UNIVERSITA DEGLI STUDI DI MILANO

SCUOLA DI DOTTORATO IN
SCIENZE MORFOLOGICHE, FISIOLOGICHE E DELLO SPORT
DIPARTIMENTO DI SCIENZE BIOMEDICHE PER LA SALUTE
DOTTORATO IN SCIENZE DELLO SPORT XXVII® CICLO

STUDIO DELL'EFFETTO PREVENTIVO DELLA METFORMINA
SUI DANNI ASSOCIATI ALLA SEDENTARIETA'
IN MODELLI MURINI

Dottoressa PAMELA SENESI
MATRICOLA R09753

TUTOR: PROF. LIVIO LUZI
COORDINATORE DEL DOTTORATO: PROF. LIVIO LUZI

ANNO ACCADEMICO 2013/2014



INDICE
ABSTRACT

1. INTRODUZIONE

1.1 Inattivita fisica e patologie associate

1.2 Metformina

1.2.1 Metformina: azione ipoglicemizzante

1.2.2 Metformina e AMPK

1.2.3 Altri mediatori molecolari dell'azione della Metformina
1.2.4 Ruolo della Metformina nel metabolismo lipidico

1.2.5 Metformina: nuovi impieghi farmacologici

1.2.6 Metformina e sindrome dell'ovaio policistico

1.2.7 Metformina e cancro

1.2.8 Metformina come farmaco anti-aging

1.3 Il muscolo scheletrico

1.3.1 La fibra muscolare

1.3.2 La miogenesi

1.3.3 I fattori di regolazione miogenici

1.3.4 Modificazioni della massa muscolare: Atrofia/Ipertrofia
1.3.5 Degradazione e sintesi proteica

1.3.6 Le cellule satelliti

1.3.7 Fattori di crescita coinvolti nella regolazione della massa muscolare

12

13

15

18

19

20

20

21

22

23

23

26

27

29

29

32

34




2. SCOPO DEL LAVORO
3. MATERIALI E METODI

3.1 Materiali

3.2 Modello Animale

3.2.1 Trattamento con METF in vivo

3.2.2 Valutazione della performance fisica

3.2.3 Prelievo dei tessuti

3.3 Modello cellulare

3.3.1 Condizioni di coltura C2C12

3.3.2 Induzione del processo di differenziamento C2C12

3.3.3 Trattamento con METF in vitro

3.3.4 Test di crescita e vitalita cellulare

3.3.5 Preparazione dei lisati cellulari da tessuti e da colture cellulari
3.3.6 Quantificazione della concentrazione proteica

3.3.7 Western blot: Preparazione dei campioni e corsa elettroforetica
3.3.8 Western blot: Immunoblotting

3.3.9 Immunofluorescenza su sezioni di tessuto e su colture cellulari

3.4 Analisi statistica

4. RISULTATI

4.1 Metformina e Sedentarieta: Studio in Vivo
4.1.1 Analisi delle variazioni di peso e glicemia

4.1.2 Valutazione della performance fisica

4.1.3 Andlisi dell'azione di METF a livello muscolare
4.1.4 Analisi dell'azione di METF a livello epatico
4.2 Metformina e sedentarieta: studio in vitro

4.2.1 Studio degli effetti della METF sulla crescita delle cellule

37

39

40
41
41
42
44

45
45
46
47
48
49
49
50
51
52
53

54

55
55

56
57
58
60

60




4.2.2 Studio dell'azione della METF su MyoD durante la fase proliferativa.

4.2.3 Studio degli effetti della METF sulla morfologia dei mioblasti
4.2 4 Studio dell'azione di METF nella formazione di neo miotubi

4.2.5 Studio dell'azione di METF sui pathway cellulari coinvolti nel

differenziamento

4.2.6 Studio dell'azione di METF sui miotubi neoformati

5.DISCUSSIONE
6.BIBLIOGRAFIA

Ringraziamenti

61
62
65

68
69

74

80

102

—



ABSTRACT

METFORMIN TREATMENT PREVENTS SEDENTARINESS INDUCED DAMAGES

IN MICE

Metformin (METF), historical antihyperglycemic drug, is a likely candidate for
lifespan extension, freatment and prevention of sedentariness damages, insulin
resistance and obesity. Skeletal muscle is a highly adaptable tissue, capable to increase
its mass in response to exercise and to regenerate new fibrils after damage. Aims of
this work were fo investigate METF ability to prevent sedentariness injury and enhance

skeletal muscle function.

Sedentary 12-weeks old C57BL/6 mice were treated with METF (250 mg/kg per
day, in drinking water) for 60 days. METF role on skeletal muscle differentiation was

studied in vitro using murine C2C12 myoblasts.

Muscular performance evaluation revealed that METF enhanced mice physical
performance. Tissues analysis indicated that in liver METF increased AMPK and
CAMKIT signaling, while inactivated ERKs, principal kinases involved in hepatic stress
conditions. In skeletal muscle, METF activated AKT, key kinase in skeletal muscle

maintenance.




In in vitro studies, Immunofluorescence and Western blot analysis showed that
METF did not modify the C2C12 proliferation capacity, while positively influenced the

differentiation process and myotube maturation.

