulares. (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; POWERS; JI, et al., 2011).

Denomina-se estresse oxidativo (EO) o desequilibrio entre a producédo de
espécies reativas de oxigénio e defesas antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). O EO resulta em danos diretos ou indiretos a acidos nucleicos, proteinas e
lipidios. No entanto, o envolvimento de ERO na patogénese das doengas ndo se limita
apenas ao dano macromolecular (RAY et al., 2012). Muitos estudos indicam que as
ERO sado importantes mensageiros das vias de sinalizacdo redox envolvidas em
diferentes mecanismos fisiolégicos (ALLEN; TRESINI, 2000; BACHI et al., 2013;
HURD; MURPHY, 2009; POWERS et al., 2010; RAY etal., 2012). As ER sé&o capazes,
por exemplo, de controlar a atividade de varias quinases e fosfatases, o que pode
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levar a ativagao de fatores de transcricdo, como por exemplo o fator de transcrigao
nuclear k-B (NF-kB) (POWERS et al., 2010).

Assim, conclui-se que o estresse oxidativo em si pode levar a diferentes
consequéncias para diferentes célula, mesmo quando moderadamente aumentado.
Esses efeitos podem ocorrer isoladamente ou em conjunto, dependendo do tipo
celular afetado ou da severidade do estresse oxidativo. Entre esses efeitos séo
listados aumento da proliferacdo celular, inducdo da producdo e mobilizacdo de
antioxidantes, lesdo ou senescéncia celular, ou controle da morte celular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Entre os alvos mais importantes para o dano oxidativo estdo os lipidios. A
lipoperoxidacdo, especialmente de lipidios de membrana, € um dos mecanismos
proposto na teoria dos radicais livres do envelhecimento, os produtos de oxidacao
lipidica podem funcionar na sinalizacdo celular e causar adaptacdes (AYALA et al.,
2014).

Ainda, os danos oxidativos conseguem afetar lipidios de membrana de
organelas, como mitocondria e lisossomo, isso pode levar desestabilizacdo da
membrana e culminar na disfuncéo dessas organelas. Essa disfungcao tem diferentes
resultados, a desestabilizacdo parcial da membrana leva a ativacdo da protedlise
(liberacao de calcio) ou a sinalizacao apoptética (liberacdo de catepsinas e citocromo
c), enquanto a ruptura completa induz a necrose com a liberacdo de varios
componentes dessas organelas (APPELQVIST et al., 2013; BARBOUR; TURNER,
2014).

As proteinas sdo um grande alvo das ERO e ERN devido a sua grande
guantidade na célula, tanto estrutural como funcional. Alguns tipos celulares, como o
musculo esquelético, sdo particularmente mais sensiveis neste aspecto devido a
altissima dependéncia de proteinas funcionais durante o trabalho celular. Algumas
proteinas sdo alvos de reacOes oxidativas reversiveis para que executem a sua
funcdo. Dependendo da intensidade, natureza da ER ou do tempo de exposicéo de
uma proteina ao estresse oxidativo, proteinas celulares (constitutivas ou ndao) podem
sofrer danos oxidativos irreversiveis, que significa obrigatoriamente alteracdo da sua
conformacao nativa, e perda de fungéo (BACHI et al., 2013; BUTTERFIELD; DALLE-
DONNE, 2014; HOHN et al., 2013). As formas de ataque a uma proteina por ER
incluem ataque direto ao seu esqueleto ou as suas cadeias laterais de aminoé&cidos,

ou ainda ataque indireto por produtos secundarios de oxidacdo, como alguns produtos
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da peroxidacao lipidica (p.ex. malondialdeido e 4-hidroxi-2-nonenal) ou produtos de
glicacdo (p. ex.carboidratos oxidados e produtos finais da glicacdo avancada)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; HOHN et al., 2013).

A susceptibilidade das proteinas e aminoacidos a oxidacdo também varia de
acordo com a ER. Os aminoacidos histidina, leucina, metionina e cisteina, assim como
0os aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, sdo mais suscetiveis aos danos
oxidativos/nitrosativos que outros (HOHN et al., 2013). Desta forma, proteinas que
possuem altas quantidades destes aminoacidos possuem maior sensibilidade a
processos oxidativos. O H202, o Oxido nitrico (NO?) e o O2", em condi¢cbes e
concentracdes fisiolégicas, tém pouco efeito direto sobre as proteinas. Entretanto,
estes radicais podem ter efeito mais significativo em proteinas especificas. O H20:2
tem uma preferéncia por grupamento sulfidrilas (-SH), enquanto a maioria das
proteinas que reagem com o superoxido possuem Fe?* em sua estrutura
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; HURD; MURPHY, 2009).

Com a persisténcia do processo de oxidacdo proteica, ocorre oxidacao
avancada, que pode levar ao desdobramento da proteina com formacdo de
agregados. As células permanentes, como neurfnios e células musculares, sdo
particularmente mais afetadas. Quando o processo de oxidacdo é menos avan¢ado
pode acontecer o reparo por meio de enzimas especificas que normalmente agem
como redutases ou ainda degradacdo por protedlise, 0 que acontece com maior
frequéncia (HOHN et al., 2013).

Entre as modificagbes proteicas irreversiveis, que consequentemente levam
aumento da protedlise, a mais abundante € a formacgéo de grupamentos carbonilicos.
O processo pode ser resultado de ataque direto por ER ou, como mencionado
anteriormente, por meio da reacdo de proteinas constitutivas com subprodutos de
lipoperoxidacao, glicacdo ou derivados de proteinas e peptideos oxidados (BACHI et
al., 2013; BARREIRO; HUSSAIN, 2010). As proteinas carboniladas sao resultado de
um dano oxidativo mais intenso e, devido a sua estabilidade, sdo importantes
marcadores de estresse oxidativo (ALAMDARI et al., 2005; DALLE-DONNE et al.,
2003). Outros produtos de oxidacdo também podem ser utilizados como marcadores
de EO, como a 3-nitrotirosina (MURAKAMI et al., 2012) e proteinas tioladas
(GIUSTARINI et al., 2012). Os principais sistemas proteoliticos na célula incluem
proteases lisossomais (catepsinas), caspases, proteases dependentes de célcio

(calpainas) e proteases multicataliticas do sistema proteassomal (20S e 26S) (DALLE-
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DONNE et al., 2006). As proteinas oxidadas podem ativar os sistemas proteoliticos,
ou ainda as ER podem ativar diretamente as vias de degradacdo proteica por
mecanismos de sinalizacdo (POWERS et al., 2010).

Como citado anteriormente, sinais redox, por efeito de oxidantes ou
antioxidantes, podem anular ou aumentar a atividade de proteinas alvo e ainda estéo
envolvidos em processos de comunicacao fisiolégicos celulares que incluem
sinalizacdo via proteinas quinases, funcdo de canais de membranas, cascata
proteolitica da apoptose e regulacdo da transcricdo (BACHI et al.,, 2013). Dentro
desse contexto, o peroxido de hidrogénio € a ER mais estudada e utilizada para
investigag&o da sinalizagdo redox em sistemas de cultura de células. A molécula age
especificamente e reversivelmente, modificando proteinas, principalmente os tiois
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A maior parte do peroxido presente em meio
intracelular é proveniente da dismutagdo do superéxido (HURD; MURPHY, 2009).
Poucos estudos utilizam os efeitos da geracdo de um radical priméario, como o anion
superéxido, em sistemas de cultura de células.

