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1. INTRODUZIONE

1.1 ESERCIZIO FISICO

L'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) definisce I'attivita fisica come
“qualsiasi movimento corporeo prodotto dai muscoli scheletrici che richiede
un dispendio energetico: sollevare pesi, fare esercizio, giocare, viaggiare,
camminare, andare in bicicletta, ballare, fare giardinaggio, lavori domestici,

sono tutti esempi di attivita fisica (Physical activity, PA)".

L'importanza dell’esercizio fisico come parte della vita quotidiana € un dato
di fatto: anche un minimo incremento di attivita fisica, come I'aggiunta di
un’ora di camminata settimanale, potrebbe migliorare significativamente la

salute generale e ridurre il rischio di mortalita [1].

Esistono diverse forme di attivita fisica, che si classificano in base alla
tipologia e al carico di allenamento, come anche al tipo di metabolismo che
attivano: ad esempio, le attivita aerobiche intense, anche definite di
resistenza o cardio (nuoto, corsa/camminata veloce di 150 minuti a
settimana), coinvolgono grandi gruppi muscolari e si basano principalmente
sul metabolismo aerobico, ossia dipendono dall'ossigeno per produrre
energia; la loro durata varia da pochi minuti a diverse ore ed & inversamente

proporzionale all'intensita dell'esercizio.

Gliindividui allenati possono allenarsi piu intensamente per periodi di tempo

piu lunghi.

Questo tipo di attivita fisica aumenta la respirazione e la frequenza cardiaca,
riducendo l'ipertensione, migliorando il profilo lipidico e diminuendo il

rischio di insorgenza di malattie cardiovascolari.

L’esercizio fisico anaerobico, detto anche di forza o potenza (come salto con
la corda, esercizi di sollevamento pesi e con attrezzature all’aperto) implica
un allenamento con sforzi intensi ma di breve durata, a corpo libero o

associato a un carico esterno come pesi, macchinari, bande elastiche, etc.
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L’attivita fisica anaerobica determina un aumento della massa muscolare e
ossea, un miglioramento della funzione e della forza muscolare e piu in

generale della fitness muscoloscheletrica.

1.2 BENEFICI DELL’ATTIVITA FISICA

Numerosi lavori scientifici presenti in letteratura dimostrano che uno stile di
vita sedentario, la scarsa attivita fisica e un indice di massa corporea (BMl)
superiore a 30 possono portare nel lungo periodo a una riduzione della
qualita della vita, a un aumento del rischio di sviluppare patologie croniche
come l'ipertensione, il diabete, le malattie cardiovascolari (CVD), il cancro,
la malattia polmonare cronica ostruttiva (COPD), e, piu in generale, ad un

pil alto tasso di mortalita [2-3].

Al contrario, I'esercizio fisico regolare comporta numerosi e comprovati
benefici per la salute: studi scientifici hanno dimostrato come |'esercizio sia
in grado di ridurre il rischio di sviluppare malattie cardiache e di infarto, la
sindrome metabolica, il diabete di tipo 2 e molte altre patologie,

aumentando sia I'aspettativa e la qualita della vita [1-3].

Secondo il Ministero della Salute, i benefici per la salute attribuiti all’attivita
fisica regolare, oltre alla riduzione della frequenza di malattie croniche,

sono:

e |l miglioramento della mineralizzazione ossea, che contribuisce alla
prevenzione dell'osteoporosi;

e |l miglioramento della funzione digestiva e della regolazione del ritmo
intestinale;

e L'aumento del dispendio energetico favorendo il controllo del peso
corporeo;

e |l mantenimento delle funzioni cognitive e la riduzione del rischio di
insorgenza di depressione e demenza;

e Lariduzione dello stress e dell’ansia;

e |l miglioramento della qualita del sonno e dell'autostima.
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Come é stato gia evidenziato, I'esercizio fisico gioca un ruolo chiave nella
prevenzione e nell’attenuazione dei sintomi di malattie cronico-
degenerative come il diabete mellito di tipo 2 (T2DM) una malattia cronica
caratterizzata da elevati livelli di glucosio nel sangue dovuti a una scarsa
secrezione di insulina da parte delle cellule B delle isole pancreatiche e dalla
resistenza all'insulina (IR) nei tessuti, determinando un deficit nel
mantenimento dell'omeostasi del glucosio con conseguente iperglicemia

(Figura 1).

Si differenzia dal diabete mellito di tipo 1 che &, invece, una patologia
cronica, di tipo autoimmune, in grado di distruggere le cellule B del pancreas

che producono insulina [fonte Ministero della Salute].

Nei pazienti affetti da T2DM, spesso sedentari e obesi, il grasso corporeo in
eccesso si distribuisce prevalentemente nella regione addominale
promuovendo l'insorgenza di l'insulino resistenza (IR) attraverso vari
meccanismi inflammatori, tra cui I'aumento del rilascio di acidi grassi liberi
(FFA) e la deregolazione nella produzione di adipochine (citochine secrete
dal tessuto adiposo) che, insieme ad altre molecole proinfiammatorie come
I'interleuchina 6 (IL-6), la proteina C-reattiva (CRP), il fattore di necrosi
tumorale alfa (TNF-a) o interleuchina 1 (IL-1), vengono rilasciate nel circolo

sanguigno e nei tessuti, inducendo uno stato infliammatorio cronico.
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Figura 1. Descrizione dei meccanismi alla base dell’insorgenza del diabete di tipo 2

In questo contesto, la contrazione delle cellule muscolari scheletriche
durante l'esercizio fisico genera una serie di benefici che inducono la
riduzione del grasso intra-addominale, un aumento del flusso sanguigno nel
muscolo stesso, il miglioramento dell’assorbimento di glucosio dal plasma
che si traduce in una riduzione dell’insulino resistenza e quindi del rischio di

insorgenza di patologie croniche.

L'esercizio fisico regolare, promuovendo la contrazione del muscolo
scheletrico, riduce I'inflammazione aumentando la secrezione di citochine
antinfiammatorie (IL-1 e TNF), come |'antagonista del recettore dell'IL-1 (IL-

1Ra) e il recettore solubile del TNF (s-TNF-R).

Individui piu allenati mostrano anche livelli circolanti ridotti di IL-6, IL-18 e
CRP, insieme a livelli pit bassi di leptina, ormone prodotto dagli adipociti che

regola il metabolismo energetico.

L'esercizio fisico regolare puo inoltre ridurre lo stress ossidativo generale,

promuovendo la sintesi di antiossidanti endogeni come il glutatione (GSH),



e altri enzimi antiossidanti come il superossido dismutasi (SOD), la catalasi o

le perossiredossine [4].

Da alcuni anni, molti autori definiscono I'apparato muscolo scheletrico come
un vero e proprio organo endocrino, in quanto in risposta all'esercizio fisico
e quindi alla contrazione muscolare, vengono rilasciate numerose molecole
genericamente definite “miochine”, ossia queste molecole sono peptidi
prodotti dalle fibre muscolari che rilasciate in circolo hanno effetti
autocrini/paracrini, mediando gli effetti benefici dell’esercizio non solo sul
muscolo stesso, ma anche su altri organi chiave coinvolti della regolazione

dell’lomeostasi energetica, come il tessuto adiposo e il fegato [5].

Una fra le piu recenti miochine ad essere stata caratterizzata e coinvolta

negli effetti benefici dell’esercizio fisico e I'irisina.

Prodotta principalmente dal muscolo scheletrico, partecipa ai processi di
biogenesi mitocondriale nonché al metabolismo ossidativo, inducendo il
browning (imbrunimento) del tessuto adiposo, migliorando la tolleranza al
glucosio (i suoi livelli sono infatti piu bassi nei pazienti affetti da T2DM) [6,

7].

L'attivita fisica e sportiva favorisce infine I'inclusione sociale, svolgendo un
ruolo rilevante nel miglioramento del benessere psichico e nella prevenzione
e trattamento del disagio sociale nelle diverse fasce d’eta, soprattutto

durante lo sviluppo giovanile, contrastando stati depressivi e di ansia [8, 9].

1.3 LO STRESS OSSIDATIVO E IL MITOCONDRIO

Lo stress ossidativo e definito come uno squilibrio tra specie proossidanti e
antiossidanti a favore delle prime, con conseguente alterazione

dell’equilibrio redox e/o danno molecolare [10].

Lo stress ossidativo & una condizione coinvolta nella patogenesi e nella

progressione di numerose malattie, come quelle cardiovascolari, il cancro,



I'infertilita maschile, le malattie neurodegenerative che colpiscono cervello

e il tessuto muscolare scheletrico [11,12,13].

Le specie proossidanti coinvolte sono sia le specie reattive dell’ossigeno
(ROS) che dell’azoto (RNS), che possono danneggiare le molecole biologiche

all’interno della cellula.

Possono reagire con i lipidi presenti nelle membrane cellulari attraverso una
reazione chiamata perossidazione lipidica, in cui i lipidi contenenti acidi
grassi insaturi e i loro esteri vengono direttamente ossidati dall'ossigeno

molecolare.

Le specie proossidanti possono reagire anche con le proteine, causando la
modificazione dei gruppi funzionali dei residui di amminoacidi, influenzando
la struttura e la funzione delle proteine e compromettendo la loro attivita

biologica.

Infine, possono danneggiare anche gli acidi nucleici, come il DNA e I'RNA,

attraverso vari meccanismi.

A livello del DNA, i radicali dell'ossigeno possono indurre la formazione di
dimeri di timina coinvolti nell'invecchiamento cellulare anche se i fenomeni
di ossidazione possono comungue avvenire su tutte le basi azotate e sul 2-
deossiribosio, ma a mettere in evidenza la presenza di stress ossidativo e
principalmente I'ossidazione della deossiguanosina in 8-

idrossideossiguanosina che altera la stabilita del DNA.

Questo danneggiamento puo portare a mutazioni genetiche, rotture del
filamento del DNA e interferenze con la trascrizione e la replicazione del

DNA.

In condizioni fisiologiche una bassa o moderata produzione di ossidanti
avviene normalmente nelle cellule durante il metabolismo aerobico con

effetti positivi nel signaling intracellulare e nella difesa immunitaria.

Per mantenere un equilibrio redox ottimale le cellule sono dotate di sistemi

antiossidanti di vario genere, tra cui sistemi enzimatici come la superossido-



dismutasi (SOD), la catalasi (CAT), la glutatione-perossidasi (GPx), la
tioredoxina (TRX) e la perossiredoxina (PRDX) e altri sistemi non enzimatici
rappresentati da composti a basso peso molecolare, tra cui il glutatione,

I’acido ascorbico, il tocoferolo e I'ubichinolo.

Tuttavia, a seguito di una non ottimale gestione dei meccanismi di
detossificazione, a causa di una eccessiva produzione di ROS/RNS o una
ridotta attivita antiossidante, la continua esposizione delle cellule alle

molecole ossidanti puo generare effetti citotossici.