Together, our novel results suggest that METF may have a positive action not
only on the promotion of healthy aging but also on the prevention of sedentariness

damages.




1. INTRODUZIONE




1.1 INATTIVITA FISICA E PATOLOGIE ASSOCIATE

L' epidemia di obesita e diabete di tipo 2 (T2DM) ha determinato una crisi globale
per la salute pubblica che minaccia le economie di tutte le nazioni, in particolare quelle
in via di sviluppo [1]. Alimentate dalla rapida urbanizzazione e da stili di vita errati, le
caratteristiche peculiari di queste due patologie hanno subito dei significativi
cambiamenti: da malattie dell'Occidente a malattie diffuse a livello globale; da
"malattie del benessere" a malattie che colpiscono anche i paesi pit poveri, ma
soprattutto da malattie dell'adulto-anziano a malattie che colpiscono sempre pil
soggetti giovani. Infatti negli ultimi anni si & osservato un incremento esponenziale del
numero di giovani che, divenendo obesi, mostrano una sintomatologia analoga a quella del

diabete mellito di tipo 2 [2].

L'inattivita fisica e un fattore chiave nello sviluppo dell'obesita e del diabete [3-
7]. Essa non solo rappresenta una delle principali concause dell'eziopatogenesi
dell'obesita e del diabete, bensi costituisce la quarta causa di morte nel mondo:
I'Organizzazione Mondiale della Sanita ha calcolato che circa 3,2 milioni di decessi ogni
anno sono attribuibili ad uno stile di vita sedentario [8-11]. Come si osserva in Fig. 1, la

mancanza di esercizio fisico & associato all'insorgenza di numerose e gravi patologie.




In particolare, la sedentarieta aumenta il rischio di sviluppare malattie
coronariche [12, 13]. Gia agli inizi degli anni 50, Morris et al. avevano osservato come
gli autisti degli autobus londinesi che praticavano sport mostravano un ridotto rischio
coronarico rispetto ai colleghi sedentari [14]. Negli ultimi decenni, numerosi studi hanno
dimostrato come [lattivita fisica non solo previene linsorgenza delle patologie
cardiache, ma costituisce anche un elemento fondamentale dei protocolli terapeutici

[15-18].

Il decremento della attivita fisica e stato associato, inoltre, ad un maggiore
incidenza di cancro [19,20]. Gli adulti che incrementano l'attivitd fisica in intensitd, in

durata e in frequenza, possono ridurre il rischio di sviluppare tumore al colon del 30-40




per cento rispetto alle persone sedentarie. Inoltre gli effetti protettivi sono maggiori
nelle persone che svolgono attivita fisica intensa [21-22]. Allo stesso modo, il rischio di
sviluppare un tumore al seno si riduce se si svolge regolarmente attivita fisica: le donne
fisicamente attive hanno un rischio di sviluppo del cancro al seno ridotto rispetto a
quelle inattive [23,24]. Anche se gli effetti dell'esercizio fisico non sono sufficienti a
riparare i danni del fumo, il movimento regolare & in grado di ridurre di circa il 20 per

cento anche il rischio di cancro al polmone [25].

Uno stile di vita sedentario e stato associato anche ad un maggior rischio di
sviluppare patologie neurologiche, mentre I'esercizio fisico e correlato alla prevenzione
delle demenze e, in particolare, della malattia di Alzheimer (AD) [26-28].
Recentemente, Lazarov et al. [29] hanno dimostrato come un semplice aumento di
attivita fisica sia in grado di ridurre i depositi celebrali della proteina amiloide: dopo
cinque mesi topi AD mantenuti in gabbie "arricchite" con attrezzi ginnici mostravano

una riduzione dei livelli di proteina amiloide.

Ma l'attivita fisica svolge un ruolo fondamentale anche nelle patologie a carico
dell'apparato locomotore: varie ricerche hanno evidenziato un significativo aumento del

rischio di osteoporosi e fratture nei soggetti sedentari [30, 31].

L'esercizio ¢ in grado di rallentare la perdita significativa di funzione e/o massa
muscolare [32]. La sarcopenia e definibile come una sindrome caratterizzata da una

progressiva e non specifica perdita e/o riduzione di massa muscolare e di forza di
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contrazione con un conseguente aumento del rischio di eventi avversi come disabilita

fisica e peggioramento della qualita di vita [33-35].

T principali meccanismi imputabili all'insorgenza e progressione del fenomeno
sarcopenico sono di hatura endocrina, neuro-degenerativa, nutrizionale, eta-correlati e
conseguenti al disuso muscolare. Questi meccanismi coinvolgono, fra futti, la sintesi
proteica, la proteolisi, I'integrita neuro-muscolare, la deplezione del pool delle cellule
staminali muscolari. Come risultato, la forza muscolare diminuisce di circa il 50 per
cento da 30 a 80 anni [36]. Un recente lavoro condotto su modelli murini ha dimostrato
gli effefti protettivi di un moderato programma di esercizio sui processi di
invecchiamento a carico delle cellule muscolari cardiache, scheletriche ed intestinali

[37].

Questa breve overview permetfte di comprendere come sia assolutamente
necessario contrastare stili di vita sedentari e individuare molecole capaci di mimare

e/o amplificare i benefici dell'esercizio.
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1.2 METFORMINA

La Metformina (METF) rappresenta il farmaco di elezione nel frattamento del

T2DM [38-40].