O anion superoéxido € uma espécie reativa de oxigénio diretamente associada
com o inicio do estresse oxidativo (AFANAS'EV, 2005; SCHIEBER; CHANDEL, 2014).
Este radical livre tem demonstrado envolvimento direto com a sinalizacdo redox
(DAIBER, 2010). Algumas proteinas sensiveis a inativacdo pelo superdxido séo
capazes de ativar vias de sinalizacdo envolvidas com adaptacdo quando expostas a
elevadas concentracdes dessa ER, ou ainda iniciar a morte celular (AFANAS'EV,
2005; SCHIEBER; CHANDEL, 2014), demonstrando assim a importancia de investigar
os efeitos diretos do anion em tipos celulares particularmente sensiveis a atividade

mitocondrial ou metabdlica como as células musculares.

1.1 ANION SUPEROXIDO

O superéxido € produzido pela adicdo de um uUnico elétron ao oxigénio
molecular o que ocorre em varios locais intracelulares. A sua geracao intracelular é
mediada principalmente por enzimas, como NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato) oxidase e xantina oxidase (XO), por algumas reacfes de
autoxidacédo, por proteinas do grupo heme, pelo reticulo endo/sarcoplasmatico,
lisossomo, peroxissomos ou pela mitocéndria, local de maior producéo. Os principais
locais de producgao do Oz nas mitocondrias sao os complexos | (NADH desidrogenase

ou NADH ubiquinona oxidoredutase) e Il (citocromo C: ubiquinona oxidoredutase) da
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cadeia de transporte de elétrons. Em niveis basais, aproximadamente 1% de todo o
oxigénio consumido nas mitocéndrias € desviado para a geracdo de superoxido.
Entretanto, esta porcentagem varia dependendo do tipo celular e da taxa de
respiracéo (BACHI et al., 2013; KLOTZ; SIES, 2009).

A reatividade do superdxido € muito menor que a do radical hidroxil. Ainda
possui baixa interacdo com algumas moléculas biolégicas em solu¢des aquosas. O
radical ndo reage tao rapidamente quanto outros, contudo pode diminuir a atividade
de antioxidantes, como a catalase, além de reagir com outras moléculas, como o 6xido
nitrico. Proteinas que contém o seu centro ativo de ferro-enxofre (ex: aconitase) ou
substancias que contém radical fenil, como por exemplo o hidrogénio do grupamento
-OH da tirosina podem se tornar espécies reativas pela acdo do anion superoxido
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Existem diferentes métodos de geracdo de superdxido exdégeno para avaliar
seus efeitos em sistemas bioldgicos: a) sistemas enzimaticos como xantina/xantina
oxidase; b) sistemas fisicos como a radidlise, gerada por radiacdo ionizante; c)
sistemas quimicos que sofrem auto-oxidacdo como superoxido de potassio (KOz), 0
superéxido de tetrametilaménio (MesN)Oz, adrenalina e o pirogalol (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). A geracdo in vitro de superdxido pela auto-oxidacdo do
pirogalol € uma metodologia classica, sendo extensivamente utilizada para avaliar o
efeito do anion em diferentes condi¢@es, inclusive em cultura de células (KIM et al.,
1995; KIM et al., 2008 KOSMIDOU et al., 2002; MORENO-MANZANO et al., 2000;
PARK et al., 2007; YAMADA et al., 2003). O pirogalol (1,3,5-triidroxibenzeno) é
conhecido por sofrer auto-oxidacdo rapidamente, principalmente em meio alcalino
(MARKLUND; MARKLUND, 1974). A auto-oxidacao do pirogalol é iniciada a partir de
sua reacdo com o oxigénio no estado fundamental, o que leva a produg¢édo de um
radical semiquinona (Figura 2) (KIM et al., 1995). O produto final da auto-oxidacdo do
pirogalol é a purpurogalina (quantificada a 420nm), mas a reagdo gera outros
produtos, como o anion superoxido e peréxido de hidrogénio (Figura 3) (MARKLUND;
MARKLUND, 1974; RAMASARMA et al., 2015). Apesar da auto-oxidacao gerar outros
produtos, a principal ER formada é o anion superoxido, pois com o uso da SOD a
auto-oxidac&do do pirogalol pode ser inibida em 97,5% (MARKLUND; MARKLUND,
1974).
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Figura 2: Primeiras etapas da auto-oxidacao do pirogalol.
Fonte: KIM et al. (1995)

A SOD é capaz de inibir a reacdo do pirogalol, sendo a principal defesa intracelular
contra essa ER (MARKLUND; MARKLUND, 1974). Em mamiferos, existem trés
isoformas de SOD: SOD1 (CuzZnSOD); SOD2(MnSOD); SOD3 (ecSOD). Cada uma
€ produto de genes distintos e possui localizacdo subcelular diferente, apesar de as
trés catalisarem a mesma reacdo. A localizacdo subcelular destas isoformas da
enzima é particularmente importante para a sinalizacao redox: a SOD1 est4 na sua
maioria no citosol e pode ser encontrada também na mitocbndria, no nucleo,
peroxissomos e lisossomos; a SOD2 é mitocondrial; a SOD3 é encontrada em meio
extracelular. O mecanismo de dismutacéo pela SOD envolve a reducéo do superéxido
e oxidacdo de um metal de transicéo, tal como o Cu* e Mn?* no local ativo da enzima.
Este fato indica que a atividade SOD requer um metal catalitico (FUKAI; USHIO-
FUKAI, 2011).

OH o} B0 % i -
HO o) OH
RO NS S
HO HO HO HO
pirogalol pirogalol-quinona purpurogalina purpurogalina-quinona
0: O™ Pirogalol+0: 0: 0O~

pirogalol 2» pirogalol-Q —1» purpurogalina W purpurogalin-Q —— substanciasA420
[H]

€O, +H,0
Figura 3:

Auto-oxidac&o do pirogalol.
Fonte: Adaptado de RAMASARMA et al. (2015)

Aléem da SOD, outras substancias exégenas podem remover o superoxido,
como o Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametillpiperidina-1-oxil), um composto que
mimetiza a atividade da SOD, possuindo também como produto o peréxido de
hidrogénio (WEINTRAUB et al, 2015), ou o Tiron (4,5-dihidroxi-1,3-
benzenodisulfonico acido) que consegue sequestrar o superoxido sem gerar outras
ER, oxidando a propria molécula e formando dimeros (TAIWO, 2008).

Apesar do sistema enzimético de remocao do superdxido em niveis basais ser

eficiente, uma parte pode escapar das defesas. Assim, o superéxido excedente reage
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com biomoléculas ou outras substancias presentes no meio intracelular, como o 6xido
nitrico ou metais de transicdo como ferro e enxofre de proteinas que contém esses
elementos em seus centros ativos (HURD; MURPHY, 2009).

Um nivel elevado de superdxido em fibras musculares em condicdes
patolégicas pode levar a um aumento do EO (JACKSON et al., 2007; XU et al., 2010),
0 que causaria lesdo de membranas de organelas, danos a proteinas e DNA,; fato que
estaria intrinsecamente relacionado ao processo de adaptacdo para sobrevivéncia
celular (HURD; MURPHY, 2009). Além disso, devido ao seu elevado perfil energético
fibras musculares esqueléticas sdo propensas a danos por espécies reativas de

oxigénio endogenas, causando alteracdes na funcdo muscular (XU et al., 2010).

1.2 MUSCULO ESQUELETICO

1.2.1 Estrutura do Musculo Esquelético

A arquitetura do musculo esquelético é caracterizada por um arranjo muito
particular e bem descrito de fibras musculares associadas ao tecido conjuntivo. Um
musculo individual é rodeado por uma camada de tecido conjuntivo conhecido como
o epimisio. Um grupo de fibras dentro do musculo que estédo dispostas em feixes séo
rodeadas por outra camada de tecido conjuntivo conhecido como o perimisio. Uma
Unica fibra muscular (com as dimensées aproximadas de 100 um de didmetro e 1 cm
de comprimento) é rodeada por uma membrana celular ou sarcolema e dentro possui
uma grande quantidade de miofibrilas (Figura 4) (FRONTERA; OCHALA, 2015). As
miofibrilas (miofilamentos) sdo compostas em um arranjo ordenado de sarcoémeros,
que sdo as unidades basicas contrateis de masculo esquelético. Os miofilamentos sédo
as estruturas mais abundantes, compostos por actina e miosina, que entao
compreendem cerca de 70-80% do teor total de proteina de uma Unica fibra. A miosina
forma os filamentos grossos e a actina, os finos (FRONTERA; OCHALA, 2015).