Uno dei potenziali e principali siti di produzione di specie reattive
dell’ossigeno ¢ il mitocondrio, un organello intracellulare dove hanno sede
complesse reazioni ossido-riduttive che coinvolgono I'ossigeno col fine di

generare I'energia necessaria per il funzionamento di tutti i processi cellulari.

| mitocondri in particolare sono costituiti da un doppio sistema di
membrana: una esterna permeabile che delimita uno spazio intermembrana
e una interna impermeabile molto pil estesa organizzata in creste che
circoscrive la matrice mitocondriale all’interno della quale & contenuto il
DNA mitocondriale e le proteine che partecipano al ciclo degli acidi

tricarbossilici (ciclo di Krebs).

In corrispondenza delle creste € invece presente |'apparato della catena di
trasporto degli elettroni e della fosforilazione ossidativa necessario alla

generazione dell’ATP essenziale per tutti i processi biologici.
L'apparato & costituito da cinque complessi:

1. Complesso | (NADH deidrogenasi), catalizza I'ossidazione nel NADH
rigenerando il NAD ossidato per il ciclo degli acidi tricarbossilici e
I'ossidazione degli acidi grassi e trasferisce gli elettroni al coenzima Qio
(ubichinone) mediante il coenzima flavina mononucleotide (FMN) e centri

Ferro-zolfo;

2. Complesso Il (succinato deidrogenasi), trasferisce elettroni dal FADH2

all’ubichinone;



3. Complesso lll (coenzima Qip — citocromo c reduttasi), che catalizza il

trasferimento mediante centri Fe-S dal coenzima Qo ridotto al citocromo c;

4. Complesso IV (citocromo c ossidasi) che catalizza il trasferimento finale

degli elettroni all’ossigeno molecolare con produzione di H20;

5. Complesso V (ATP sintasi) responsabile della conversione del potenziale
elettrochimico generato durante la catena di trasporto degli elettroni (gli
elettroni durante il trasferimento perdono parte della loro energia che viene
utilizzata dai complessi I, Ill e IV per pompare protoni verso lo spazio

intermembrana) in energia chimica sotto forma di ATP.

Sebbene la catena mitocondriale di trasporto degli elettroni sia un sistema
molto efficiente, la natura variabile delle reazioni di ossido-riduzione che
avvengono nei complessi respiratori predispone ogni trasportatore di
elettroni a partecipare alle reazioni collaterali che coinvolgono I'ossigeno

molecolare.

Infatti, & stato visto che in condizioni fisiologiche circa il 2% dell’ossigeno

totale utilizzato dal mitocondrio viene convertito in anione superossido.

In particolare, nel complesso | puo verificarsi che la FMN a seguito di un
eccesso di potere riducente non riesca a cedere elettroni al coenzima Q e li
trasferisca direttamente all’ossigeno oppure che a seguito di un eccesso
della forma ridotta del coenzima Q si verifichi una condizione definita
respirazione inversa con gli elettroni che rivengono ceduti al NAD e

successivamente all’ossigeno.

Altro sito di formazione delle specie reattive dell’ossigeno ¢ il complesso tre
nel quale il coenzima Q si alterna tra gli stati di chinone (completamente
ossidato), semichinone (il prodotto della riduzione monovalente) e chinolo
(completamente ridotto da due elettroni); puo succedere che a seguito di un
accumulo di intermedi semichinonici reattivi gli elettroni vengano ceduti

direttamente all’ossigeno tramite la seguente reazione:

0,+UQ" > 0;° +UQ
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Il radicale superossido che ne risulta puo dare origine al perossido di
idrogeno attraverso una reazione di dismutazione catalizzata dal

superossido dismutasi (MnSOD):
02"+ 02" + 2H* - H202+ 02

Il perossido di idrogeno, generato nella precedente reazione, oppure in un
altro processo metabolico, pud andare incontro alla ben nota reazione di

Fenton in cui il ferro ferroso agisce come donatore di elettroni.
La reazione produce il radicale idrossilico (OH®) altamente reattivo:
H202+ Fe?* - OH* + OH + Fe?*

Altri enzimi mitocondriali finora conosciuti in grado di produrre ROS sono gli
enzimi del ciclo degli acidi tricarbossilici come I'aconitasi (ACO) e l'a-
chetoglutarato deidrogenasi (KGDH), le monoammino ossidasi, il glicerolo-

3-fosfatodeidrogenasi e la diidroorotato deidrogenasi.

Generalmente in condizioni fisiologiche la produzione di ROS &
controbilanciata da un esteso sistema antiossidante mitocondriale che
dipende esso stesso anche dallo stato redox ed energetico del mitocondrio

[14].

Oltre alle gia citate superossido dismutasi e catalasi il mitocondrio € dotato
anche di altre difese enzimatiche come il glutatione perossidasi (GPX) che
riduce il perossido ad acqua e ossigeno tramite I'ossidazione del glutatione,

il quale viene a sua volta rigenerato dal glutatione reduttasi (GR).

Sono presenti inoltre il sistema perossiredossina, tioredoxina e tioredoxina
reduttasi che sfruttano allo stesso modo il potere riducente (NADPH)

generato dal potenziale elettronico e dal ciclo di Krebs.

A fronte di quanto appena descritto difetti della funzionalita mitocondriale
e difese antiossidanti subottimali diventano il prerequisito per la produzione
di ROS che se non intercettate possono ulteriormente danneggiare i

mitocondri, provocare ulteriore riduzione della capacita innescando un
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circolo vizioso responsabile della condizione di stress ossidativo e del danno

ossidativo.

1.4 L'ESERCIZIO FISICO E LO STRESS OSSIDATIVO

Il metabolismo energetico delle cellule produce ATP e lo stesso meccanismo
di produzione di questa molecola porta anche all’accumulo fisiologico dei

ROS.

In particolare, nel muscolo scheletrico durante la contrazione aumenta il
tasso di respirazione cellulare, quindi la produzione di ATP e di conseguenza

il rilascio di ROS.

E stato dimostrato come i ROS non siano solo una fonte di danno per le
cellule ma, in piccole dosi, abbiano anche degli effetti positivi, come ad

esempio [15]:

1. 1l miglioramento della funzionalita muscolare: studi condotti su modelli
murini hanno dimostrato che I'esposizione transitoria (4 minuti) o a bassa
concentrazione (nell'intervallo nM e pM) di perossido di idrogeno (H203)
o tert-butilidroperossido (t-BOOH) aumentino la forza muscolare nelle
fibre a contrazione rapida [16];

2. Il miglioramento nell’uptake di glucosio: le specie reattive dell'ossigeno e
dell'azoto, sia individualmente che in combinazione, giocano un ruolo
chiave nell'assunzione di glucosio da parte del muscolo scheletrico

durante l'esercizio (Figura 2) [17,18];
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Figura 2. Aumento uptake di glucosio dovuti ai RONS

Il miglioramento della circolazione sanguigna: Le specie reattive
dell'ossigeno e dell'azoto regolano il flusso ematico attraverso vari
percorsi di segnalazione e interazioni molecolari. L'ossido nitrico
sintetizzato dall'enzima ossido nitrico sintasi (NOS) attiva la guanilato
ciclasi solubile nelle cellule muscolari lisce vascolari e che a sua volta
porta alla produzione di guanosina monofosfato ciclico (cGMP), che
media la vasodilatazione, rilassando la muscolatura liscia dei vasi (Figura
3). Questo percorso € fondamentale per il mantenimento del flusso

sanguigno e della pressione arteriosa [19, 20];

H,0, NoO* o~
(+) (-)
p38 MAPK ShehEe
cGMP levels

s Altered blood flow

Figura 3. Circolazione alterata dai RONS
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Il miglioramento della biogenesi mitocondriale: diversi fattori di
trascrizione sono coinvolti nella biogenesi mitocondriale (PGC-1a, mtTFA
e NRF-1). AMPK (AMP chinasi), Nrf2 e p38 fungono da molecole
intermedie tra RONS e I'attivazione di PGC-1a e/o i marcatori di biogenesi

mitocondriale; Choi e colleghi [21] hanno dimostrato che I'AMPK si attiva

in condizioni di stress ossidativo indotte da H,0; (Figura 4);

Al
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Figura 4. Biogenesi mitocondriale dovuta ai RONS

Il miglioramento ipertrofia muscolare: | RONS svolgono un ruolo cruciale
nella regolazione delle risposte ipertrofiche nei muscoli in risposta
all'allenamento di resistenza. H202 e NOe possono aumentare la
fosforilazione del recettore IGF-I, attivando la via Akt-mTOR-p70S6K

(Figura 5) [22,23,24];
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Figura 5. Ipertrofia muscolare dovuta ai RONS

L'attivazione dell’angiogenesi ossia di un processo fisiologico che porta
alla formazione di nuovi vasi sanguigni, tramite la regolazione del fattore
di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF). In particolare, & stato
evidenziato che i RONS, quali il superossido, I'H202 e |'ossido nitrico,
regolano direttamente I'espressione del VEGF nelle cellule endoteliali e
innescano I'angiogenesi. E stato dimostrato che I'esercizio aumenti
I'attivita del VEGF e dei suoi recettori tirosina chinasi (VEGFR1 e VEGFR2);
La successiva attivazione dell'ossidasi NADPH tramite la GTPasi Racl
porta a un‘aumentata produzione di ROS, contribuendo alla cascata di
segnalazione angiogenica (Figura 6) [25,26,27,28,29,30];
Onidative modification Direct redox modification
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Figura 6. Angiogenesi dovuta ai RONS
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Nonostante gli effetti benefici che [I'esercizio fisico regolare esercita
sull’organismo a vari livelli & stato altresi evidenziato come uno sforzo fisico
prolungato, ad alta intensita, possa invece provocare un danno al muscolo

e, piu in generale, all’organismo [4].

Secondo la teoria di un fenomeno biologico definito “ormesi”, I'esposizione
a basse dosi di un agente nocivo o di una certa fonte di stress (come la
produzione di ROS) puo produrre una perturbazione nell’organismo, che
risponde con un adattamento, diversamente alte dosi della stessa sostanza
possono invece provocare un danno, in quanto I’organismo non riesce dopo

una certa soglia a adattarsi a queste perturbazioni.

Sebbene l'esercizio fisico in sé non sia uno stimolo ormetico specifico,
durante l'esercizio si verificano numerosi cambiamenti biochimici e
fisiologici a livello cellulare che danno origine a delle vere e proprie risposte

ormetiche.

Nella figura 7 si puo osservare cido che abbiamo precedentemente spiegato,
un aumento delle produzioni di ROS dovuta all’esercizio fisico porta ad un
adattamento fisiologico con eventuali effetti benefici (in verde), ma superata
una certa soglia limite viene meno questo adattamento che porta a dei danni

cellulari (in rosso).
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Lo studio dei meccanismi delle vie di segnalazione redox attivate
dall’esercizio fisico nel muscolo scheletrico mostra come i RONS regolino

l'omeostasi redox attraverso processi che coinvolgono la risposta agli
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elementi antiossidanti (ARE), promuovendo la trascrizione genica di enzimi

antiossidanti come SOD, GPx e catalasi (Figura 8).