La METF e stata descritta per la prima volta nella letteratura scientifica nel
1922 da Emil Werner e James Bell, i quali la presentarono come un prodotto derivante
dalla N-N'-dimetilguanidina (Fig. 2). Soltanto nel 1929, tuttavia, fu reso noto il suo
effetto antiperglicemizzante, grazie agli studi di Slotta e Tschesche sui conigli. In
quegli anni, tuttavia, la ricerca riguardante la cura del diabete e dei suoi sintomi si era
focalizzata principalmente sulla diretta somministrazione di insulina, pertanto gli studi

di ricerca riguardanti la METF furono accantonati per oltre un decennio.

CHj

| H
H3C/NTNT
NH NH

Figura 2 Formula chimica della Metformina

NH-

Nel 1950, un medico filippino, Eusebio Y. Garcia, utilizzd la METF , da egli
chiamata “"Fluamina”, come farmaco antinfluenzale, ma evidenzio un'attivita diversa da
quella auspicata, ovvero rilevo come nei pazienti trattati vi fosse una spiccata riduzione

dei valori glicemici senza alcuna tossicita.
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Nel contempo, in Francia, nell'ospedale De La Pitié, il dietologo francese Jean
Sterne studiava le proprieta antiperglicemiche della Galegina, un alcaloide isolato dalla
pianta Galega Officinalis con struttura chimica simile a quella della METF. Solo qualche
anno dopo, lavorando nel laboratorio Aron di Parigi, egli venne a conoscenza degli effetti
ipoglicemizzanti riportati dagli studi di Garcia e decise di concentrare tutta la sua

ricerca al fine di comprendere tutti i possibili effetti primari della METF.

Sterne pubblico i risultati del suo studio nel 1957, descrivendo gli effetti
farmacologici e i possibili meccanismi di azione del farmaco. Egli, inoltre, conio il termine
"Glucophage”, che assume il significato letterale di “inglobatore di glucosio”. Dopo quasi
60 anni da quella pubblicazione, la METF & commercializzata in 90 paesi, ma hon sono
stati ancora chiariti completamente i suoi meccanismi d'azione e, soprattutto, futti i

target del farmaco.

1.2.1 Metformina: azione ipoglicemizzante

Sebbene il meccanismo d'azione non sia ancora del tutto elucidato, la METF svolge
la sua azione ipoglicemizzante soprattutto negli stati di insulino-resistenza (Fig. 3),
ripristinando la sensibilita dei tfessuti all'azione dell'insulina senza influenzarne
direttamente la secrezione. A livello del muscolo scheletrico promuove l'uptake di
glucosio mentre sopprime la produzione endogena di glucosio da parte del fegato,

regolando negativamente il processo di gluconeogenesi [39-42].
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—
| —



Figura 3 Meccanismo d'azione ipoglicemizzante della Metformina

L'azione della METF e stata attribuita, da ormai 15 anni, alla sua capacita di
inibire la funzionalita mitocondriale. Diversi lavori [43, 44] hanno provato come la METF
sia in grado di inibire il complesso I della catena respiratoria mitocondriale e,
conseguentemente, la gluconeogenesi aumentando il rapporto AMP/ATP. Durante lo
scorso decennio, questa azione inibente della METF & stata confermata da vari lavori

condotti su linee murine ed umane di epatociti [45, 46].

Inoltre, l'azione della METF sul complesso I della catena respiratoria & stata
osservata anche nelle cellule muscolari, endoteliali, nelle B-cellule ed in altri numerosi

tipi cellulari [47-49].

L'aumento del rapporto AMP/ATP attiva I'enzima AMP-Activated Protein Kinase

(AMPK) [50].

—t
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1.2.2 Metformina e AMPK

AMPK ¢& una proteina della famiglia delle serina-treonina chinasi, considerata il
principale sensore energetico cellulare. La sua attivazione & favorita da condizioni che

comportano deplezione energetica [50-53].

AMPK & un complesso trimerico composto da una porzione catalitica, la subunita
o ed una parte regolatoria, formata da due subunita, p e A. Questa proteina & altamente
conservata in tutti gli organismi: dal pit semplice come il lievito al pit complesso come
I'uomo, suggerendo il suo fondamentale ruolo nella regolazione energetica cellulare e,
soprattutto, come la formazione del complesso di tre subunita distinte sia un requisito
essenziale per il funzionamento della chinasi stessa. Nell'uomo, le subunita che
costituiscono AMPK sono codificate da sette geni (al, a2; p1, p2; A1, A2, A3) in grado di
formare almeno 12 a p A eterotrimeri, giustificando cosi la molteplicita dei ruoli

funzionali di questa proteina [54].

AMPK e attivata allostericamente da 5'-AMP. Tuttavia, il complesso resta inattivo
a meno che non venga fosforilato su un residuo di treonina, in posizione 172 (Thr-172),
nel segmento di attivazione della subunita catalitica. Poiché I'attivazione di AMPK &
inibita da alte concentrazioni di ATP, il sistema risponde non semplicemente ad un

aumento dell AMP ma anche all'aumento del rapporto AMP/ATP all'interno della cellula.