Associado ao sarcolema existe um complexo de varias proteinas que esta
fisicamente conectado a estrutura interna dos miofilamentos. A auséncia (parcial ou
completa) ou disfuncdo de uma destas proteinas pode resultar em danos para o
sarcolema, fraqueza muscular e atrofias. Nao considerando a agua, em uma célula
muscular 80% da sua composicao € de proteinas, 0os quais podem ser contratil,
regulatoria ou citoesqueleto (FRONTERA; OCHALA, 2015).
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Figura 4: Estrutura do misculo esquelético.
Fonte: Adaptado de FRONTERA E OCHALA (2015)

As fibras musculares s@o células multinucleadas e pos-mitéticas. Ainda no
tecido muscular, existem as células satélites que sdo as células-tronco adultas de
musculo esquelético. Estas células estao localizadas entre o sarcolema e a lamina
basal e contribuem para o crescimento muscular, reparacao e regeneracao. Quando
ativadas por fatores miogénicos, células satélites irdo proliferar e diferenciar-se em
novas fibras musculares (FRONTERA; OCHALA, 2015).

Como mencionado anteriormente, devido a sua alta demanda energética, o
musculo esquelético € particular e altamente sensivel as ER. No exercicio fisico, os
niveis de ERO podem aumentar em um intervalo curto de tempo, favorecendo a
adaptacdo (MASON; WADLEY, 2014; POWERS et al., 2010). Em contraste com esse
efeito benéfico das ER no musculo, producdo crénica e em excesso de ERO
sistemicamente e no musculo esquelético promove EO e pode contribuir para a
patogénese de varias doencas como diabetes tipo 2 (HOHN et al., 2013), caquexia no
cancer (GUARNIER et al., 2010), DPOC (PUIG-VILANOVA et al., 2015), tireotoxicose
(BERNARDES et al., 2014), atrofia no desuso (POWERS et al., 2010) e distrofias
musculares (TERRILL et al., 2013).

1.2.2 Espécies reativas no musculo estriado esquelético
Tanto o aumento da atividade contratil do musculo como prolongados periodos

de desuso muscular podem promover o aumento da producdo de superoxido nas
fibras musculares esqueléticas (POWERS et al., 2010). As principais fontes de
superoéxido séo: (a) mitocondrias, que sao citadas como a fonte predominante de ERO
nas fibras musculares, particularmente o complexo | e lll; (b) reticulo sarcoplasmatico

(RS), principalmente pela NADPH oxidase, que a partir do momento de sua geracao
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afeta a liberacdo de célcio do RS por meio de oxidacao do receptor de rianodina; (c)
tubulos transversais, que assim como RS contém a NADPH oxidase cuja atividade €
aumentada pela despolarizacéo; (d) sarcolema, onde as células de musculo
esquelético podem liberar superéxido para o espaco extracelular também pela
NADPH oxidase; e (e) no citoplasma pela enzima XO (POWERS et al., 2010;
POWERS; JI, et al., 2011).

Dada a importancia de manter a homeostase redox nas células com alta
capacidade de adaptacao, as fibras musculares possuem diversos mecanismos de
defesa antioxidantes. Algumas enzimas antioxidantes particularmente importantes
para o controle da geracao da qualidade e quantidade de radicais livres no masculo
estriado esquelético sdo a SOD, a glutationa peroxidase e a catalase. No entanto,
apesar de seu papel constante na remocao especifica de algumas espécies, essas
enzimas estdo presentes em modestas concentragdes no musculo j4 formado
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Contudo, o musculo conta ainda com outras
enzimas, como a peroxirredoxina, as glutarredoxinas e a tiorredoxina. Além disso,
varias moléculas de baixo peso molecular sdo capazes de remover ERO nas células
musculares. Exemplos desta estratégia antioxidante incluem substancias sintetizadas
endogenamente, tais como a glutationa reduzida (GSH), o &cido urico e bilirrubina, e
outros compostos presentes na dieta como o0 &cido ascérbico e a vitamina E
(POWERS et al., 2010; POWERS; JI, et al., 2011).

Como informado, as ERO desempenham um papel importante na regulacéo
das vias de sinalizacao celulares necessarias para promover a adaptacdo do masculo
esquelético em resposta a diferentes demandas metabdlicas, como o exercicio fisico
e a inatividade muscular (JACKSON, 2008; MASON; WADLEY, 2014; POWERS et
al., 2010). Enquanto altas concentracdes de radicais livres podem lesar componentes
celulares, niveis baixos a moderados podem desempenhar multiplas funcbes
regulatorias em vias de sinalizacao celular, como o controle da expressao génica e
modulacdo da func&o do musculo esquelético. Este paradoxo na sinalizagdo deve-se
provavelmente as diferencas tanto na magnitude, quanto no tipo de espécie gerada
ou ao padrao temporal da produgéo de radicais livres (POWERS et al., 2010;
POWERS; TALBERT, et al., 2011).

Um dos efeitos importantes das ER no musculo esquelético esta relacionado
com a perda de massa muscular, que pode acontecer no desuso e em algumas

doencas. A perda de massa, ou em alguns casos a atrofia muscular, vem sendo
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relacionada ao aumento na quantidade de proteinas oxidadas, o que ativaria
diferentes vias de degradacdo (POWERS et al., 2010). Ja foi descrito que EO pode
levar a uma ativacdo direta destas vias. Onde as ER podem levar ao desequilibrio no
metabolismo do calcio, levando ao aumento do calcio citosdlico, 0 que causaria
ativacdo do zimdgeno calpaina, que por sua vez cliva as proteinas que ancoram o
complexo actina-miosina, liberando os componentes proteicos do sarcomero para a
degradacéao pelo sistema proteassomal; a ativacdo de caspase-3 por meio do mesmo
aumento na concentracao de calcio citosolico promove a degradacao diretamente da
actomiosina, e leva a morte de mionucleos; no que diz respeito diretamente ao sistema
proteassomal, ERO podem sinalizar aumento da sintese de enzimas relacionadas
com a ubiquitinacdo (proteinas do tipo E2 e E3), ou ainda o 20S pode degradar
proteinas oxidadas sem ubiquitinacdo (Figura 5) (POWERS et al., 2010; TALBERT et
al., 2013).

Embora muitos mecanismos redox ja estejam definidos, estudos sisteméaticos
e bem controlados sdo necessarios para esclarecer melhor como as ER atuam na
sinalizacao redox na adaptacdo muscular. O equilibrio entre a atrofia e hipertrofia é
importante para a manutencdo da massa muscular esquelética. A protedlise e a
modificagdes redox mostram-se cada vez mais envolvidas com 0s processos de
atrofia (POWERS et al., 2010). No entanto, como o musculo esquelético é incapaz de
se dividir, uma compreensdo dos mecanismos que permitem a plasticidade é
fundamental para o entendimento do funcionamento dessa célula frente a diferentes
circunstancias que induzem EO (SHARPLES et al., 2010).