Questi processi sono mediati da fattori redox-sensibili come NFkB e Nrf2,
che coordinano la risposta cellulare agli stress ossidativi e regolano
I'espressione di enzimi che proteggono contro danni ossidativi a DNA e

proteine.

Tuttavia, in casi particolari come durante un allenamento molto intenso
(overtraining), la produzione di RONS puo aumentare al punto da impedire
sia l'attivazione di queste vie redox-sensibili che quindi lo stimolo
dell’adattamento.

Quando il bilancio tra la produzione di ROS e la capacita dei sistemi
antiossidanti del corpo di neutralizzarli viene compromesso (stress
ossidativo), avviene un accumulo eccessivo di ROS e questo fenomeno puo
avere vari effetti negativi, principali macromolecole biologiche gia descritti
precedentemente.

A questo si aggiunge l'invecchiamento cellulare ossia I'accumulo di danno
ossidativo nel corso del tempo che e stato collegato al processo di

invecchiamento cellulare e all'insorgenza di malattie legate all'eta.

Growth Factors

®

Figura 8. Vie di segnalazioni redox da esercizio fisico nel muscolo scheletrico
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1.5 ESERCIZIO FISICO, COENZIMA Q E STATINE

Il Coenzima Q (CoQ) € una molecola lipofilica presente in tutte le membrane
delle cellule eucariotiche in particolare nei lisosomi, nel reticolo

endoplasmatico, nei perossisomi e soprattutto nei mitocondri.

E stato isolato per la prima volta nel 1957 da Frederick Crane e dal suo team

dell’Enzyme Institute [31] all'interno dei mitocondri cardiaci dei bovini.

I CoQ € un 2,3-dimetossi-5-metilbenzochinone con una catena laterale

isoprenoide di lunghezza variabile in maniera specie-specifica.

Il pit comune nei mitocondri umani € il CoQuo nel quale la coda idrofobica e
costituita da 10 unita isoprenoidi (presenti tutte in configurazione trans)

come raffigurato in figura 9.

CH.O CH Coenayme 0

Figura 9. Struttura molecolare del CoQ10

All'interno dei sistemi biologici il CoQio puo® esistere in tre diversi stati di
ossidazione: nella forma ridotta detta ubichinolo, in un intermedio

semichinonico e in una forma ossidata chiamata ubichinone.

La presenza della forma instabile semichinonica & scongiurata dalla catena
di trasporto degli elettroni o da reduttasi specifiche (diaforasi) in grado di

trasferire due elettroni simultaneamente.
Ad oggi numerose funzioni sono state associate al CoQ.

La prima ad essere stata individuata & quella come componente essenziale
della catena di trasporto degli elettroni dove svolge la funzione di

trasportatore di elettroni tra i complessi | e Ill, e Il e lll e dove in piu
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sembrerebbe proteggere i mitocondri dai fenomeni di apoptosi innescati
dalla depolarizzazione della membrana interna, dalla diminuzione dei livelli

di ATP, dall’attivazione della caspasi 9 o dalla frammentazione del DNA.

A livello mitocondriale il CoQ sembrerebbe favorire il trasferimento degli
elettroni da lipidi a proteine disaccoppianti favorendo la termogenesi, ad

esempio, nel tessuto adiposo bruno.

Il CoQ inoltre e I'unica molecola antiossidante sintetizzata endogenamente

capace di proteggere lipidi proteine e DNA dall’ossidazione.

Proteggendo le LDL dall’'ossidazione e i lipidi presenti nelle lesioni

aterosclerotiche svolge anche una proprieta anti-aterosclerotica.

Migliora, inoltre, la disfunzione endoteliale stimolando il rilascio di ossido

nitrico.

Infine, il CoQ sembra possedere un’attivita antinfiammatoria influenzando
I'espressione di geni dipendenti da NFKB1 regolando [I'attivazione, la
sopravvivenza e il differenziamento delle cellule del sistema immunitario

innato e dei linfociti T.

Come sappiamo l'esercizio fisico intenso e associato a effetti dannosi dovuti

a un aumento delle specie reattive dell'ossigeno (ROS).

Il CoQio migliora la capacita aerobica, riducendo lo stress ossidativo, i segnali
inflammatori e i danni muscolari indotti dall'esercizio fisico, soprattutto negli

atleti [32].

La forma ridotta del CoQuyo, l'ubichinolo (forma attiva antiossidante), e stato
oggetto di diversi studi in quanto questa forma & particolarmente
influenzata da fattori come l'invecchiamento, la nutrizione, l'uso di farmaci

e l'esercizio fisico intenso [33, 34].

Diversi studi hanno indicato che bassi livelli di CoQio in rapporto al
colesterolo e una ridotta percentuale di ubichinolo sono associati a un

aumentato rischio di sarcopenia e debolezza muscolare legata all'eta [34].
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La sarcopenia, caratterizzata dalla perdita di massa e qualita muscolare, e
comune tra gli anziani e comporta spesso alterazioni mitocondriali nel

muscolo scheletrico.

L'aggiunta di ubichinolo come integratore durante I'esercizio fisico regolare
e stato proposto come strategia per rallentare il declino muscolare legato

all'eta, migliorando la qualita della vita negli anziani [34].

In modelli animali di invecchiamento precoce, I'ubichinolo ha dimostrato di
proteggere contro i danni mitocondriali indotti dall'esercizio fisico,
sostenendo la biogenesi mitocondriale e riducendo i danni causati dai

radicali liberi [34].

Inoltre, le persone anziane che assumono statine per abbassare il colesterolo
sono a rischio di sviluppare miopatia, con casi gravi che possono portare alla

rabdomiolisi.

Le statine sono attualmente i farmaci piu efficaci per la prevenzione e il

trattamento delle malattie cardiovascolari associate alla dislipidemia.

Questi farmaci inibiscono competitivamente la idrossimetilglutaril-CoA
(HMG-CoA reduttasi), bloccando la via del mevalonato, il pathway che
permette la sintesi di colesterolo endogeno, riducendo il contenuto di

colesterolo epatocellulare (Figura 10).

Tuttavia, se le statine raggiungono la circolazione sistemica in una misura
sufficiente per inibire la sintesi del colesterolo nei tessuti extraepatici,

guesto puo portare a reazioni avverse come, ad esempio, danni muscolari.

L'inibizione della HMG-CoA reduttasi non solo diminuisce la sintesi del
colesterolo, ma anche quella degli intermedi della sintesi del colesterolo
come, ad esempio, l'ubichinone (CoQio) determinando una condizione di
deprivazione di nutrienti mitocondriali e poiché questi intermedi sono
importanti per il normale funzionamento cellulare, I'inibizione della loro
sintesi puo portare a disfunzione cellulare o addirittura alla morte cellulare,
spiegando in parte la genesi delle reazioni avverse delle statine, come per

esempio i sintomi muscolari associati alle statine (SAMS) [35].
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Studi su modelli animali suggeriscono che |'ubichinolo potrebbe proteggere
contro i danni muscolari indotti dalle statine, migliorando la funzione

mitocondriale e riducendo i danni ossidativi [34].

Acetyl-CoA + Acetoacetyl-CoA
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Figura 10. Via del Mevalonato
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2. SCOPO DELLA TESI

L'esercizio fisico moderato ha numerosi effetti benefici sull'organismo
poiché agisce a vari livelli su diversi processi molecolari e metabolici, ma
anche perché produce basse dosi di stress ossidativo a cui I'organismo € in

grado di rispondere adattandosi (omeostasi adattativa) [36].

Tuttavia, quando il carico di esercizio & troppo elevato (overtraining) e lo
stress che ne deriva supera una certa soglia critica (soglia ormetica), si puo

incorrere in un danno ossidativo.

In questo contesto, lo scopo del presente lavoro di tesi e stato quello di
mettere a punto un sistema di elettrostimolazione in-vitro in grado di
simulare un esercizio fisico ad alta intensita, utilizzando cellule muscolari
scheletriche murine (C2C12) in coltura al fine di valutarne gli effetti su

parametri di vitalita, salute mitocondriale e danno ossidativo.

Per indagare questo fenomeno, in collaborazione con il Laboratorio di
Misure e Vibrazioni del Dipartimento di Ingegneria Industriale e Scienze
Matematiche (DIISM) dell’Universita Politecnica delle Marche, & stato
progettato un sistema di stimolazione elettrica pulsata (EPS) che simulasse
I'overtraining in-vitro mediante la messa a punto di un protocollo creato ad

hoc.

Il sistema permette di indagare in modo rapido e ripetibile numerosi
parametri che vanno dalla semplice rilevazione del fenomeno contrattile
vero e proprio a parametri morfologici e funzionali, dalla vitalita/citotossicita
alllaccumulo di specie reattive e al danno ossidativo da quest’ultime
provocato, fino a giungere all’attivazione dell’espressione di geni indotta

dall’esercizio fisico stesso.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 LINEA CELLULARE

La linea cellulare impiegata nel presente lavoro di tesi € quella delle C2C12,
ossia cellule muscolari immortalizzate derivanti da rabdomiosarcoma

murino.

\

Questa linea e costituita da cellule precursori del tessuto muscolare, i
mioblasti (Figura 11), di piccole dimensioni e ad alto tasso di crescita, che
possono differenziarsi in miotubi (Figura 12) quando vengono coltivate in
appropriate condizioni, esprimendo marcatori specifici del tessuto

muscolare come la miosina.

Le cellule C2C12 sono ampiamente utilizzate per studi di fisiologia
muscolare, patologia muscolare, metabolismo energetico e regolazione

dell’espressione genica durante il differenziamento muscolare.

Sono uno strumento prezioso per esplorare la biologia molecolare dei
muscoli scheletrici, inclusi i meccanismi di risposta allo stress ossidativo, il
metabolismo energetico mitocondriale e l'effetto di vari agenti

farmacologici e molecolari sulle cellule muscolari.

ATCC Number: CRL-1772
Designation:  C2C12

Low Density

Figura 11. Mioblasti di C2C12, da sinistra rispettivamente al 50% e al 90% di confluenza (fonte ATCC)
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Figura 12. Figura 12. Miotubi differenziati di C2C12

3.2 MEZZI DI COLTURA

Le cellule non differenziate (mioblasti) sono state coltivate in DMEM High
Glucose (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) integrato con il 10% di fetal
bovine serum (FBS) inattivato (30" a 56°C in bagnetto termostatato), 1% di

glutammina e 1% penicillina/streptomicina.

Per il differenziamento delle cellule in miotubi, & stato utilizzato lo stesso
mezzo di coltura integrato pero con il 2% di fetal horse serum (FHS)
inattivato (30" a 56°C in bagnetto termostatato), 1% di glutammina e 1%

penicillina/streptomicina (Figura 13).