15
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Figura 4 Ruolo dell’AMPK nel mediare I'azione di METF

Il ruolo dell AMPK nel mediare l'azione della METF (Fig. 4) e stato inizialmente
supportato dall'osservazione che in epatociti primari, preventivamente trattati con un

inibitore della chinasi, la risposta alla METF & notevolmente diminuita [50].

Successivamente, si e visto che l'ablazione della chinasi a monte di AMPK, LKBI,
annulla gli effetti ipoglicemizzanti della METF in un modello di topi obesi [55]
contemporaneamente ¢ stato dimostrato come la via del segnale LKB1/AMPK controlla
la fosforilazione del fattore trascrizionale TORC2, regolatore chiave dell'espressione

dei geni coinvolti nei processi di gluconeogenesi. L' azione della METF su AMPK
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promuove, inoltre, il reclu

tamento di altri fattori di trascrizione legati alla

gluconeogenesi, tra cui i fattori di trascrizione CREB e SIRTI1 [56, 57].
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Figura 5 Meccanismi molecolari r

egolati da METF e coinvolti nell'inibizione della gluconeogenesi epatica.
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1.2.3 Altri mediatori molecolari dell'azione della Metformina

Negli ultimi anni, nuovi studi hanno suggerito ulteriori target molecolari,
mediatori dell'azione della METF. Infatti, un recente lavoro condotto in topi doppi KO
per le subunita catalitiche AMPKa1/2 e per la chinasi LKB1 ha dimostrato come queste
due proteine non siano necessarie alla METF per inibire la produzione epatica di glucosio
[58], indicando che la sola variazione del rapporto AMP/ATP possa mediare gli effetti

della METF sulla gluconeogenesi, senza attivazione dell AMPK [59].

Infatti, I'"AMP risulta essere un potente inibitore della fruttosio-1,6-
bisfosfatasi e, di conseguenza, |'aumento della sua concentrazione contribuisce

all'arresto della gluconeogenesi.

Inoltre, AMP inibisce l'adenilato ciclasi riducendo cosi la formazione di AMP

ciclico (cAMP) in risposta al glucagone [60].

Infine, proprio nell'ultimo anno, & stato proposto che la riduzione della
gluconeogenesi epatica da parte di METF potrebbe derivare da una inibizione diretta
della glicerofosfato deidrogenasi mitocondriale (mGPD), individuando un altro putativo

bersaglio mitocondriale del farmaco [61].
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1.2.4 Ruolo della Metformina nel metabolismo lipidico

La METF non solo riduce la produzione di glucosio ma promuove il metabolismo
lipidico. Molteplici evidenze dimostrano che la METF riduce i danni associati alla

steatosi epatica, migliorando il metabolismo lipidico [62, 63].

AMPK stimola l'uptake degli acidi grassi, inibisce la sintesi degli stessi e del
colesterolo mediante fosforilazione diretta degli enzimi acetyl-CoA carbossilasi,
coenzima A riduttasi e lipasi ormono-sensibile (Fig. 5). In aggiunta a cio, AMPK reprime
I'espressione e l'attivita di fattori di trascrizione come SREBP1c (Sterol Regulatory
Element-Binding Protein 1c). Da ultimo, l'attivazione di AMPK riduce la concentrazione
di malonyl-CoA nel citoplasma e facilita 'accumulo e 'ossidazione degli acidi grassi nei

mitocondri [51-53].
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1.2.5 Metformina: nuovi impieghi farmacologici

Negli ultimi anni, parallelamente agli studi che hanno in parte chiarito i
meccanismi ipoglicemizzanti della METF, sono emerse sempre maggiori evidenze che
indicano come questo farmaco possa essere utilizzato non solo nella terapia

antidiabetica ma anche nella cura di numerose altre patologie [41, 42].

1.2.6 Metformina e sindrome dell’'ovaio policistico

La sindrome dell'ovaio policistico (Polycystic Ovarian Syndrome-PCOS) & uno dei
disturbi endocrinologici pit comuni nelle donne in eta fertile, con una prevalenza stimata
tra il 4 ed il 12 per cento e rappresenta la causa pit frequente di infertilita legata ad
anovularieta cronica [64]. La PCOS é frequentemente associata ad una condizione di
insulino resistenza e, dal 1994, la METF ¢ stata proposta per il trattamento di questa
patologia dimostrandosi un farmaco efficace nella cura dell'infertilita causata dalla

PCOS [65].

1.2.7 Metformina e cancro

AMPK ¢ in grado di regolare il ciclo cellulare: usando fibroblasti embrionali
coltivati in assenza di glucosio si & osservato come AMPK sia in grado di arrestare le
cellule in fase G1/S, fosforilando p53 [66]. Inoltre, AMPK sembra essere coinvolta nella

down-regolazione della Ciclina D1 [67].

Parallelamente, AMPK influenza le proteine correlate al segnale di mTOR

(mammalian Target Of Rapamycin), molecola chiave nella sintesi proteica e nella
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crescita cellulare. Il segnale di mTOR risulta alterato in numerosi tumori. AMPK
fosforila TSC2, attivandolo, ed assieme alla proteina TSC1 agisce inibendo il complesso
di mTORC! [68]. In cellule tumorali, AMPK fosforila direttamente anche RAPTOR,
un'altra proteina associata a mTORC1, comportando una down-regolazione di mTOR e
una riduzione della fase S del ciclo cellulare[69]. In generale, AMPK agisce inibendo
I'attivita di mTOR, comportando una riduzione della sintesi proteica e della

proliferazione cellulare.