As células-tronco musculares (células satélites ou mioblastos) parecem ter um
papel central no aumento ou diminui¢cdo da massa muscular esquelética, portanto, tém
atraido o interesse no que diz respeito ao potencial de intervengfes terapéuticas.
Dentro desse contexto, as linhagens celulares de musculo esquelético murinas C2 e
C2C12 tém sido frequentemente utilizados para fins de investigacdo (SHARPLES et
al., 2010).
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Figura 5. Efeito das de vias proteoliticas e ativacdo pelas espécies reativas de oxigénio no
musculo esquelético.
Fonte: Adaptado de POWERS et al. (2010)

1.2.3 Cultura de célula C2C12

Culturas de mioblastos sao importantes ferramentas para estudar mecanismo
moleculares das vias de sinalizacdo potencialmente utilizadas pelo musculo
esquelético in vivo para regular a hipertrofia e atrofia (SHARPLES; STEWART, 2011).
Os mioblastos apresentam-se como um modelo vantajoso por proporcionar a
avaliacdo de alteragfes bioquimicas e moleculares (BLAU et al., 1983), uma vez que
é possivel controlar as condigdes de geracdo de diferentes estimulos. Com relacéo as
espécies reativas, é possivel controlar as condigdes dos radicais, avaliar efeitos de
radicais especificos, sua concentracao, tempo de exposicéo, temperatura e pH.

A linhagem C2C12 é um subclone produzido por Blau et al. (1983), a partir da
linhagem original C2 isolada por Yaffe e Saxel (1977) a partir de uma leséo por
esmagamento do musculo de camundongo C3H, para induzir a proliferacao de células
satélites. As células C2C12 s&o mantidas como mioblastos indiferenciados, mas

podem ser diferenciadas para formar miotubos (BLAU et al., 1983).
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A miogénese do musculo esquelético de mamiferos é complexa, e tem lugar a
partir das primeiras semanas de desenvolvimento embrionario (Figura 6). As células
de mesoderma pluripotentes fornecem uma populacdo de células fusiformes
mononucleadas, os mioblastos, conhecidos por serem os precursores das células de
musculo contrateis (BURATTINI et al., 2004). Mioblastos mononucleados se fundem
para formar miotubos multinucleados, que se tornam visivelmente estriados e
ritmicamente contrateis em cultura de tecido (BLAU et al., 1983). Embora a miosina
seja um dos principais componentes do aparelho contratil em muasculos ja formados,

a sua presenca em células indiferenciadas € bem documentada.

Mioblasto Miotubo
. Fibra Muscular

— — _

\w

Figura 6. Formacéo da fibra muscular.
Fonte: Adaptado de Hettmer e Wagers (2010)

O mioblasto apresenta um tamanho de 20-80 um, possui formato de estrela ou
fusiforme, rigorosamente mostrando um ndcleo central com varios nucléolos. A actina
e miosina ja sao expressas nessa fase, enquanto a actina € amplamente expressa no
citoplasma, a miosina é concentrada ao redor do nacleo. Entretanto, o miotubo possui
100-600 pum de comprimento e 30-50 um de espessura, seu formato é fusiforme,
frequentemente alongado em trés ou quatro direcdes. Eles mostram numerosos
nucleos (mais de 20), localizados centralmente e aglutinados ou distribuidos ao longo
de toda sua extensdo. Apresenta uma grande quantidade de actina e miosina
(também na regido perinuclear), sdo encontrados filamentos finos e grossos, ambos
organizados para formar sarcémero e miofribilas. Sec¢fes transversais mostram as
relacbes entre os filamentos grossos e finos, que aparecem estreitamente
comparaveis com os do musculo esquelético adulto (BURATTINI et al., 2004). Nos
miotubos a quantidade de mitocdndrias € muito maior do que no mioblasto e a sua
distribuicdo é alinhada ao longo da célula enquanto no mioblasto sua localizacéo é
perinuclear (BARBIERI et al., 2011). A analise protedmica também mostra uma grande
diferenca entre as duas células (KISLINGER et al., 2005; TOMCZAK et al., 2004;). A
MnSOD tem uma expresséo maior nos miotubos (BARBIERI et al., 2011; KISLINGER
et al., 2005;TOMCZAK et al., 2004), existindo também uma diferenca entre a atividade
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e expressao de algumas proteinas envolvidas com as vias de degradacdo proteicas
(BECHET et al., 1991; EBISUI et al., 1995).

Alguns estudos tém utilizado a linhagem C2C12 para avaliar os efeitos das ER
nas mudancas oxidativas e vias proteoliticas. Gomes-Marcondes e Tisdale (2002)
utilizando o peréxido de hidrogénio, por 30 min, mostraram que esta ER na
concentracdo de 100 uM aumenta a atividade do proteassoma e o nivel da enzima
conjugadora de ubiquitina (E2). Li e colaboradores (2003), também utilizando o
peréxido de hidrogénio sob exposicdo continua na mesma concentracao (100 uM),
encontraram niveis aumentados da atividade de conjugacdo da ubiquitina, tanto com
relacdo a enzima E2 como com E3 (ubiquitina proteina ligase). O H20:2 ainda foi capaz
de diminuir a GSH e levar a ativagdo do NF-kB (ARDITE et al., 2004). Ainda utilizando
0 H202 (25 uM) sob exposi¢éo continua, McClung e colaboradores (2008) viram que
a atrofia no miotubo estava relacionada com o aumento da atividade da calpaina.
Morabito e colaboradores (2009) avaliaram o efeito de campos eletromagnéticos de
frequéncia extremamente baixa e investigaram diversos parametros redox na célula,
encontrando uma quantidade maior de superéxido e peroxido de hidrogénio, uma
capacidade antioxidante total aumentada, maior atividade das enzimas catalase e
glutationa peroxidase, além de um desbalango no calcio intracelular. O peréxido de
hidrogénio também foi capaz de ativar vias de sinalizacdo e levar a apoptose em
miotubos (RABINOVICH et al., 2007), causar fragmentacdo mitocondrial (FAN et al.,
2010), ou levar a polimerizacdo da actina comprometendo o citoesqueleto da célula
(WONG et al., 2015).

A maior dificuldade na extrapolacédo destes resultados obtidos in vitro para in
vivo reside no fato de que a maior parte dos estudos utiliza basicamente o peréxido
de hidrogénio como ER. Além disso, ndo existem muitos estudos in vitro sobre a
geracao especifica de outros radicais livres e seus efeitos na inducéo da leséo celular
e protedlise, como por exemplo o anion superoxido. Outra questdo importante a ser
considerada em trabalhos que utilizam cultura de células e que investigam a a¢éo do
peréxido de hidrogénio é que um dos componentes do meio de cultura, o sédio
piruvato, possui capacidade de sequestrar o peroxido de hidrogénio, afetando os
efeitos da ER estudada (KELTS et al., 2015; LONG; HALLIWELL, 2009). Por esta
razdo, neste trabalho foram investigados os efeitos de um gerador de anion
superoéxido, o pirogalol, sobre parametros de estresse oxidativo e vias proteoliticas em

cultura de mioblastos e miotubos C2C12.
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1.2.4 Resultados preliminares do delineamento
Considerando possiveis interferéncias no sistema gerador em meio de cultura,

nés avaliamos a interferéncia da composi¢cdo do meio de cultura sobre a geracao de
produtos da auto-oxidac&o do pirogalol (purporogalina). Foram avaliadas a presenca
ou auséncia do meio de cultura (Meio Eagle Modificado por Dulbecco-DMEM), a
presencga ou auséncia de soro (soro fetal bovino — 10%), e a geracdo dos produtos
frente a diferentes pH. O soro fetal bovino contém grande quantidade de albumina,
um potente scavenger de radicais livres, e variagcdes de pH também séo importantes
para a formacdo de radicais por reacdes de oOxido-reducdo. A absorbancia foi
registrada em espectrofotometro a 420 nm (MARKLUND; MARKLUND, 1974).