Figura 13. DMIEM high glucose, Fetal Bovine Serum, Fetal Horse Serum, glutammina e penicillina/streptomicina (GIBCO)
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3.3 MANTENIMENTO DELLA COLTURA CELLULARE

Una volta scongelata la cryovial di cellule, preservata in azoto liquido, a 37°C
in bagnetto termostatato, le C2C12 sono state trasferite all’interno di una
fiasca sterile da 25 o 75 cm?, contenente rispettivamente o 6 o 10 ml di
mezzo di coltura (DMEM 10% FBS) posta successivamente in un incubatore
a 37°Cin atmosfera controllata (5% di CO;) fino al raggiungimento dell’70%
di confluenza (3-4 giorni), in corrispondenza del quale le cellule sono state
poi staccate e seminate in nuove fiasche per il mantenimento, attraverso un
lavaggio in PBS, seguito dall’aggiunta di tripsina-EDTA per 5-7 minuti a 37°C
e successiva neutralizzazione con mezzo completo (DMEM 10% FBS) in

rapporto 1:3.

Ai fini dell’esecuzione del protocollo di stimolazione e delle successive
analisi, i mioblasti sono stati seminati anche in piastre da 6-well in mezzo di
coltura al 10% di FBS fino al raggiungimento del 90% di confluenza in
corrispondenza del quale & stata effettuata l'induzione del processo di
differenziamento mediante la sostituzione del mezzo di coltura con quello

contenente siero di cavallo.

Le cellule sono state differenziate per almeno 5 giorni e non oltre i 7.

3.4 LA TECNICA DELL’ELECTRICAL PULSE STIMULATION (EPS)

L'EPS o stimolazione elettrica a impulsi, & una tecnica utilizzata in ambito
biomedico e di ricerca per stimolare le cellule o i tessuti tramite impulsi

elettrici.

Nel contesto di cellule muscolari come le C2C12, la stimolazione elettrica a
impulsi viene spesso impiegata per mimare i segnali elettrici che si verificano
durante la contrazione muscolare: essa e il risultato di un’eccitazione
cellulare trasmessa al muscolo dal sistema nervoso centrale tramite le

proprie fibre nervose per mezzo di impulsi elettrochimici.
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La stimolazione elettrica (EPS) & in grado di indurre una contrazione
sostituendosi agli impulsi organici, determinando dei potenziali d’azione a
livello delle cellule eccitabili (nervose o muscolari), grazie all’utilizzo di una

corrente elettrica prodotta autonomamente da un generatore.

La stimolazione indotta elettricamente agisce direttamente a livello
periferico e la conseguente contrazione muscolare non € mediata dal
sistema nervoso centrale, ma & provocata dal passaggio di corrente che,
penetrando nel muscolo, induce uno stimolo di soglia, detto overshoot, con

la conseguente depolarizzazione e contrazione muscolare.

Questa tecnica puO essere utilizzata per studiare il comportamento
contrattile delle cellule muscolari, il loro adattamento all'esercizio fisico o

per indurre il differenziamento dei mioblasti in miotubi.

Durante la stimolazione, gli impulsi elettrici vengono applicati alle cellule
attraverso elettrodi posizionati nell'ambiente di coltura: questi impulsi
possono essere regolati in termini di frequenza, durata e intensita per

ottenere gli effetti desiderati sulle cellule muscolari in coltura.

L'EPS puo essere utilizzata in vari contesti, come lo studio della fisiologia
muscolare, lo sviluppo di terapie per il ripristino della funzione muscolare in
seguito a lesioni o malattie, o per valutare I'efficacia di farmaci e trattamenti

sulla contrattilita muscolare (38, 39, 40, 41).

3.5 STRUMENTAZIONE PER LA STIMOLAZIONE ELETTRICA

La strumentazione utilizzata per effettuare la stimolazione dei miotubi e
formata da una serie di componenti, da quelli che permettono il passaggio
di corrente e la stimolazione vera e propria a quelli che consentono la
visualizzazione e il monitoraggio dei miotubi durante tutto il periodo della

contrazione:

LabVIEW (Figura 14): software per applicazioni che hanno lo scopo di

acquisire e analizzare dati, effettuare misure o controllo di processi.
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Permette, in particolare, la creazione delllonda necessaria per la
stimolazione attraverso il collegamento di blocchi specializzati.

Consente inoltre di creare un’interfaccia utente di facile utilizzo e accesso;

generation ssmpling frequency (Hz) pulse duration (s) number of pulses
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Figura 14. Lab VIEW

MyDaq (Figura 15): un sistema di acquisizione dati portatile che, collegato al

computer e attraverso LabVIEW, funge de generatore;

Figura 15. MyDaq

Amplificatore di tensione (Figura 16): si occupa di amplificare il segnale in

ingresso fino al valore desiderato;
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Figura 16. Amplificatore di tensione

Oscilloscopio (Figura 17): permette di visualizzare a schermo I'onda di

tensione erogata nel dominio del tempo;
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Figura 17. Oscilloscopio

Piastra multiwell: la piastra utilizzata per la messa a punto del protocollo di
stimolazione ad alta intensita. Per la sua realizzazione & stato utilizzato il
coperchio di una piastra da 6-well, su cui sono stati creati due fori in
corrispondenza di ogni pozzetto. Una coppia di elettrodi in grafite al 99%, di
forma cilindrica o parallelepipeda, € stata quindiinserita e saldata all’interno
ogni pozzetto.

Gli elettrodi sono stati poi collegati a dei cavi elettrici mediante una guaina
termo-restringente, cosi da assicurare la completa adesione tra le due parti

(Figura 18,19).
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Nella seconda fase degli esperimenti EPS, & stata utilizzata una piastra C-Dish
della lonOptix® (Figura 20), progettata per garantire una stimolazione

elettrica precisa e uniforme in ogni pozzetto;

Figura 18. Piastra con elettrodi cilindrici Figura 19. Piastra con elettrodi a barre Figura 20. Piastra lonOptix
BioTek LIONHEART FX (Figura 21): per la visualizzazione e il monitoraggio
della contrazione e stato utilizzato questo microscopio automatizzato, che
combina la capacita di imaging a diverse intensita di fluorescenza, sia in
campo chiaro che con il contrasto di fase, in maniera variabile e con un
design modulare.

Include funzioni di autofocus automatico, regolazione automatica
dell’esposizione e controllo ambientale per la temperatura, 'umidita e la
CO,, permettendo I'imaging in tempo reale delle cellule vive in condizioni
ottimali perché in grado di riprodurre I'ambiente di un incubatore, in quanto
lo strumento é stato collegato ad una bombola di CO; e la piastra scaldante
di cui e prowvisto consente di mantenere una temperatura costante di 37°C,

assicurando un ambiente ideale per i miotubi durante la stimolazione.
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Figura 21. BioTek LIONHEART FX

La figura 22 mostra l'insieme di tutte le componenti EPS impiegate per

effettuare I'elettrostimolazione delle cellule muscolari scheletriche in vitro.

Figura 22. L’insieme di tutte le componenti EPS

3.6 ANALISI DELLA VITALITA” CELLULARE

Il PrestoBlue Cell Viability Reagent (TermoFisher) (Figura 23) € una soluzione
a base di resazurina che funge da indicatore di vitalita cellulare, utilizzando
il potere riducente delle cellule viventi per misurare quantitativamente la

proliferazione cellulare.
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Quando viene aggiunto alle cellule, il reagente viene modificato
dall'ambiente riducente delle cellule vitali assumendo una colorazione rossa
e diventando altamente fluorescente.

Questo cambiamento di colore pud essere rilevato mediante misurazioni di

fluorescenza o assorbanza.

Figura 23. PrestoBlue
Il lattato deidrogenasi (LDH) € un enzima presente in quasi tutti i tessuti e
svolge un ruolo cruciale nel metabolismo energetico, specificamente nella
glicolisi anaerobica.
Il lattato deidrogenasi converte in maniera reversibile il piruvato in lattato,

utilizzando NADH come cofattore (figura 24).

o OH
| LDH
C!I-I3— C—COOH —— CH3— CH —COOH
MNADH NAD+
Pyruvate Lactate

Figura 24. Reazione catalizzata dalla lattato-deidrogenasi (LDH)

3.6.1 PROTOCOLLO DEL PRESTOBLUE

Per I'analisi della vitalita cellulare il PrestoBlue & stato utilizzato a

temperatura ambiente e diluito 1:10 in terreno DMEM Hg incompleto.

Inseguito alla rimozione del terreno esausto e stato effettuato un lavaggio

con PBS e successivamente sono stati aggiunti 700 pl per well di PrestoBlue.
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La piastra e stata quindi posta a incubare a 37°C per 15 minuti.

Al termine dell'incubazione, & stata eseguita la lettura della fluorescenza a
535 nm al lettore di piastra (Bio-Tek KC4™) (Figura 25) che risulta essere
direttamente proporzionale alla vitalita cellulare, espressa in percentuale

rispetto al campione di controllo.

Figura 25. Lettore di Piastra Bio-Tek KC4

3.6.2 PROTOCOLLO DELLA LDH

L'attivita della LDH viene quantificata nei terreni di coltura cellulare come
indice di mortalita, in quanto la concentrazione dell’enzima nel mezzo

aumenta quando le cellule vanno in apoptosi.

Per analizzare il lattato deidrogenasi, & stato prelevato dapprima un
campione di terreno di coltura da ciascun pozzetto sottoposto a due cicli di
centrifugazione, uno a 1000 g a 4°C per 5 minuti e il successivo a 2000 g a
4°C per ulteriori 5 minuti, in modo da separare il pellet cellulare
eventualmente presente nel terreno dal surnatante, dove invece & presente

I'enzima.
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Successivamente e stata preparata una mix composta da H,O milliQ, Tris HCI
1M+ EDTA5 mM pH 8.0 e NADH 2 mM, pesato e sciolto in H,O milliQ e una
soluzione di sodio piruvato 10 mM.

Su una piastra da 96-well sono stati quindi aggiunti 60 pl di campione, 210
pl di mix (150 pl di H20 milliQ, 30 pl di NADH e 30 pl di Tris HCI + EDTA) e
infine 30 pl di sodio piruvato, per un volume totale di 300 pl per pozzetto.
Una volta addizionato il sodio piruvato, dando inizio alla reazione descritta
in figura 24, la 96-well & stata inserita nel lettore di piastra (Figura 25) ed e
stata avviata la cinetica enzimatica con letture in assorbanza (scrivere i nm
di assorbanza come hai fatto per il PrestoBlue) ogni 30 secondi, a 37°C per

30 minuti.

3.7 ANALISI DELLA PEROSSIDAZIONE LIPIDICA

L’analisi della perossidazione lipidica & stata eseguita mediante la metodica

del saggio delle sostanze reattive all’acido tiobarbiturico (TBARS).