Sulla base della queste specifiche peculiarita di AMPK, si & studiato il possibile
uso della METF nella terapia anti tumorale [41, 70]. La METF risulta inibire la crescita,

in vitro, di numerose cellule tumorali attraverso |'attivazione diretta di AMPK [67, 71].

Dati epidemiologici ottenuti analizzando i pazienti affetti da T2DM hanno
evidenziato che soggetti trattati con METF hanno un'incidenza minore di sviluppare
cancro rispetto ai pazienti trattati con altri farmaci ipoglicemizzanti. Le osservazioni
raccolte da numerose meta-analisi hanno confermato che la METF riduce l'incidenza di

cancro di circa il 30-50 per cento [72, 73].
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1.2.8 Metformina come farmaco anti-aging

Negli ultimi anni, sempre maggiori dati sperimentali indicano come la METF possa
svolgere un ruolo fondamentale nel contrastare l'insorgenza di patologie legate all'eta,

favorendo l'aspettativa di vita (lifespan) [41, 73].

Inizialmente si e pensato alla METF come farmaco anti-aging vista la sua capacita
di attivare AMPK e quindi di mimare uno stato di restrizione calorica (CR) [74, 75].
Studi in numerose specie (lieviti, elminti, mammiferi) hanno mostrato come la
restrizione calorica (CR) sia in grado di ridurre l'incidenza e rallentare l'insorgenza di
patologie legate all'eta (malattie cardiovascolari e neurodegenerative), migliorare la

resistenza allo stress e decelerare il declino funzionale [76].

Con un recente lavoro, Martin-Montalvo et al. hanno corroborato questa ipotesi:
in topi anziani C57/BL6 la somministrazione di METF non solo incrementa l'aspettativa
di vita ma migliora anche la performance fisica [77]. Gli autori hanno sottolineato con
forza come, pur senza modificare I'apporto calorico, gli animali trattatati con METF
mostravano anche metabolicamente i benefici della restrizione calorica: una migliore
sensibilita insulinica, un minor contenuto di lipoproteine a bassa densita e di colesterolo.
Inoltre, gli stessi autori hanno osservato a livello molecolare la concomitante
attivazione di AMPK e la riduzione dello stress ossidativo e dello stato di infiammazione
cronica. Il ruolo della METF nella modulazione della risposta allo stress ossidativo, che
contraddistingue le alterazioni cellulari associate all'aging, e stata valutata anche

usando come modello sperimentale il nematode C.elegans [78].
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1.3 IL MUSCOLO SCHELETRICO

1.3.1 La fibra muscolare

I| tessuto muscolare scheletrico costituisce la muscolatura scheletrica di tutto
I'organismo; essa & un sincizio formato dalla fusione, durante lo sviluppo muscolare, di
elementi mononucleati detti mioblasti, che fondendosi formano la fibra muscolare o

miofibra.

La fibra muscolare scheletrica ha forma vagamente cilindrica (Fig. 6), in essa si
rilevano numerosi nuclei (anche centinaia) posti a ridosso del sarcolemma (si denomina

cosi la membrana cellulare delle cellule muscolari).
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Figura 6 Struttura della fibra muscolare
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La maggior parte del citoplasma della miofibra & occupata dalle miofibrille, lunghe
strutture cilindriche con un diametro compreso tra 1 e 3 mm, disposte lungo l'asse

maggiore della fibra, responsabili del fenomeno contrattile [79-81].

Ciascuna miofibrilla, ad un esame al microscopio a luce polarizzata, presenta una
striatura trasversale dovuta all'alternanza di bande chiare e scure. Le bande scure sono
birifrangenti o anisotrope, da qui il nome di bande A, mentre le bande chiare che
appaiono isotrope sono dette bande I. Ciascuna banda I & divisa in due parti uguali da
una linea pit scura trasversale detta disco Z. Al centro della banda A & presente una
zona piu chiara detta banda H attraversata centralmente da una linea trasversale, la
linea M. Il tratto compreso tra due dischi Z prende il nome di sarcomero e rappresenta

I'unitd strutturale e funzionale del tessuto muscolare scheletrico.

Le miofibrille sono costituite a loro volta da miofilamenti disposti
longitudinalmente e compenetranti tra loro: i miofilamenti spessi di miosina e i
miofilamenti sottili costituiti principalmente da actina. La striatura trasversale della
fibro-cellula striata & quindi dovuta alla particolare disposizione reciproca dei

miofilamenti [82].