A auto-oxidacdo do pirogalol (Figura 7) mostrou-se sensivelmente diminuida
em tampao (Tris-HCL) em pH 7,3. Quando realizada em meio de cultura, esse efeito
nao acontece, mesmo o pH do meio de cultura sendo 7,3. Apesar da auto-oxidacao
acontecer nas duas situagfes, a curva com a presenca de soro apresenta um
crescimento exponencial da geracdo de produtos finais, ou seja, tem aumento da
velocidade de formacdo de superoxido nos primeiros segundos avaliados, com
alcance precoce na formacédo de um platd. A curva sem soro mostra um crescimento
linear e continuo. Pelo exposto, optou-se por utilizar como veiculo de tratamento das
células ao longo dos experimentos, assim como durante as padronizacdes, 0 meio
DMEM sem soro, pois a geracao de superoxido é continua, no tempo. Apés verificar
se o superoxido seria produzido em meio de cultura, foi avaliada a geracdo do anion
em diferentes concentracdes de pirogalol, e se a geracao teria um efeito dose-
dependente (Figura 8).

Observou-se entdo que as diferentes concentracdes de pirogalol resultaram em
curvas de geracdo do superoxido que respondem de maneira dose-dependente.
Desta forma, p6de-se concluir que as células seriam submetidas a concentracdes

crescentes de superoxido durante os tratamentos.
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Figura 7 — Curva da auto-oxidacéo do pirogalol em tamp&o e em meio de cultura, presenca ou
auséncia de soro fetal bovino. Absorbéancia - 420 nm.
Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 8 — Curva da auto-oxidac&o do pirogalol em diferentes concentragdes finais (50, 100, 250,
500 e 1000 uM). Absorbéncia - 420 nm.
Fonte: Elaborado pelo autor

A proxima analise foi verificar a especificidade da geracao de superéxido frente
a exposicao a diferentes inibidores. Para isso, foram utilizados o sequestrador de

superoéxido Tiron e a enzima superoxido dismutase (Figura 9).
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Figura 9— Auto-oxidacao do pirogalol na presenca dos antioxidantes Tiron (10mM) e superdxido
dismutase (SOD-20000 ng/mL). Absorbancia - 420 nm.
Fonte: Elaborado pelo autor

Os dois inibidores foram capazes de impedir a auto-oxidacao do pirogalol. A
enzima SOD foi utilizada porgue sua capacidade de dismutar o anion superéoxido é
bem descrita. Entretanto, a utilizacdo da SOD levaria a producdo de perdxido de
hidrogénio e dificultaria a analise dos efeitos exclusivos do &nion superoxido. Desta
forma, optou-se por utilizar o composto Tiron, um sequestrador do anion superéxido.
A proxima etapa da padronizacdo foi verificar o efeito do Tiron em diferentes

concentracfes na geracdo de superoxido (Figura 10).

Inibigao pelo Tiron
08 o 10 mM
& 5mM
4 1mM
-+ 0,5mM
- 02mM

0.2 -+ 0,05 mM

Abs 420 nm
3\

0.1 g

Figura 10— Inibicdo da auto-oxidacdo do pirogalol na presenca de Tiron em diferentes
concentracdes (0,05; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0 e 10mM). Absorbancia - 420 nm.
Fonte: Elaborado pelo autor
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Os resultados demonstraram que assim como o pirogalol, o efeito do Tiron foi
dose-dependente. A partir da concentracdo de 5mM ndao foi possivel observar a auto-
oxidacao do pirogalol.

Tendo em vista o exposto e levando em consideracdo que as ER sé&o
constantemente geradas no interior das células e que EO é capaz de induzir
modificacdo de proteinas intracelulares e sinalizacdo a favor da protedlise, a
compreensao da participacdo de diferentes ER nesse processo € muito importante
para elucidar os mecanismos de proteolise encontrados em diferentes condicbes
fisiolégicas e patolégicas. Além disso, considerando que a maior parte dos estudos
nesse sentido utilizam peroxido de hidrogénio como ER, e sabendo-se que as
diferentes espécies podem ter efeitos distintos em moléculas e vias de sinalizacéo,
este trabalho justifica-se por utilizar um sistema gerador de anion superoxido em
diferentes concentracdes para analisar parametros de consequéncias do aumento do
estresse oxidativo e consequente inducéo de vias proteoliticas em cultura de C2C12.
O trabalho traz ainda como inovacdo a comparacdo do efeito do superéxido sobre
células C2C12 diferenciadas ou néo, avaliando o comportamento da mesma célula,

em dois diferentes graus de diferenciacéo, frente ao mesmo estimulo.
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2 HIPOTESES
Diferentes concentracdes de anion superoxido levam a alteracdes oxidativas

que resultam na ativacdo de vias proteoliticas. Mioblastos e miotubos possuem

respostas diferentes ao mesmo estimulo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito de moderadas concentracées do anion superéxido sobre
parametros de citotoxicidade, estresse oxidativo e vias proteoliticas em cultura de
mioblastos e miotubos C2C12.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos na atividade metabodlica em mioblasto e miotubo em

diferentes concentracfes do anion superoéxido;

Avaliar danos oxidativos a membranas e proteinas frente a geracdo de

diferentes concentracfes do anion superéxido;

Correlacionar os danos oxidativos e alteracdo do balanco redox com a

degradacéo proteica frente a diferentes concentracdes do anion superoxido
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4 ARTIGO PARA PUBLICACAO

O presente trabalho originou um artigo cientifico que sera incluido nessa
dissertagdo como apéndice.
O artigo intitula-se: SUPEROXIDE INDUCES DIFFERENT METABOLIC AND
OXIDATIVE MODIFICATIONS IN C2C12 MYOBLASTS AND C2C12 MYOTUBES
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5 CONCLUSOES

O conjunto de resultados alcangcados nos permitiu chegar as seguintes
conclusbes sobre os efeitos iniciais de uma espécie reativa especifica no inicio do
processo de adaptacdo, em dois diferentes estagios de diferenciacdo, utilizando
concentracfes nédo letais por um curto periodo. Os efeitos ainda ndo foram capazes
de produzir um aumento da atividade proteolitica. Parece que a diminuicdo da
atividade metabdlica de organelas representa 0s primeiros acontecimentos em
mioblastos e miotubos. No entanto, a peroxidacdo lipidica parece ser um
acontecimento critico nos mioblastos, enquanto que a oxidacdo da proteina parece

ser o0 evento chave nos miotubos.
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Abstract

In both adult mice and human skeletal muscles, a mixture of mature (myotubes) and
satellite cells (myoblasts, 5-7%) can be found practically under the same metabolic
environment and challenge. The objective of the present study was to investigate the
different oxidative sensitivities of C2C12 myoblasts and C2C12 myotubes under the
generation of superoxide anion. Methods: C2C12 myoblasts and myotubes were
exposed to crescent pyrogallol concentrations (50uM, 100uM, 250uM and 500um) for
30min at 37°C. In addition, both cell systems were also pre treated with Tiron 5mM, for
1h. Viability and metabolic/cytotoxic tests were carried out followed by quantification of
protein carbonylation, lipid peroxidation, and redox status assays. Proteolysis was also
assessed, by chemiluminescence. Results: No concentration was able to decrease the
viability in myoblasts or myotubes. In C2C12 myoblasts, neutral red activity was
decreased at concentrations of 250 and 500uM; 500uM of pyrogallol was able to
decrease the MTT activity and increase lipid peroxidation. In C2C12 myotubes, only
the concentration of 500uM decreased the activity of neutral red; carbonyl content
increased from 100uM. Both in myoblasts and myotubes, the results were reverted by
pre treatment with Tiron. Conclusions: lipid peroxidation is an early critical adaptative
event in myoblasts, whereas protein oxidation has this role on myotybes. No of these
events lead to significant proteolysis. General significance: the consequences of a
single radicalar specie, at low concentrations, on the very beginning of the adaptation
process, are different to the same population of cells on a different state of
differentiation.