Il saggio prevede la reazione dei prodotti della perossidazione lipidica,
principalmente la malondialdeide (MDA), con I'acido tiobarbiturico (TBA),
che porta alla formazione di complessi MDA-TBA2 chiamati TBARS (Figura
26).

| TBARS producono un colore rosso-rosato che pu0 essere misurato
spettrofotometricamente a 532 nm.

| reagenti utilizzati per questo saggio sono stati: I'acido tricloroacetico al 20%
(TCA) (4 grammi in 20 ml di H.O deionizzata), una sostanza che fa precipitare
le proteine; una miscela di TBA allo 0,67% e di butilidrossitoluene (BHT), un
antiossidante, da pesare insieme con una goccia di etanolo per far sciogliere
piu facilmente il BHT (TBA 0,1 grammi e BHT 0,0016 grammi in 16 ml di H,0
deionizzata); e il trimetossipropano (TMP) 100 uM per preparare la retta

standard.

33



OH

S N OH HO N SH
YOS o
95°C
0 Q =N —ie |

S SR O G O Al
e

H H HO” NT sH ki i

Malondialdehyde (MDA) 2-Thiobarbituric acid

TBARS
Absorbance at 532 nm

Figura 26. Reazione di formazione dei TBARS

3.7.1 PROTOCOLLO DEI TBARS

Le cellule sono state lisate utilizzando 220 pl di RIPA (volume utilizzato per

tre pozzetti) con I'ausilio di uno scraper e infine, raccolte in una eppendorf.

| campioni sono stati poi centrifugati a 1000 rpm a 4°C per 1 minuto, sono
stati raccolti 180 ul di surnatante (di cui 10 ul per il saggio delle proteine,
BCA) e messi in ghiaccio.

La quantificazione é stata eseguita facendo riferimento ad una retta di
taratura utilizzando come standard concentrazioni di albumina sierica
bovina (BSA) (BLK; 0,39 pg/ml; 0,78 pg/ml; 1,56 pg/ml; 3,125 pg/ml; 6,25
ug/ml; 12,5 pg/ml; 25 pg/ml).

Dopo aver diluito I'acqua e il TMP, sono stati aggiunti i 200 pl di mix
(TBA+BHT) e 60 ul di TCA, questi ultimi non solo nella retta, ma anche nei
campioni.

Per far avvenire la reazione, la retta e i campioni sono stati messi a scaldare
in un bagnetto termostatato a 95°C per 45 minuti.

Il cambiamento di colore della soluzione all’interno delle eppendorf, che
diventa rosso-rosato, indica che la reazione sta avvenendo; piu il colore e
intenso, pil alta sara la concentrazione di MDA e quindi la perossidazione
lipidica.

Al termine dell’incubazione vi € un raffreddamento veloce in ghiaccio.

Ai campioni biologici sono stati poi aggiunti 500 ul di butanolo che, grazie a
una ulteriore centrifuga a 3000 rpm a 4°C per 10 minuti, ha permesso di

isolare la fase pura contenente MDA dal resto del campione.
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Infine, 200 pl di ciascuna concentrazione della retta standard e di ognuno
dei campioni biologici (in duplicato) e stato trasferito nei pozzetti di una 96

well ed é stata effettuata la lettura in assorbanza a 532 nm.

3.8 ANALISI DEI GRUPPI CARBONILICI

L'introduzione di gruppi carbonilici reattivi (PCO), principalmente aldeidi e
chetoni, nella struttura di una proteina & definita "carbonilazione delle

proteine".

La carbonilazione delle proteine include molte modifiche chimiche che
avvengono attraverso diversi meccanismi di reazione.

La rilevazione e la quantificazione dei gruppi carbonilici proteici nei campioni
biologici € un modo indiretto per determinare il livello di stress ossidativo.
Esistono molti metodi oggi utilizzati per valutare il contenuto delle proteine
carbonilate, tra i quali il pil impiegato si basa sull’utilizzo della 2,4-
dinitrofenilidrazina (DNPH), originariamente sviluppato da Levine et al. [37].
Questa molecola reagisce con i gruppi carbonilici portando alla formazione
di una molecola piu stabile. la 2,4-dinitrofenilidrazone (DNP) (Figura 27).

I gruppo dinitrofenile (DNP) pud essere rilevato e quantificato
spettrofotometricamente grazie al suo spettro di assorbimento tipico con un

massimo a 365-375 nm.
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Figura 27. Reazione di carbonilazione delle proteine (DNPH-carbonile)
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3.8.1 PROTOCOLLO DEI DNPH

Le soluzioni preparate per questo saggio sono state: 2,4-dinitrofenilidrazina
10 mM sciolta in HCl 2 M (0,01 grammi di DNPH in 5 ml), TCA, etanolo etil
acetato e una miscela di guanidina cloridrato 6 M (GdmCl) (che denatura le
proteine) e potassio fosfato monobasico 0,5 M (KH,PO,4) (che mantiene
stabile il pH) a pH 2,5 (2,86 grammi di GdmCl e 0,34 grammi di KH,PO4 in 5
ml di HCI 2 M).

Le membrane delle cellule sono state rotte utilizzando 300 ul di RIPA
(volume per due pozzetti), staccate con uno scraper per raschiarle dal fondo
del pozzetto e infine, raccolte in una eppendorf.

Le cellule raccolte sono state poi risospese con un vortex e centrifugate a
13000 g a 4°C per 10 minuti.

Dopo la centrifugazione, il surnatante é stato trasferito in nuove eppendorf.
Sia per il controllo che per i campioni da misurare, e stato utilizzato lo stesso
protocollo con la differenza che nei campioni da misurare é stato aggiunto il
DNPH, mentre nel controllo I'HCI 2 M.

Dopo la centrifugazione, sono stati aggiunti nelle eppendorf 62,5 ul di
campione lisato e 250 ul di DNPH (HCI nel caso del controllo), i campioni
sono stati poi miscelati con il vortex e incubati per 60 minuti al buio a
temperatura ambiente.

Dopo l'incubazione, sono stati aggiunti ai campioni 300 ul di TCA freddo,
posti in ghiaccio per 10 minuti e poi centrifugati a 10000 g a 4°C per 15
minuti, scartando il surnatante.

Sono stati poi addizionati 625 ul di etanolo etil acetato, il pellet & stato lavato
tramite inversione, centrifugato nuovamente a 10000 g a 4°C per 15 minuti
e scartato il surnatante.

Sono stati in seguito aggiunti 300 pl della miscela GdmCI+KH,PO4 e i
campioni sono stati incubati a 60°C per 15 minuti in un bagnetto

termostatato.
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Infine, 250 pl di ciascuno dei campioni in duplicato, sono stati trasferiti nei
pozzetti di una piastra 96-well ed e stata effettuata la lettura in assorbanza

a 375 nm al lettore di piastra.

3.9 QUANTIFICAZIONE DELLE PROTEINE TOTALI

La determinazione della concentrazione delle proteine in campioni biologici
e stata eseguita mediante un metodo colorimetrico come il saggio dell’acido

bicinconinico (BCA assay).

Nel presente lavoro di tesi, la quantificazione delle proteine ¢ stata utile ai
fini della normalizzazione dei dati della LDH, dei TBARS e dei gruppi

carbonilici.

Il saggio sfrutta il fenomeno di riduzione dello ione Cu?* a Cu* da parte delle
proteine in ambiente alcalino con il rilevamento colorimetrico sensibile e
selettivo del catione rameoso, impiegando un unico reagente contenente
acido bicinconinico.

A seguito della chelazione di due molecole di acido bicinconinico con uno
ione rameoso si ha una reazione colorimetrica con formazione di una
soluzione di colore viola la cui intensita & stata rilevata tramite una lettura
in assorbanza.

Le concentrazioni delle proteine dei campioni sono determinate sulla base
di una curva standard allestita al momento delle analisi utilizzando albumina
sierica bovina (BSA) a concentrazioni note.

Per eseguire il saggio, il pellet contenente il lisato proteico ¢ stato diluito 10
volte in H,0 deionizzata, in una 96-well sono stati inseriti 25 pl di campione
e di retta standard in duplicato, e 200 ul di Working Reagent (Thermo
Scientific), ottenuto mescolando 50 parti del BCA Reagent A con 1 parte del

BCA Reagent B (50:1, Reagent A: B).

Al termine dell'incubazione di 30 minuti a 37°C, e stata eseguita la lettura in

assorbanza a 563 nm al lettore di piastra.
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3.10 TRATTAMENTO CON STATINE

Il protocollo EPS messo nella presente tesi & stato testato anche su un
modello cellulare di deprivazione di CoQjo, ottenuto trattando i miotubi con

statine, precisamente con simvastatina.

La simvastatina € un derivato semisintetico della lovastatina, che & un

metabolita naturale prodotto da funghi come Aspergillus terreus.

Inizialmente é stata testata una scala di concentrazioni (0,6 uM, 1,5 uM, 2,5
UM, 5 uM e 6 uM) di simvastatina a tempi differenti di incubazione per

trovare la condizione di deprivazione ideale.

Il trattamento & stato eseguito sia per 24 h e sia per 48 h a partire
rispettivamente dal sesto giorno o dal quinto di differenziamento, in

entrambi i casi fino al 7° giorno di differenziamento.

Al termine del trattamento € stata osservata la morfologia delle cellule,
misurata sia la vitalita cellulare (mediante il protocollo della LDH) come
descritto precedentemente che i livelli di Qioe Qq, sia a 24 h e sia a 48 h
mediante cromatografia liquida (HPLC) per mezzo di un detector

elettrochimico (Shiseido).

3.11 ESTRAZIONE E QUANTIFICAZIONE DEI LIVELLI DI CoQs

Dopo le 24/48 h di trattamento con la simvastatina le cellule nelle 6 well
sono state recuperate e trasferite in eppendorf mediante l'utilizzo di
tripsina-EDTA precedentemente scaldata a 37°C e lasciata agire per 3-5
minuti e successivamente neutralizzata con mezzo di coltura in rapporto di

1:3.

Le eppendorf sono state trasferite subito in ghiaccio e centrifugate a 500 g

per 5 min a 4°C.

Il pellet & stato risospeso in 100 pl di tampone fosfato salino (PBS) e diviso

in due aliquote: 50 ul di sospensione cellulare sono stati destinati all’analisi
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in High performance liquid chromatography (HPLC) e 50 pl di pellet cellulare,
ottenuto con una seconda centrifuga a 500 g per 5 minuti, alla

guantificazione delle proteine totali mediante la metodica del BCA assay.
Le aliquote sono state conservate a -80°C fino al momento delle analisi.

La quantificazione del CoQy, a livello cellulare, & stata eseguita, mediante

I'impiego di un HPLC con rilevatore elettrochimico (ECD).

La sospensione cellulare (50 ul), preservata a —80 °C, & stata velocemente
scongelata a temperatura ambiente e addizionata di propanolo (250 ul) che
e in grado di estrarre le molecole lipofiliche dalle cellule e di indurre la

precipitazione delle proteine.

Dopo aver vortexato per circa 1 minuto per favorire I'estrazione del CoQ, il

campione é stato sottoposto a centrifugazione a 20.900 g per 2 minuti a 4°C.

Infine, 40 pl di surnatante sono stati iniettati nel’lHPLC-ECD ed é stata

avviata la corsa cromatografica.

Il sistema cromatografico utilizzato e dotato di un detector elettrochimico
(ECD) Shiseido Co.Ltd 3005, di due pompe Shiseido-M 3023 e di una valvola
switch Shiseido M-3012 (Figura 28).