Dal punto di vista funzionale, esistono due tipi di fibre muscolari: lente e veloci
[83]. Le prime sono anche dette fibre rosse perché i muscoli in cui prevalgono si
presentano di colore rosso scuro, a causa dell'abbondanza di mioglobina in questo tipo
di fibre e dell'elevato livello di capillarizzazione. Si presentano inoltre ricche di

mitocondri. Hanno la caratteristica di avere una maggior quantita di actina e di altre
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proteine, che costituiscono le linee Z, e un'"impalcatura" sarcomerica pit abbondante.
Le fibre veloci sono invece dette bianche perché i muscoli in cui preponderano si
presentano pitl chiari rispetto a quelli prevalentemente "rossi". Presentano quindi scarsa
mioglobina e capillarizzazione, oltre ad un minor numero di mitocondri, mentre
presentano abbondanti granuli di glicogeno. Le fibre bianche hanno diametro e
dimensioni maggiori delle rosse, come anche le loro giunzioni neuromuscolari. Dal punto
di vista enzimatico possiamo distinguere, in base all'attivita ATPasica. Le fibre di tipol
sono caratterizzate da bassa attivita ATPasica. Si contraggono lentamente e poco
infensamente e tollerano maggiormente la fatica (sono dunque in grado di mantenere la
contrazione per un periodo piuttosto lungo). Presentano grandi quantita di enzimi
mitocondriali e producono ATP prevalentemente tramite la glicolisi aerobica e la
fosforilazione ossidativa a essa associata. Le fibre di tipo2 sono caratterizzate da
elevata attivita ATPasica. Si contraggono rapidamente e intensamente ma tollerano
poco la fatica. Presentano grandi quantita di enzimi glicolitici e producono

prevalentemente ATP tramite la glicolisi anaerobica.
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1.3.2 La miogenesi

La miogenesi nei mammiferi & un fenomeno complesso, che avviene a partire dalle

prime settimane di sviluppo embrionale.

Cellule mesenchimali totipotenti danno origine a una popolazione di cellule
fusiformi mononucleate, chiamate mioblasti, che sono i precursori delle cellule
muscolari contrattili. T mioblasti progressivamente fondono a formare sincizi, i miotubi
[84, 85], che in seguito acquisiscono le caratteristiche morfofunzionali delle cellule
muscolari mature [86, 87]. La transizione da mioblasto precursore a fibra multinucleata
¢ finemente regolata dall'espressione di geni specifici del differenziamento terminale,
notevoli cambiamenti nella sintesi e nellaccumulo di proteine caratteristiche ed

evidenti cambiamenti morfologici.

Lo stadio finale della miogenesi & la maturazione della fibra muscolare: nei
miotubi contenenti centinaia di nuclei compaiono striature trasversali dovute
allassemblaggio delle miofibrille ed alla formazione dei sarcomeri. In vitro dopo pochi
giorni in coltura, in condizioni di differenziamento, i miotubi diventano eccitabili e
capaci di contrarsi spontaneamente. Inoltre, tale tipo di differenziamento &
irreversibile, infatti i miotubi differenzianti non possono essere indotti a rientrare nel
ciclo cellulare e proliferare anche se esposti ad alte concentrazioni di fattori di
crescita. Infatti, la proliferazione ed il differenziamento sono due processi cellulari
strettamente collegati, mutualmente esclusivi, posti sotto il controllo di specifiche

categorie di geni regolatori [88, 89].
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Figura 7 Schema esemplificativo del processo differenziativo. Ruolo dei MRFs.
Immagine adattata da Nature

1.3.3. I fattori di regolazione miogenici

Le proteine MRFs (Myogenic Regulatory Factors) sono espresse esclusivamente

in cellule della linea miogenica [90-92].

La famiglia di MRFs include quattro membri: MyoD (il capostipite della famiglia),
miogenina, Myf5 e Myf6, identificati sulla base della loro capacita di convertire

fibroblasti embrionali ed altre cellule non muscolari in mioblasti scheletrici [93-96].

I quattro MRFs vengono attivati in modo spazio-tempo regolato durante il

differenziamento miogenico [91-92].

MyoD sembra attivare il programma trascrizionale di geni muscolo-specifici, e
arresta in modo permanente il ciclo cellulare mediante l'inibizione di alcuni fattori di
trascrizione [97, 98]. Inoltre MyoD, insieme a Myf5, attiva la trascrizione di miogenina

che regola il differenziamento miogenico finale [99].
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L'espressione della miogenina & indispensabile per il differenziamento terminale
delle cellule e dell'attivazione del fattore di trascrizione MEF2 (Myocyte Enhancer

Factor 2) [100].

I fattori MEF2 sono espressi in molti tessuti, alcune isoforme vengono indotte
durante il differenziamento dei mioblasti, o in seguito all'espressione ectopica di MyoD
o miogenina. I fattori MEF2 contengono un dominio MADS-box e un dominio MEF2 che
cooperano hel mediare la dimerizzazione, il legame al DNA e l'interazione con co-fattori

specifici [101, 102],

Myf6 sembra avere un ruolo nella specificazione del fenotipo delle fibre
muscolari nella vita postnatale, e in particolare nel mantenere il fenotipo

lento/ossidativo [103, 104].