Key words: Superoxide. C2C12. Oxidative stress. Skeletal muscle.
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Introduction

The involvement of reactive oxygen species (ROS) in the pathogenesis of
diseases is not limited to the macromolecular damage [1]. Many studies show that
ROS are important messengers on redox signaling pathways and that are also
involved in modulating several mechanisms [2-5]. Despite the known damage to lipid
membranes, what includes cell membranes and organelles [6,7], constitutive and
functional proteins are also easy targets of ROS. Both events are highly dependent of
the type of specie generated, amount of generation, and time of exposure [5,8-9].
These are the main factors that, in the end point, control the events that lead to
adaptation, severe injury, regeneration or cell death.

In aerobic cells, the most important source of ROS production is the anion
superoxide (O2™) produced by the mitochondria in the electron transport chain. It has
often been suggested that about 1-5% of the total Oz reduced in mitochondria may
form O2™ [10]. Due to their high energetic profile, skeletal muscle fibers are prone to
damage by endogenous ROS [11]. Under stress conditions, as exercise, oxygen
consumption in the active skeletal muscle may go up 100-fold and the levels of
superoxide generation increase in the same proportion [10]. A high level of superoxide
in muscle fibers, under pathological conditions, is also frequently observed [11,12]. In
addition, reactive species are known to modulate skeletal muscle mass in a sort of
diseases [4,13-19]. The muscle wasting has been consistently related to an increase
on oxidation of myofibrillar proteins, that can activate proteolytic pathways. Yet, levels
of superoxide dismutase (SOD), the most efficient molecule on blocking O2" reactivity,
are only modest in skeletal muscle when compared to other tissues [10].

The mentioned mechanisms are supposed to act on skeletal muscle tissue cells
across the board in all stages of development. However, skeletal muscle is composed
by different cell populations. Some studies in mice suggest that 30-35% of fiber nuclei
are satellite cells at birth, declining to 5-7% in adults. The values also vary in muscles
with different fiber types [20-22]. In human muscles, the percentage seems to be the
same in adults (4% + 2%), although there are lack of details in younger muscles [23].

Myoblasts cultures have provided a model for studying the mechanism of
signaling and molecular pathways used by skeletal muscle in vivo to regulate
hypertrophy and atrophy [24]. Studies utilize hydrogen peroxide as the main source of

free radical production, showing that a positive relationship between H202 or
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Fe2S04/H202, oxidative modifications and protein degradation by the proteolytic
pathways, in myotubes, can be found [25-27]. Despite these studies, there is a lack of
in vitro studies about the specific generation of other reactive species in the early
adaptation driven by oxidative modifications. The pyrogallol (1,2,3-Trihydroxybenzene)
has been used in several studies as O2" generator to evaluate the effect of the anion
in cultured cells [28-33].

Considering the exposed and that the metabolic and adaptative demands are
different in different cell populations, it seems reasonable to suppose that the effect of
different reactive species are different in the same cell population, and that the effect
of the same reactive specie is different in different levels of cell differentiation. Thus,
the main objective of this study was to investigate the different oxidative sensitivities of
C2C12 myoblasts and C2C12 myotubes under the generation of superoxide anion by
pirogallol. Our hypothesis was that crescent concentrations of superoxide lead to
oxidative-induced modifications that may result in activation of proteolytic pathways at

different stages of myogenic differentiation.

Materials and Methods

Cell Culture

Myoblasts derived from skeletal muscle of mice C2C12 (ATCC® CRL-1772™;
ATCC, Manassas, VA, USA) were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% antibiotic penicillin-
streptomycin at 37°C in a humidified incubator containing 5% CO2 (Sanyo CO:2
Incubator; Sanyo, Kitanagoya, Aichi). For myoblasts, the experiments were performed
on cells in the confluent state (90-95%). Myotubes were formed by allowing confluent
myoblast cultures to differentiate for 9 days [25,34] in DMEM supplemented with 2%
horse serum,1% antibiotic penicillin-streptomycin, with changes of medium every 2
days. The muscle cells were examined for evidence of myotube formation by inverted
microscopy.

Treatment

Myoblast were tretated after cells reach the confluent state, the myotubes after
9 days of differentiation [25,34]. The cells were stimulated with pyrogallol (Sigma-
Aldrich™, St. Louis, MO, USA) in the final concentrations of 50; 100; 250; 500 uM [30]
diluted in DMEM without serum for 30 minutes [25], washed twice with PBS, and then

harvested for analysis.
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Cell Viability

The alterations in C2C12 viability induced by superoxide anion were analyzed
by Trypan blue exclusion assay. The cells were counted with trypan blue (0.05 %)
using a Neubauer chamber after the treatment. Cells were classified as viable (no
staining) and unviable (blue staining) to determine the percentage of viable cells [35].

Cytotoxicity assays

The cytotoxicity of different concentrations of superoxide anion was assessed
by MTT reduction [36] and neutral red uptake (NR) [37]. The MTT assay evaluate the
metabolic activity of cells based on capacity of the viable cells convert 2-(3,5-
Diphenyltetrazol-2-ium-2-yl)-4,5-dimethyl-1,3-thiazole ~ bromide  (MTT;  Sigma-
Aldrich™, St. Louis, MO, USA) into a purple formazan. The formazan was solubilized
in DMSO and measured spectrophotometry at 570 nm. The NR analyse the ability of
viable cells to incorporate the dye neutral red (Neutral Red; Sigma-Aldrich™, St. Louis,
MO, USA) into the lysosomes. The quantity of dye incorporated into cells is measured
by spectrometry at 540 nm after use a NR diluent (1% glacial acetic acid in 50%
ethanol), and is directly proportional to the number of cells with an intact membrane.
When the effects of the cell-permeable Oz scavenger Tiron (5 mM; Sigma-Aldrich™,
St. Louis, MO, USA) were evaluated the cells were preincubated for 1 hour before the
stimulation with pyrogallol [29].

Total Thiols

In order to evaluate if superoxide disturbs the total —SH content, total thiol levels
were determined using a spectrophotometry assay based on the reaction of 5,5'-
dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB; Sigma-Aldrich™, St. Louis, MO, USA) with
sulfhydryl groups to yield a colored product at 412nm [38]. Total thiol groups were
calculated using a calibration curve provided by known concentrations of GSH (Sigma-
Aldrich™, St. Louis, MO, USA), and the results were expressed in micromolar
GSH/miligram of protein.

Chemiluminescence stimulated by tert-butyl hydroperoxide

Chemiluminescence, an indicator of lipid peroxidation, estimulated by tert-butyl
hydroperoxide was assessed in Lumat® LB 9508 Single Tube Luminometer (Berthold,
Germany), with a response range of 380-630 nm [39]. A kinetic capture of
chemiluminescence was performed for 30 min, followed by linearization of the data.
Results were expressed in relative light units/miligram of protein.

Carbonyl protein content
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Carbonyl proteins are a modification caused by exposure of proteins to oxidative
stress. The carbonyl protein content was measured by the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) [40]. Samples attached to the ELISA plate were reacted
with dinitrophenylhydrazine (DNPH, Sigma-Aldrich™, St. Louis, MO, USA). The
protein-conjugated DNP was probed by an anti-DNP primary antibody produced in
rabbit (Sigma™, D-9656), and then a second antibody conjugated with horseradish
peroxidase (anti-rabbit IgG secondary antibody HRP produced in goat- Sigma™, A-
0545) was added for quantification. The absorbance was read at 490 nm. The results
were calculated using a Bovine serum albumin (BSA) standard curve and expressed
in nmol carbonyl proteins/miligrams of total proteins.