La peculiarita risiede nell’utilizzo di 3 colonne cromatografiche: una colonna
concentrante Capcel | Pack C18 MG che permette di concentrare I’analita
rendendolo piu facilmente 48 rilevabile, una colonna analitica Capcel | Pack
C18 AQ (150 mm x 2 mm I.D.) che separa le molecole di interesse in virtu
delle loro caratteristiche chimico fisiche, e una colonna riducente (OSAKA
SODA CQ-R; 2.0 mm x 20 mm) che ha la funzione di ridurre le forme ossidate

del CoQg presenti nel campione.

In questo modo il detector con un potenziale elettrochimico di 650 mV & in
grado di rilevare solo le forme ridotte delle molecole, discriminando i due
stati ossidativi del coenzima Q separati attraverso la colonna analitica in

funzione dei tempi di ritenzione (Figura 29).
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Il campione raggiunge la colonna analitica tramite I'impiego di due fasi

mobili con le seguenti caratteristiche:

- Fase mobile 1 [50 mM Sodio Perclorato in Metanolo/Acqua deionizzata

(95/5, v/v) con flusso di 80 ul/min];

- Fase mobile 2 [50 nm Sodio Perclorato in Metanolo/Isopropanolo (70/30,
v/v) con flusso di 240 pl/min] che trasporta il campione dalla colonna

concentrante a quella analitica.

Una singola corsa cromatografica presenta una durata pari a 36 minuti.
| tempi di ritenzione sono i seguenti:

¢ Qg ridotto =20,3 minuti

¢ Qg ossidato=24,8 minuti
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Figura 28. Schema di funzionamento del sistema HPLC--ECD
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Figura 29. Esempio di cromatogramma ottenuto in seguito all'analisi HPLC-ECD di un campione di sospensione
cellulare di C2C12 non trattate (in rosso) e di un campione di sospensione cellulare di C2C12 trattate con 0,6 uM di
simvastatina (in giallo). Si pud osservare un calo sia del CoQg ridotto (freccia blu) e sia del CoQg ossidato (freccia
arancione) delle cellule trattate con concentrazione di 0,6 uM di simvastatina rispetto al campione di controllo.

3.12 ANALISI STATISTICA

Gli esperimenti sono stati condotti almeno in triplicato sperimentale e in
duplicato tecnico.

| dati sono stati analizzati mediante il test statistico one-way ANOVA multiple
comparison utilizzando il software Graphpad 8.4.2 (Graphpad Software, Inc.,
La Jolla, USA) e sono stati rappresentati come istogrammi che illustrano la
media * |la deviazione standard.

Le significativita delle variazioni tra i campioni sono state indicate mediante
I’asterisco (*) o il dollaro (S) e riportate come segue: (*; S) p<0,05; (**; SS)

p<0,01; (***; $SS) p<0,001; (****; $SSS) p<0,0001.
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4. RISULTATI

4.1 MESSA A PUNTO DEL PROTOCOLLO EPS AD ALTA INTENSITA

Il protocollo di stimolazione EPS (Electric Pulse Stimulation) e stato

inizialmente messo a punto a partire da quelli sviluppati da Nikolic et al.

Gli autori hanno definito un protocollo di High Frequency, o ad alta intensita
caratterizzato da treni di impulsi bipolari a 30 V, 100 Hz per 200 ms,
somministrati ogni 5 secondi, per una durata di 5-60 minuti e uno detto di
Low Frequency, o bassa intensita che prevedeva impulsi singoli, bipolari, di

2 ms, 30 Ve 1Hzper24-48 h [38].

Nonostante questi protocolli siano stati utili a settare il sistema EPS, non si
sono rivelati utili ad indurre uno stress intensivo in grado di simulare un
esercizio fisico condotto in modalita overtraining in quanto, anche dopo 7 h

di contrazione ininterrotta la vitalita dei miotubi e rimasta del 100%.

Al fine di mettere a punto un protocollo in grado di indurre disfunzione
mitocondriale, pur mantenendo la vitalita cellulare al di sopra del 70%, sono

state eseguite numerose prove.

In particolare, partendo dal protocollo di High Frequency descritto da Nikolic
sono stati regolati di volta in volta i singoli parametri dell’'onda quadra (da 1
Hz, 5 Hz, 10 Hz 30 Hz e 100 Hz a 30 V) fino a definirne una in grado di

riprodurre un esercizio fisico esaustivo.

Come primo approccio alla messa a punto, € stato testato un protocollo di
stimolazione “in continuo” (senza pausa tra un impulso elettrico e il

successivo), caratterizzato da un unico impulso elettrico bipolare a 30 V.

Sono state eseguite diverse prove di stimolazione regolando solo la
frequenza dell'impulso (da 1 Hz, 5 Hz, 10 Hz, 30 Hz a 100 Hz), facendo

contrarre le cellule muscolari per 1 h.
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Al termine di ciascuna delle prove & stata analizzata la vitalita cellulare a

tempo zero, ossia subito dopo la fine della stimolazione.

Il grafico 1 mostra come questo parametro diminuisca significativamente in
tutti i protocolli testati, tranne che per quello a 1 Hz, probabilmente troppo

blando per causare un danno tale da ridurre la vitalita delle cellule.
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Grafico 1. Vitalita analizzata con PrestoBlue dopo EPS in continuo a diverse frequenze (1-5-10-30-100 Hz, 30 V per
1 h). L’esperimento é stato condotto in singolo per ciascuna frequenza

Al fine di mettere a punto un protocollo di esercizio fisico che simulasse
I’'overtraining, le prove successive sono state eseguite mantenendo costante
la frequenza (treno di impulsi bipolari di 200 millisecondi a 100 Hz e 30V) ma
introducendo delle pause tra un impulso e I'altro, di volta in volta piu corte
(1,2 s e0,6s), diversamente da quanto messo a punto da Nikolic et al (4,8 s

di pausa).

L'analisi della vitalita cellulare effettuata al termine del periodo di
contrazione, descritta nel grafico 2, sottolinea come diversamente da
guanto mostrato sopra, non fosse la frequenza a danneggiare le cellule ma
bensi I'assenza di pausa nel protocollo in continuo, registrando valori di

vitalita paragonabili al controllo non elettrostimolato.
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Grafico 2. Vitalita analizzata con PrestoBlue dopo EPS a 30 V, 100 Hz e pause di 1,2se 0,6 s

Dati i valori di vitalita ancora cosi molto elevati, successivamente sono state
eseguite ulteriori prove riducendo di volta in volta il tempo di pausa tra un

impulso elettrico e il successivo (0,5 s; 0,45 s; 0,4 s; 0,3 s; 0,2 s) (Grafico 3).

Oltre alla variazione dei tempi di pausa, & stato valutato anche
I'allungamento del tempo di contrazione, da 1 h a 2 h per garantire una
stimolazione piu efficacie, analizzando la vitalita non solo al termine del

periodo di contrazione ma anche dopo 24 h di recovery.
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Grafico 3. Vitalita analizzata con PrestoBlue dopo 2 h di EPS a 30 V, 100 Hz a diverse pause (0,5-0,45-0,4-0,3-0,2
s) + 24 h di recovery. **p<0,01; ***p<0,001 rispetto al campione non elettrostimolato (Ctrl)
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Nel grafico 3 & possibile osservare una riduzione significativa della vitalita
dopo 24 h di recovery rispetto al campione non elettrostimolato (Ctrl) a

partire da 0,4 s di pausa (**p<0,01).

La diminuzione diventa altamente significativa in corrispondenza di 0,2
secondi di pausa (***p<0,001) con un valore di vitalita cellulare pari al

15,54% rispetto al controllo.

Questi dati sottolineano ancora una volta come l'introduzione e la variazione
del tempo di pausa tra un impulso elettrico e I'altro sia in grado di modulare

in maniera significativa la vitalita delle cellule muscolari scheletriche.
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Grafico 4. Misurazione della velocita di reazione (V Max) dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH), dopo 2 h di EPS
30V, 100 Hz a diverse pause (0,5-0,45-0,4-0,3-0,2 s) + 24 h di recovery. ****p<0,0001 rispetto al campione non
elettrostimolato (Ctrl)

Oltre a livelli di vitalita tramite la metodica del PrestoBlue, sullo stesso set di
esperimenti e stata valutata anche la percentuale di mortalita tramite
I'analisi del rilascio dell’enzima lattico deidrogenasi (LDH) nel mezzo di

coltura.

Il grafico 4 conferma come ad una diminuzione significativa della vitalita
cellulare corrisponda un aumento altrettanto significativo della LDH a partire
sempre da 0,4 s di pausa (****p<0,0001).
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| risultati piu ottimali e prossimi alla messa a punto di un protocollo di

esercizio fisico esaustivo in vitro sono quelli relativia 30V, 100 Hz + 0,4 s o

0,3 s di pausa, con un tempo di contrazione di 2 h e analisi della vitalita e

della mortalita cellulare dopo 24 h di recovery.

| grafici 5 e 6 confermano la significativa riduzione della vitalita e il

corrispondente aumento della mortalita delle cellule rispetto al campione di

controllo, senza alcuna differenza significativa tra i due protocolli per

entrambi i parametri analizzati.
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Grafico 6. Vitalita analizzata con PrestoBlue
dopo 2h di EPSa 30V, 100Hza 0,4se 0,3 s di
pausa + 24 h di recovery. **p<0,01 rispetto al
campione non elettrostimolato (Ctrl)
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Grafico 5. Misurazione della velocita di reazione (V
Max) dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH), dopo 2
h di EPS 30V, 100 Hz a 0,4 s e 0,3 s pausa + 24 h di
recovery. ****p<0,0001 rispetto al campione non
elettrostimolato (Ctrl)

Tenendo conto dei dati appena mostrati e considerando una variabilita piu

bassa registrata per il protocollo high frequency con 0,4 secondi di pausa,

tutti i successivi parametri di ossidazione, utili a definire |'esercizio fisico

esaustivo in vitro, sono stati valutati e descritti utilizzando un unico

protocollo high frequency, ossia 30 V, 100 Hz con 0,4 secondi di pausa

(Figura 14).
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4.2 TRATTAMENTO CON STATINE: MODELLO DI MIOPATIA PER
EPS

Al fine di riprodurre in vitro un esercizio fisico in overtraining, caratterizzato
dall’'induzione di disfunzione mitocondriale, non sufficientemente indotto
dalla sola adozione del protocollo high frequency poc’anzi definito, & stato
introdotto, in abbinamento a quest’'ultimo, anche un modello di
deprivazione di Coenzima Q (CoQ), mediante I'impiego di statine, nella

fattispecie di simvastatina.

E noto, infatti, che le statine oltre a ridurre i livelli di colesterolo riducono
anche la sintesi di CoQioin quanto il pathway per la sintesi del colesterolo,
la via del Mevalonato, € lo stesso del CoQio; quindi, bloccando questa via

con la statina si avranno delle cellule con disfunzione mitocondriale [35].