I MRFs inducono I'espressione di altri geni specifici del muscolo, quali le catene
pesanti della miosina (MyHC), l'a-actina, la tropomiosina, la troponina-C e la troponina-

L
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1.3.4 Modificazioni della massa muscolare: Atrofia/Ipertrofia

Anche la massa muscolare puo subire delle modificazioni in sequito a variazioni
dell'attivita contrattile o a patologie. Per esempio, prolungati periodi di inattivita dovuta
a immobilizzazione, disuso e denervazione provocano una progressiva atrofia,
caratterizzata dalla perdita di massa muscolare [105-106]. L'atrofia si manifesta con
perdita di peso che a sua volta puc essere attribuito o a riduzione dell'area trasversa
delle fibre o a diminuzione del numero delle fibre stesse. Al contrario, I'aumento di
attivita produce ipertrofia. Entrambi i fenomeni si possono ricondurre ad uno

sbilanciamento tra sintesi e degradazione proteica [107-110].

1.3.5 Degradazione e sintesi proteica

La sintesi proteica e regolata a molti livelli e comprende diversi meccanismi
intracellulari. AKT svolge un ruolo fondamentale nel processo di sintesi proteica,
configurandosi come il nodo principale per tale processo (Fig. 8) [108, 109]. A conferma,
¢ stato dimostrato che AKT e in grado di produrre ipertrofia nei muscoli di topi, che
esprimono selettivamente nel muscolo scheletrico una forma attiva [110]. Una dei pit
potenti fattori trofici del muscolo, IGF-I (Insulin Growth Factor-I), ¢ in grado di
determinare ipertrofia delle fibre muscolari stimolando la sintesi proteica tramite

I'attivazione dell'asse PI3K/AKT [106-108].

IGF-I ¢ in grado di attivare PI3K (Phosphatidylinositol 3 Kinase) che a sua volta

favorisce la fosforilazione e quindi I'attivazione di AKT. Una volta attiva, AKT fosforila
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una serie di substrati, fra cui proteine che mediano la sintesi proteica, la trascrizione

genica, la proliferazione cellulare e la sopravvivenza [111].

Uno dei bersagli di AKT ¢ la chinasi mTOR chinasi che, quando fosforilata, stimola
la sintesi proteica tramite due vie: I'attivazione della chinasi p70S6K e linibizione di
4E-BP1 (anche chiamato PHAS-1), rispettivamente un regolatore positivo e uno negativo

del processo di sintesi [106-108,112].

AKT determina la fosforilazione anche di 6SK3-p (Glycogen Synthase Kinase 3-
p) causandone l'inattivazione e quindi rimuovendo il blocco per il fattore d'inizio eIF2B

[108, 113-114].

Se da una parte AKT stimola la sintesi proteica, agendo su mTOR e GSK3-p,
dall'altra ¢ in grado di inibire la degradazione proteica (Fig. 8). L'attivazione della via
PI3K/AKT provoca, infatti, la fosforilazione delle proteine FOXO, una famiglia di
fattori di trascrizione, i cui vari membri (FOXO1, FOXO3, FOXO4) risultano implicati
nella regolazione di geni bersaglio coinvolti nel metabolismo, nel ciclo e nell'apoptosi
cellulare [114]. La forma defosforilata di FOXO nel nucleo risulta associata all'arresto
della crescita e all'apoptosi. AKT fosforilando FOXO ne provoca l'uscita dal nucleo e
quindi l'inibizione delle funzioni trascrizionali [115]. L'attivita di FOXO1 risulta maggiore
in muscoli atrofici e la sovra-espressione di FOXO1 determina una perdita di massa
muscolare associata ad una maggior espressione di Atroginl e MuRF1, come pure la

sovra-espressione di FOXO3 risulta associata ad atrofia e sovraespressione di Atroginl
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[116]. Quindi AKT e in grado di inibire la degradazione proteica in quanto, bloccando

I'attivita delle FOXO, riduce I'espressione di Atroginl e MuRF1 [117].

Se durante l'ipertrofia si riscontra un'attivazione della via PI3K/AKT, durante
l'atrofia accade il contrario. Infatti, sia in vivo che in vitro si riscontra una minore
fosforilazione di AKT e, quindi, una minore attivita di p70S6K e una maggiore attivita
di 4E-BP1, con conseguente blocco della sintesi e una maggiore degradazione proteica

dovuta proprio ad un incremento dell'espressione di MuRF-1 e Atroginl [108, 115, 117].
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Figura 8 Cascata del segnale dell'atrofia e dell'ipertrofia muscolare.
................ Tratto da Annu. Rev. Biochem.
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1.3.6 Le cellule satelliti

Le cellule satelliti (SC) rappresentano un pool di cellule staminali miogeniche
localizzato tra la lamina basale e la membrana plasmatica delle fibre muscolari
scheletriche. Esse sono responsabili della crescita e della rigenerazione del muscolo
adulto [117]. Questa popolazione é stata descritta per la prima volta nel 1961 da Mauro
nel corso di uno studio di microscopia elettronica sulla regione periferica di miofibre
scheletriche di rana [118]. La definizione di "satelliti" deriva quindi dalla loro peculiare
posizione anatomica, indipendentemente dalle loro funzioni o dal profilo di espressione

genica.

Nel muscolo adulto in condizioni fisiologiche le SC si trovano in uno stato di
quiescenza [119]. Tuttavia, in risposta a stimoli quali traumi muscolari, ipertrofia da
carico e esercizio di resistenza, esse vengono attivate e rientrano cosi nel ciclo
cellulare, proliferano e migrano dalla loro posizione sulla miofibra verso le zone
danneggiate. Tale attivazione porta anche all'espressione di marcatori miogenici
specifici che regolano e caratterizzano il differenziamento muscolare e alla

trasformazione delle cellule satelliti in precursori miogenici attivati.