Proteolytic Activity

Chymotrypsin-like proteolytic activity was measured using a Proteasome Glo™
Chymotrypsin-like Cell Assay kit (Promega™, Madison, WI, USA Cat n° G8620)
following the manufacturer’s protocol. This assay estimates the activity of the 20S
proteasome. Calpain proteolytic activity was measured using Calpain-Glo Protease
Assay kit (Promega™, Madison, WI, USA Cat n° G8501) following the manufacturer’s
protocol. The luminescent assay measures calpain | and Il activities. In both cases, the
luminescent signal was detected with a Glo-Runner microplate reader luminometer
(Turner, Sunnyvale, CA), and the results were expressed as relative light units
(RLU)/milligram of protein.

Protein concentration

Protein concentration was determined spectrophotometry at 660 nm by the
method of Lowry et al. [41] modified by Miller [42]. BSA was used as standard.

Statistical Analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism (version 6; San Diego,
CA, USA). The results were shown as means + SD, using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparison test. Two-way ANOVA
was used to analyze the chemiluminescence curves. Shapiro-Wilk were used for
normality test. Differences were considered significant if P<0.05 for all analyses
(*p<0.05, **p<0.001, and ***p<0.0001). Only the differences between control and
treated groups were indicated.
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Results

Effects of Superoxide in Myoblasts

The superoxide, in the concentrations used, has no effect in viability of
myoblasts (Figure 1A). Even the higher concentrations of 250 and 500 uM were not
able to decrease the viability of myoblasts.

The cellular metabolic activity was investigated by MTT assay and neutral red
assay. Many oxidoreductase enzymes are capable of catalyze electron transfer from
an electron donor to MTT, most commonly studied systems are the oxidoreductases
of the mitochondrial electron transport chain (p.ex. NADPH oxidase), but numerous
other cellular dehydrogenases, oxidases and peroxidases have been shown to reduce
tetrazolium dyes biochemically [43]. Neutral red assay is based on the ability of viable
cells to incorporate and bind the dye neutral red, which penetrates cell membranes
and concentrates in the lysosomes. The amount of retained dye is proportional to
lysosomal integrity and depends on the cell’'s capacity to
maintain pH gradients, through the production of ATP [44]. Only the concentration of
500 uM significantly was able to reduce the metabolism of myoblasts in the MTT assay
(Figure 1B). On the neutral red assay, both concentrations of 250 and 500 pM were
capable of diminish the metabolic activity (figure 1C). Conversely, the addition of Tiron
scavenger inhibited the effects attributed to superoxide on MTT assay and neutral red
assay.

Literature has evidenced that the thiol in cells and tissues can be a good
biomarker of general oxidative stress or redox balance, since they are the first target
of most oxidizing species [45]. In the present study, none superoxide concentration
could cause any change in thiols levels in myoblasts (Figure 2A). However, lipid
peroxidation in myoblasts evaluated by chemiluminescence showed different curves
in all concentrations, but only the concentration of 500 uM was significantly (p<0.0001)
different from control group (Figure 2B). Although carbonyl proteins levels are
important markers of protein oxidation, in myoblasts there were no significant
differences in the carbonyl protein content between groups (Figure 2C). The results of
chemiluminescence, the effect of the superoxide in both proteolytic parameters
analyzed, chymotrypsin-like activity and calpain activity, appear to increase in
accordance with the concentration, but there were no significant differences observed

between groups (Figure 3).
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The results showed on myoblasts, none superoxide concentration used
influenced myotubes viability (Figure 4A) or metabolic activity evaluated by MTT
(Figure 4B). In NR assay, the 500 uM concentration was capable of reducing the
metabolism in myotubes (Figure 4C). The differences showed suggest that myotubes
are less sensitive in these parameters than myoblasts. The scavenger Tiron inhibited
the effect attributed to superoxide on NR assay. No changes were also detected
between groups in myotubes when the total thiols levels (Figure 5A) and
chemiluminescence (Figure 5B) were analysed. However, the protein carbonyl levels
increased significantly already at the concentration of 100 uM of pyrogallol (100 and
250 pM **: p<0.001; 500 pM ***: p<0.0001 - Figure 5C). Protein carbonyl levels is the
most used marker of protein oxidation and indicates a severe oxidative damage [46].
Although oxidized proteins activate proteolytic pathways, no significant differences
were detected on proteolytic activity. Nor chymotrypsin-like or calpain activities assays
show any effect when myotubes were exposed to superoxide anion production (Figure
6). To be noticed, clear differences between myoblasts and myotubes could be
demonstrated when the same amount of superoxide anion was generated.

Discussion

Reactive species are involved in different signaling events leading to muscle
adaptation to both hypertrophy or atrophy. This contradictory signaling function of ROS
is probably related with differences between oxidant species, divergent magnitude and
temporal pattern [4]. Studies assessing the effects of ROS typically utilize hydrogen
peroxide and evaluate its effects after a period of time exposure [25-27]. As the
superoxide is commonly the first ROS produced in biological systems, an elevated
level can be found in muscle fibers under pathological conditions and cause severe
damage to the proteins, nucleic acids and phospholipids, thereby leading to increased
oxidative stress [11]. In this work we investigated the superoxide anion generation in
vitro and its effects on cell metabolism, redox balance and proteolytic activity of C2C12
cell line.

Our results show that even the concentration of 500 uM of pyrogallol was not
able of promoting decrease on the viability by trypan blue exclusion assay neither in
myoblasts nor in myotubes, no clearly effects on the plasma membrane integrity were
induced by superoxide anion. The effects of superoxide in higher concentration leading
to apoptosis were already described [29,33]. Our intention was to evaluate the effects

of superoxide at non-lethal concentrations and analyze the initial cell adaptation. Thus,
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we considered the purpose reached due the facts that none of the concentrations used
on myoblasts or myotubes were lethal to the cell.

The results of MTT assay showed that metabolic activity of some enzymes are
decreased in the concentration of 500 uM in myoblasts. We can attribute this
differences to reduction of the oxidoreductases at the mitochondrial electron transport
chain [36]. ROS can lead to mitochondrial dysfunction and may result in different
changes such as increased production of RS, calcium release and activation of redox
signaling which may lead to cellular adaptation to regulate cell survival [7]. Lysosomal
function assessed by NR assay had greater reduction when compared to MTT. Both
myoblasts (250 and 500 puM) and myotubes (500 pM) revealed decreased cellular
activity. This reduced uptake and binding of NR reflects alterations of lysosomal
membrane that can lead to fragility of this organelle [47]. ROS are able to destabilize
the lysosomal membrane and this fact may result in: release of calcium, apoptotic
signalling by cathepsins, or even total lysosomal rupture that induces necrosis [6]. The
analysis of these parameters (MTT and NR) in myotube reveals that in this stage of
the differentiation the organelles, or even the cells, are less sensitive to the effects of
superoxide.

Low molecular mass thiols and protein thiols, by their ability to be reversibly
oxidized, are recognized as key components involved in the maintenance of redox
state. Keep optimal reduced/oxidized thiols ratios in the cell is important to regulation
of protein redox status. Changes in this proportion can influence a number of target
proteins by causing oxidation or even lead to substantial thiolation [48]. Our results
showed no change in total thiol levels at any stage of differentiation. As there was no
decrease in the thiols levels, we can infer that thiolation is not occurring at this time
point. In addition, we tried to evaluate the superoxide dismutase activity to investigate
another antioxidant parameter, and also due to its importance in superoxide
dismutation. However, the values of inhibition could not be detected (data not show)
by means of the method described by Marklund and Marklund [49]. This result was
possibly due to the fact that the levels of SOD found in myoblasts or myotubes were
not enough to promote pyrogallol inhibition and, consequently, sensitivity for
colorimetric analysis in cell culture. Furthermore, skeletal muscle has modest levels of
SOD, catalase e GSH [10].