A tal proposito, € stata dapprima testata sui miotubi una scala di
simvastatina a diverse concentrazioni (0,6 uM; 1,5 uM; 2,5 uM; 5 uM; 6 uM)
con tempi di incubazione di 24 h e di 48 h, con |'obiettivo di individuare una
condizione in cui le cellule deprivate di CoQ potessero mostrare una
maggiore suscettibilita allo stress ossidativo indotto dal protocollo high
frequency messo a punto (30 V, 100 Hz con 0,4 secondi di pausa).

Nel grafico 7 & possibile osservare come la vitalita delle cellule dopo 24 h di
incubazione con simvastatina non sia significativamente diversa dal
campione non trattato, diversamente dopo 48 h di trattamento (grafico 8),
dove invece e stata registrata una riduzione altamente significativa gia a
partire dalla concentrazione piu bassa di 0,6 puM di simvastatina

(***p<0,001).
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Grafico 7. Vitalita analizzata con Grafico 8. Vitalita analizzata con
PrestoBlue di C2C12 trattate con PrestoBlue di C2C12 trattate con
simvastatina per 24 h simvastatina per 48 h

Inoltre, sono state abbinate ai campioni dei grafici 7 e 8 anche la
guantificazione del CoQ9 presente nelle C2C12, per capire quali sono, tra le
concentrazioni della scala di statine usate, le concentrazioni piu significative

da usare per la disfunzione mitocondriale.

Infatti, nei grafici 9 e 10 possiamo osservare la quantificazione del CoQ9
delle C2C12 dopo trattamento a diverse concentrazioni note di statine (0,6
uUM; 1,5 uM; 2,5 uM; 5 uM; 6 uM) con i tempi d’ incubazione rispettivamente
di 24 h e di 48 h.

Sia nel grafico 9 e sia nel 10 possiamo osservare che gia dalla prima
concentrazione i livelli di CoQ9 si abbassano rispetto al controllo, ma nel
grafico 10, cioe dopo 48 h di trattamento con la scala di simvastatina, si

abbassano in maniera significativa (*<0,05).

Inoltre, i livelli di CoQ9 rimangono stabili, cioé non si abbassano con

I'aumentare della concentrazione di statina.
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Grafico 8. Livelli di CoQ9 delle C2C12 Grafico 10. Livelli di CoQ9 delle C2C12
trattate per 24 h con concentrazioni trattate per 48 h con concentrazioni
note di simvastatina note di simvastatina

A seguito di queste prove e di considerazioni morfologiche elaborate e
descritte nella figura 30 e nel grafico 10, le successive prove di
elettrostimolazione sono state eseguite abbinando il protocollo high
frequency a due sole concentrazioni di statina, ossia 0,6 e 2,5 uM di

simvastatina, in quanto significative e morfologicamente piu adatte.

Oltre alla vitalita cellulare, alle due suddette concentrazioni, € stata anche
verificata la capacita dei miotubi (cellule differenziate) di contrarsi,
sottoponendole al protocollo di high frequency messo a punto, nonostante
la morfologia risultasse visivamente gia molto compromessa, soprattutto

alla concentrazione di 2,5 uM.
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Figura 30. Miotubi trattati con concentrazioni di simvastatina di 0,6 uM e 2,5 uM e controllo

4.3 DANNO OSSIDATIVO

Successivamente all’analisi della vitalita cellulare e alla scelta delle due
concentrazioni chiave di simvastatina da utilizzare per riprodurre il modello
di deprivazione di coenzima Q, & stato valutato anche il danno ossidativo
indotto dall’abbinamento dei due protocolli (EPS high frequency e modello
di deprivazione) in termini di perossidazione lipidica e ossidazione delle
proteine.

Al quinto giorno di differenziamento le cellule differenziate, sono state
trattate prima con le due concentrazioni di simvastatina scelte (0,6 uM e 2,5
M) per 48 h, e poi elettrostimolate con il protocollo EPS high frequency (30
V, 100 Hz con 0,4 s di pausa).
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Il grafico 11, che mostra i livelli di LDH rilasciata nel mezzo di coltura,
evidenzia come, la deprivazione indotta dalle statine, aumenti
significativamente la mortalita dei miotubi sia rispetto al campione di
controllo (Ctrl) sia rispetto al tempo zero (termine elettrostimolazione),
dopo 24 h di recovery senza pero registrare alcuna differenza significativa

rispetto al campione di controllo sottoposto alla sola elettrostimolazione

(EPS).
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Grafico 9. Misurazione della velocita di reazione (V Max) dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH), dopo EPS 30 V,
100 Hz a 0,4 s di pausa a t0 e con 24 h di recovery. *p<0,05 rispetto al campione non elettrostimolato a 24 h
(Ctrl); **p<0,01 rispetto al campione no

Successivamente all’analisi della mortalita cellulare, sullo stesso tipo di
trattamento e stato valutato anche il danno ossidativo causato dalla
elettrostimolazione da sola o in abbinamento alle statine.

L’analisi della perossidazione lipidica tramite la metodica dei TBARS assay ha
permesso di misurare I'ossidazione dei lipidi.

| grafici 12 e 13 mostrano i risultati relativi a questo parametro

rispettivamente su campioni trattati solo con statine senza
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elettrostimolazione e campioni trattati per 48 h con statine e
successivamente sottoposte a protocollo high frequency.

Entrambi i grafici presentano un tempo zero (t0), che nei campioni con EPS
corrisponde al momento in cui viene terminata I’elettrostimolazione,
mentre nel caso dei campioni senza EPS corrisponde al momento in cui

vengono tolte le statine, ossia dopo 48 ore di incubazione.
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Grafico 10. Misurazione danno lipidico (TBARS) delle C2C12 trattate con concentrazioni di simvastatina di 0,6 uM
e 2,5 uM senza EPS a t0 e a 24 h. *p<0,05 rispetto al campione non stimolato a 24 h (Ctrl)
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Grafico 11. Misurazione danno lipidico (TBARS) delle C2C12 trattate con concentrazioni di simvastatina di 0,6 uM
e 2,5 uM dopo EPS 30V, 100 Hz a 0,4 s di pausa a t0 e con 24 h di recovery. Non é stata rivelata nessuna
significativita

| dati mostrano come il trattamento con la sola simvastatina determini un
aumento significativo dei TBARS solo in corrispondenza della concentrazione
piu alta (*p<0,05) e dopo 24 h di recovery.

L’elettrostimolazione delle cellule con protocollo high frequency dopo 48 h
di trattamento con simvastatina mostra una tendenza in aumento
dell’ossidazione lipidica al tempo zero, pur non essendo altrettanto
significativo ne rispetto al controllo (Ctrl) né rispetto al campione sottoposto
alla sola elettrostimolazione (EPS), probabilmente dovuto all’alta variabilita
biologica registrata durante gli esperimenti.

L'analisi del danno ossidativo & stata eseguita anche in termini di ossidazione
delle proteine cellulari, valutata tramite la metodica del DNPH che misura
le variazioni nella carbonilazione delle proteine, sia in seguito a 48 h di
trattamento con le sole statine (grafico 14) che in aggiunta all’'EPS high

frequency (grafico 15).
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Grafico 12. Misurazione danno alle proteine (DNPH) delle C2C12 trattate con concentrazioni di simvastatina di 0,6
uM e 2,5 uM senza EPS a t0 e a 24 h. Non é stata rivelata nessuna significativita
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Grafico 13. Misurazione danno alle proteine (DNPH) delle C2C12 trattate con concentrazioni di simvastatina di 0,6
uM e 2,5 uM dopo EPS 30 V, 100 Hz a 0,4 s di pausa a t0 e con 24 h di recovery. Non é stata rivelata nessuna
significativita
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Entrambi i risultati illustrati nei grafici sopra mostrano solo una tendenza in
aumento dell’ossidazione delle proteine, sia a tempo zero che dopo 24 h di
recovery e sia in seguito al solo trattamento con statine che con
I’'abbinamento al protocollo di EPS high frequency, probabilmente non solo
a causa dell’elevata variabilita biologica registrata tra gli esperimenti ma
anche a causa della scarsa sensibilita del saggio impiegato per la misura.
Ulteriori esperimenti si rendono necessari per approfondire questi aspetti,

al fine di confermare in maniera significativa la tendenza osservata.
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5. DISCUSSIONE

L’Electrical Pulse Stimulation (EPS) & wuna tecnica di stimolazione
ampiamente utilizzata in ambito scientifico come strumento per simulare
I'esercizio fisico in-vitro.

Sono numerosi i lavori scientifici in cui viene impiegato questo sistema e in
ognuno di essi con particolari caratteristiche dell’onda quadra, della
frequenza e durata dell'impulso, del voltaggio e della forma d’onda, in
funzione del tipo, della durata e dell’intensita dell’esercizio fisico che si vuole
riprodurre in vitro o se si vogliono indagare specifici fenomeni biologici
legati o all’esercizio fisico stesso o alle interazioni fra cellule muscolari

scheletriche e altri tessuti, come il tessuto adiposo [38-41].

Esistono studi che dimostrano come I'EPS possa incrementare la secrezione
di vescicole extracellulari, promuovendo il differenziamento cellulare, come

I'angiogenesi nelle cellule endoteliali e la lipolisi negli adipociti [39].

O ancora, I'EPS & stato impiegato per condurre indagini sull’aumento
dell’assorbimento del glucosio in modelli di sindrome metabolica
caratterizzati dalla presenza di insulino resistenza, sull’'incremento
dell’ossidazione lipidica [38], sull’ipertrofia muscolare [40], sulla riduzione
del contenuto cellulare dei trigliceridi e sull’inibizione della re-esterificazione

degli acidi grassi [41].

In ognuno di questi lavori vengono adottati specifici protocolli di
elettrostimolazione spesso messi a punto “home made” o facendo ricorso a
strumenti dedicati (lonOptix), evidenziando I'enorme versatilita e variabilita

che al momento caratterizza I'utilizzo di questa particolare tecnica di ricerca.

In gquesto contesto, lo scopo del presente lavoro di tesi e stato quello di
mettere a punto un sistema di elettrostimolazione in-vitro in grado di
simulare un esercizio fisico ad alta intensita, utilizzando cellule muscolari

scheletriche murine (C2C12) in coltura, con I'obiettivo di valutarne gli effetti
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su parametri di vitalita, salute mitocondriale e danno ossidativo e facendo

riferimento a due precisi protocolli EPS, ideati da Nikolic et al. [34], ossia:

e Protocollo High Frequency (Alta Frequenza): caratterizzato da treni di
impulsi bipolari a 30 V, 100 Hz per 200 ms, somministrati ogni 5 s, per
una durata di 5/60 minuti;

e Protocollo Low Frequency (Bassa Frequenza): caratterizzato da impulsi

singoli, bipolari, di2 ms, a 30 V e 1 Hz, della durata di 24/48 h.