On the other hand, chemiluminescence in myoblasts demonstrated significantly

increase of lipid hydroperoxides at the concentration of 500 uM. Lipid peroxidation can
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be described generally as a process which oxidants attack lipids from membranes and,
according to specific cellular metabolic circumstances and repair capacities, the cells
may promote cell survival or induce cell death [50]. We observed no changes in trypan
blue assay, which suggests that there was no alteration of the cell membrane
permeability. However, the MTT and NR assays suffered the effects of superoxide
anion generation. We can assume that the most part of lipid peroxidation happened in
organelles membranes, or at least in membranes localized within the cell. In the
present study, lipid peroxidation altered mitochondrial membrane and lysosome, which
triggered changes in permeability leading to dysfunction of these organelles [6,7].

In other aspects related to dysfunction of inner cell contents, several human
diseases are related with protein carbonylation such as Alzheimer disease [46], cancer
cachexia [14] and chronic lung disease [51]. In some of them, specifically the
myofilament proteins can be strongly carbonylated as in ischemia/reperfusion,
diabetes and COPD [51]. In our study, the concentration of superoxide used had no
effect in protein carbonylation content in myoblasts. In contrast, in myotubes only the
concentration of 50 uM was not capable of increase these levels. From 100 uM, all
concentrations were able to induce severe protein oxidation. These different results
between the cells at different levels of differentiation may be due to the fast protein
turnover that occurs in C2C12 cell line [52], especially as the proteasome activity is
higher in myoblasts than in myotubes [53]. This data corroborates with our results in
the proteolytic activity in absolute values, which the value of myoblast is 20% greater
than of myotube.

There was no significantly difference in the proteolytic activity of any cells,
chymotrypsin-like activity and calpain activity. Despite the oxidative changes found,
the degradation pathways were not increased in myoblast. It seems tended to
increase, but values were not considered significant. As mentioned, the dysfunction of
mitochondria and lysosomes caused by RS can release calcium. Other organelles may
also do that, such as the sarcoplasmic reticulum and the cell membrane through
changes in ion channels caused by oxidative damage [54]. Calpains are a family of
cellular proteases that are activated by cytosolic free calcium and can cause initial
proteolytic modification of some myofibrillar proteins. At the onset of myofibril
breakdown, they cleave substrate molecules at a small number of specific sites, so
that proteolysis by calpains may be sufficient for targeting fragments to the proteasome

system [55,56]. Indeed, mitochondria and lysosome are capable of control the kinetic
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properties for the uptake, storage and release of Ca?* [57,58]. So, as our results
present alterations in mitochondrial activity and lysosomal it could be possible an
increase in calpain activity, as could be seen on the tendency, but this was not
sufficiently observed.

Most oxidative modifications on proteins cannot be repaired, such as
carbonylated proteins, and must be removed by the ubiquitin-proteasome system, that
is the most non-lysosomal active mechanism of protein turnover in cells [59]. The 20S
is the main site of protein degradation on the proteassomal system and can degrade
oxidized proteins without ubiquitination [4,8,59]. The association of 19S regulator (one
or two complex) to the 20S results in the formation of the 26S, which prefer degrade
native ubiquitinated proteins [8]. Ubiquitination of proteins involves the cooperative
action of E1 ubiquitin-activating protein enzymes, E2 ubiquitin-conjugating enzymes
and E3 ubiquitin-protein ligase. This is a highly ordered and specific mechanism,
because the diversity of enzymes and ubiquitination can form many possibilities of
arrangements [8,59]. Ubiquitin chains could be recognized by the 19S regulator,
leading to protein unfolding and recycling of the ubiquitin molecules [8]. Our
carbonylated proteins results could lead to an increase in proteasome activity,
however, there was no significant increase, as in the calpain activity.

Gomes-Marcondes e Tisdale [25] demonstrated that with just 30 minutes of
exposition to H202 (100 uM), after 24 hours, there was increased proteasome activity
and expression of E214k in myotubes C2C12. Li et al. [26] found similar results in
C2C12 myotubes, the H202 (100 uM) stimulates the ubiquitin-conjugating activity after
4 hours (continuous exposition) and expression of genes for E214k after 6 hours and
E3 proteins, Atroginl/MAFbx after 3 hours and Murf-1 after 6 hours. McClung et al.
[27] showed, in C2C12, that myotubes atrophy induced by low doses of H202 (25 uM
continuous exposition) didn’t decreased the viability, and requires calpain-1 proteases,
what occurs only after 4 hours. All these data demonstrated the effects after some
hours, probably those effects need to increase the expression of some regulatory
enzymes. The results found by us in the proteolytic activity could show other profile if
we analyze after some hours.

An important fact to be noted is that the studies developed up to now did not
consider the redox modifications that could triggers all these events. Our intention was
to evaluate the redox modifications, metabolic activity, protein and lipid oxidation,

which are important factors to activate the degradation pathways. The main question
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is how the effects of ROS in skeletal muscle can promote anabolic responses in some
conditions whereas in other promote catabolic signaling? Therefore, to answer this
question, it would be necessary to investigate the effects of various ER at different
time-points, time of exposure, and concentrations.

To conclude, this work promoted evidences about the consequences of a single
radicalar specie, at non-lethal concentrations for a short period, on the very beginning
of the adaptation process, in two different stages of the differentiation. It seems that
the reduction of metabolic activity of organelles represents the first events in myoblasts
and myotubes after exposure to superoxide anion. However, lipid peroxidation appears
to be a critical event in myoblasts, whereas protein oxidation seems to be the key event
on myotubes. Both short time responses to superoxide anion generation are not yet

capable of producing increased proteolytic activity.
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Figure 1. Cytotoxic effect of different concentrations (50,100, 250 and 500 uM) of
Pyrogallol in Myoblast C2C12 in the presence or not of Tiron (5mM). A Cell
viability obtained by trypan blue exclusion. B MTT assay. C Neutral red assay.
Differences from control are indicated: **: p<0.001; ***: p<0.0001. Groups with Tiron
were preincubated for 1 hour before the stimulation with pyrogallol. Values represent

as percentage of Control, means = SD (n=8).
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Figure 2. Markers of oxidative stress in Myoblasts C2C12 exposed to different
concentrations (50,100, 250 and 500 uM) of Pyrogallol. A Total Thiol levels. B Tert-
butyl hydroperoxide-stimulated chemiluminescent curves. C Protein carbonylation
levels. Differences from control are indicated: ***: p<0.0001. The values are means *
SD from n=6.
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Figure 3. Proteolytic activity in Myoblasts C2C12 exposed to different
concentrations (50,100, 250 and 500 uM) of Pyrogallol. A Chymotrypsin-like activity

levels. B Calpain activity. (n=8)
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Figure 4. Cytotoxic effect of different concentrations (50,100, 250 and 500 uM) of
Pyrogallol in Myotubes C2C12 in the presence or not of Tiron (5mM). A Cell
viability obtained by trypan blue exclusion. B MTT assay. C Neutral red assay. (n=8).
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Differences from control are indicated: *: p<0.05. Groups with Tiron were preincubated
for 1 hour before the stimulation with pyrogallol. Values represent as percentage of

Control, means £ SD (n=8).
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Figure 5. Markers of oxidative stress in Myotubes C2C12 exposed to different
concentrations (50,100, 250 and 500 uM) of Pyrogallol. A Total Thiol levels. B Tert-
butyl hydroperoxide-stimulated chemiluminescent curves. C Protein carbonylation
levels. Differences from control are indicated: **: p<0.001; ***: p<0.0001. The values

are means = SD from n=6.
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Figure 6. Proteolytic activity in Myotubes C2C12 exposed to different
concentrations (50,100, 250 and 500 uM) of Pyrogallol. A Chymotrypsin-like activity

levels. B Calpain activity. The values are means = SD from n=8.