Questi protocolli sono stati fondamentali per configurare il sistema EPS del
presente lavoro di tesi, ma non si sono dimostrati sufficienti a indurre un
livello di stress ossidativo che simulasse un sovrallenamento (overtraining),
come dimostra il fatto che, dopo 7 h di contrazione ininterrotta con il
protocollo High Frequency, la vitalita dei miotubi & rimasta del 100%,
probabilmente in risposta a un meccanismo di adattamento stimolato da

bassi livelli di stress ossidativo (ormesi).

L'individuazione di un protocollo sufficientemente stressante tale da creare
disfunzione mitocondriale prima e stress ossidativo dopo, simulando quindi
un esercizio fisico esaustivo, ha richiesto la modifica progressiva dei
parametri dell’'onda quadra, come la frequenza, la durante dei periodi di
riposo muscolare tra una contrazione e I'altra, nonché la durata totale del

trattamento di elettrostimolazione.

In particolare, & stata valutata in termini di vitalita cellulare quale fosse
I'effetto di stimolazione di un’onda elettrica bipolare a 30V e a diverse
frequenze (1-5-10-30-100 Hz) in continuo, ossia senza treni di impulsi e senza

pause, per una durata totale di 1 h.

La vitalita cellulare, analizzata mediante PrestoBlue, & stata misurata a
tempo zero, cioé subito dopo la fine della stimolazione mostrando una
diminuzione significativa gia alla frequenza di 5 Hz, probabilmente a causa
dell’assenza di periodi di riposo tra una contrazione e I'altra, condizione che
viene biologicamente definita di tetano, un processo fisiologico

caratterizzato dall’accumulo di una serie di potenziali di azioni che vengono
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trasmessi in un breve periodo di tempo, provocando una contrazione

muscolare sostenuta e prolungata.

| risultati ottenuti hanno portato ad escludere l'utilizzo di un protocollo di
elettrostimolazione in continuo, fatta eccezione che per la frequenza a 1 Hz
che é stata |'unica in grado di preservare la vitalita delle cellule, paragonabile

appunto a quella del controllo non stimolato.

Mantenendo invariati i treni di impulso bipolari di 200 ms a 100 Hz e 30V,
come suggerito da Nikolic et al., al fine di indurre un danno ossidativo da
sovrallenamento, & stato analizzato I'effetto, sempre in termini di vitalita
cellulare, della progressiva riduzione del tempo di riposo tra un treno di
impulso e I'altro, diversamente da come proposto dagli stessi autori che nel

protocollo high frequency hanno adottato una pausa pari a 4,8 secondi.

Inizialmente, sono stati testati protocolli con pause di 1,2se 0,6 sper1h
ciascuno, ma nonostante la riduzione delle pause, la vitalita delle cellule &
rimasta simile o addirittura superiore a quella del controllo non stimolato

con EPS.

Solo riducendo ulteriormente e progressivamente i tempi di pausa da 0,5
fino a 0,2 secondi, mantenendo costante la frequenza a 100 Hz e il voltaggio
a 30V e prolungando la durata totale della stimolazione da 1 a 2 h, dopo 24
h di recovery e stata registrata una diminuzione altamente significativa della
vitalita cellulare e parallelamente un aumento della mortalita cellulare in
termini di rilascio dell’enzima lattato deidrogenasi, in entrambi i casi gia a

partire da 0,4 secondi di pausa.

Sulla base dei dati appena discussi e mostrati nel capitolo dei risultati (grafici
3 e 4), il protocollo adottato per simulare I'esercizio fisico esaustivo é stato
qguello a 30 V, 100 Hz, caratterizzato da un treno di impulsi bipolari che si

ripete ogni 0,4 secondi di pausa.

La diminuzione altamente significativa della vitalita cellulare (65,79 %) ha
pero messo in evidenza anche un altro aspetto, legato all’eccessivo danno
ossidativo indotto dal protocollo stesso, tale da far registrare valori di vitalita
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ben lontani da quelli attesi (non al di sotto del 70%), paragonabili cioe ad una

condizione di sub-letalita.

A tal proposito, al fine di raggiungere tale condizione e per ridurre anche
I'alta variabilita sperimentale osservata, al protocollo EPS high frequency
messo a punto e stato abbinato un modello di deprivazione di Coenzima Q

(CoQ).

Il modello di deprivazione & stato creato mediante I'impiego di statine con
I'obiettivo diindurre una disfunzione mitocondriale, tale da preservare da un
lato la vitalita cellulare e inducendo dall’altro un danno ossidativo

paragonabile a quello generato da un esercizio fisico esaustivo.

E noto infatti che le statine, oltre a ridurre i livelli di colesterolo riducono
anche la sintesi di CoQ in quanto il pathway per la sintesi del colesterolo, la

via del Mevalonato, ¢ lo stesso del CoQ.

Diversi studi hanno dimostrato come la statina, inibendo [ attivita
dellHMGCoA reduttasi, potrebbe indurre stress ossidativo, aumentando la
produzione di ROS favorendo quindi I'insorgenza di disfunzione
mitocondriale [35, 43, 44] e provocando inoltre anche danni ossidativi alle

membrane cellulari in seguito alla riduzione di CoQ.

| miotubi sono stati quindi trattati con una scala di concentrazioni di
simvastatina (0,6-1,5-2,5-5-10 uM) per un periodo di 24 h 0 48 h con lo scopo
di individuare quali concentrazioni e tempistiche fossero piu efficaci per
ottenere una diminuzione significativa dei livelli di Q, senza compromettere

la capacita contrattile delle cellule.

| risultati ottenuti dopo 48 h di trattamento hanno evidenziato una
diminuzione significativa dei livelli di Q e della vitalita gia a partire dalla
concentrazione piu bassa di 0,6 uM di simvastatina (Grafico 10), suggerendo
quindi un possibile impatto negativo anche sulla funzionalita mitocondriale,
legato alla riduzione di un componente fondamentale della catena di

trasporto degli elettroni lungo la catena respiratoria mitocondriale.
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Un’ulteriore evidenza del danno ossidativo indotto dalla statina a livello della
funzionalita mitocondriale é stata la diminuzione dell’efficienza di

contrazione.

Le cellule trattate con statina si contraevano meno e per tempi inferiori
rispetto al controllo non trattato (circa 1 h e 30’ per il controllo contro circa

50’ per le statine).

Inoltre, lo stress provocato dall'EPS aggiunto a quello del trattamento con
statine, ha significativamente aumentato la mortalita, non solo dopo 24 h di
recovery rispetto al proprio controllo a t0, ma anche rispetto al controllo
senza EPS, sottolineando una possibile amplificazione del danno ossidativo

dovuta semplicemente alla combinazione dei due trattamenti.

La definizione del danno ossidativo indotto dall’utilizzo combinato dei due
sistemi (EPS High Frequency + DEPRIVAZIONE DI CoQ) e stata ulteriormente
approfondita valutando anche altri due aspetti, come la perossidazione
lipidica e I'ossidazione delle proteine, rispettivamente con il saggio dei TBARS

e con quello del DNPH.

Nonostante sia stato possibile osservare una tendenza in aumento
nell’ossidazione dei lipidi, essa € risultata significativamente piu alta rispetto
al controllo non trattato, dopo 24 h di recovery, solo in seguito al
trattamento con 2,5 uM di statina, in assenza di elettrostimolazione (grafici
12 e 13), sottolineando diversi aspetti come la persistenza dell’alta variabilita
sperimentale del sistema, la scarsa sensibilita del saggio impiegato o un
possibile effetto adattativo generato dalla combinazione dei due sistemi (EPS

+ DEPRIVAZIONE DI CoQ).

E noto, infatti, che le statine a basse concentrazioni siano in grado di
generare un signaling radicalico tale da indurre un effetto ormetico che
stimola i sistemi di difesa antiossidanti della cellula, rendendola quindi piu

resistente agli insulti ossidativi [35, 42].
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Parallelamente, anche la valutazione dell’ossidazione delle proteine ha fatto
registrare lo stesso andamento, al momento senza alcun aumento

significativo, probabilmente legato agli stessi aspetti poc’anzi discussi.

Questi risultati suggeriscono che, la combinazione dei due trattamenti (EPS
+ DEPRIVAZIONE DI CoQ) sembra essere in grado di diminuire
significativamente la vitalita cellulare, aumentando parallelamente il rilascio
di lattato deidrogenasi nel mezzo di coltura delle cellule, come chiaro

sintomo di sofferenza cellulare.

Allo stesso tempo, i marcatori di danno ossidativo presi in considerazione
nel presente lavoro di tesi, come la perossidazione lipidica e I'ossidazione
delle proteine, non sembrano essere coinvolti dal danno ossidativo indotto
dalla combinazione dei due protocolli, probabilmente a causa dell’alta
variabilita sperimentale legata al processo di differenziamento delle cellule
muscolari scheletriche ma anche al sistema EPS “home made” messo a
punto, che richiede il controllo di numerosi aspetti tecnici che al momento

non sono tenuti sotto controllo.

Inoltre, la scarsa sensibilita dei saggi impiegati potrebbe aver sottostimato il

danno ossidativo effettivamente indotto dai due trattamenti.

Il protocollo messo a punto, nonostante possa rappresentare un valido
modello per testare [Iefficacia dei protocolli di esercizio fisico in
abbinamento all’utilizzo di nutrienti mitocondriali come il Coenzima Q, volti
a contrastare la disfunzione mitocondriale indotta da condizioni non
fisiologiche come [lovertraining, la sindrome metabolica, linsulino-
resistenza o la senescenza, richiede un’ulteriore ottimizzazione, sia degli
aspetti tecnici che di quelli biochimici al fine di renderlo replicabile e quindi

applicabile in vari contesti di ricerca scientifica.
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6. CONCLUSIONE

In conclusione, I'obiettivo del presente lavoro di tesi era la messa a punto di
un protocollo di elettrostimolazione in vitro, su cellule muscolari
scheletriche, che simulasse il danno ossidativo indotto da un esercizio fisico
condotto ad alta intensita, per testare |'efficacia antiossidante di nutrienti

mitocondriali come il coenzima Qip o simili.

Nonostante il sistema risulti ancora molto precario, a causa dell’alta
variabilita sperimentale riscontrata, i risultati ottenuti dal presente lavoro di
tesi rappresentano un buon punto di partenza per la sua ottimizzazione, sia

dal punto di vista tecnico che biochimico.

A tal proposito, la prosecuzione dello studio prevedera il trasferimento delle
informazioni finora acquisite su un modello di cellule immortalizzate umane
di muscolo scheletrico, il miglioramento di aspetti tecnici prettamente legati
al protocollo di high frequency e I'esplorazione di tecniche biochimiche
innovative in grado di sottolineare il danno ossidativo indotto dal sistema di
elettrostimolazione da solo o in combinazione con altri modelli come quello

di deprivazione del coenzima Q testato nel presente progetto di tesi.

Il sistema replicabile e ottimizzato sara quindi utilizzato per testare I'efficacia
antiossidante di svariati nutrienti mitocondriali sul muscolo scheletrico,
I'organo principalmente coinvolto nei meccanismi di signaling generati

dall’esercizio fisico.
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