Per identificare le cellule satelliti sono stati condotti studi ultrastrutturali e,
recentemente, l'individuazione di marcatori molecolari come Pax7 (Paired Homeobox
Transcription Factor 7) ha permesso la loro caratterizzazione attraverso tecniche

molecolari e di immunofluorescenza [120].
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Nello stato di quiescenza le cellule satelliti esprimono Pax7, poi una volta che

vengono attivate iniziano a esprimere i MRFs.

Il primo di questi fattori ad essere attivato € Myf5, la cui espressione é rilevabile
nel 90% delle cellule satelliti aderenti alle fibre [120-121] e che & coinvolto
nell'attivazione e nella proliferazione di precursori muscolari. Rapidamente si elevano
anche i livelli di espressione di MyoD [122], il cui ruolo & di promuovere il

differenziamento muscolare e di bloccare la proliferazione [123].

Miogenina é implicata nell'ultima fase del differenziamento sia durante lo sviluppo
[124] che durante processi rigenerativi [125], e in particolare nella formazione di
miotubi e miofibre mature a partire da mioblasti [126]. Infine Myf6 ha un ruolo
peculiare nel differenziamento terminale di precursori muscolari per dare origine a

miofibre completamente differenziate [127].

La rigenerazione del muscolo scheletrico & un processo finemente orchestrato,
che implica l'attivazione delle cellule satelliti, la loro proliferazione e il loro
differenziamento. Queste fasi sono, anche, regolate da meccanismi che coinvolgono
interazioni cellula-cellula, cellula-matrice come pure la secrezione di fattori
extracellulari. Il danno muscolare determina, infatti, il rilascio di molecole
biologicamente attive nello spazio extracellulare, come dimostrato dalla presenza di
mitogeni per le cellule satelliti nel siero estratto da un muscolo danneggiato, ma non da

un muscolo integro.
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1.3.7 Fattori di crescita coinvolti nella reqgolazione della massa muscolare

Numerosi studi hanno messo in evidenza che fattori presenti nel muscolo
danneggiato sono in grado di mantenere un equilibrio tra crescita e differenziamento

delle cellule satelliti, necessario per il recupero della normale architettura muscolare.

Il muscolo & una fonte dei fattori di crescita IGF-I e IGF-II, che agiscono in
modo autocrino/paracrino durante la rigenerazione [128]. IGF-I e IGF-II controllano
I'infiammazione, favorendo una pit rapida risoluzione dell'evento infiammatorio e
riducendo la fibrogenesi, mentre modulano il livello di espressione degli MRFs nelle
cellule satelliti, favorendo la proliferazione e il differenziamento [129]. L'aumento di
IGF-I nel muscolo e associato anche a ipertrofia, dovuta ad un incremento della sintesi
proteica e ad una maggior attivazione delle cellule satelliti, che provvedono a rifornire
le fibre di nuovi mionuclei. Questi effetti sono mediati da diverse vie di segnale, come
PI3K/AKT/mTOR che determina sia 'aumento della sintesi proteica sia la sopravvivenza

cellulare [108].

Durante le prime fasi della rigenerazione l'espressione di HGF (Hepatocyte
Growth Factor) risulta aumentata in maniera proporzionale all'estensione dell'area
interessata dal processo [130, 131], ma con il progredire della rigenerazione la sua
concentrazione diminuisce, suggerendo un suo particolare coinvolgimento durante gli
eventi iniziali. HGF ¢ rilasciato anche dalla matrice extracellulare in seguito al
danneggiamento della lamina basale. In particolare, lo stiramento o la rottura della

lamina basale causa I'attivazione di NOS (Nitric Oxide Synthase) e la produzione di NO,
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che farilasciare HGF dalla matrice extracellulare [132]. HGF agisce direttamente sulle
cellule satelliti, sul recettore specifico c-met, espresso sia dalle cellule quiescenti sia

dalle attivate [133].

FGF-2 é un altro possibile candidato nella regolazione dell’attivita delle cellule
satellite durante la rigenerazione. FGF-2, infatti, & particolarmente efficace in vitro
sull’attivazione dei mioblasti. E inoltre presente nella membrana basale che avvolge i
miotubi durante lo sviluppo e quando sono maturi [134]. Benché le proteine FGF possano
non giocare un ruolo critico nell'attivazione delle cellule satellite durante la
rigenerazione muscolare, il loro ruolo potrebbe risiedere nel processo di ri-

vascolarizzazione grazie alle loro riconosciute proprieta angiogeniche [135].

I fattori di crescita della famiglia TGF-p sono importanti citochine che regolano
la crescita cellulare. TGF-p si lega a recettori della membrana cellulare che attivano la
fosforilazione delle proteine SMAD e che traslocano nel nucleo, dove innescano
I’attivazione dei geni bersaglio in base allo stato cellulare. I membri della famiglia TGF-
p sono stati identificati a lungo come modulatori dell’attivita dei mioblasti poiché in

grado di inibire sia la proliferazione sia il differenziamento [136].

Anche le protein chinasi Ca®*-calmodulina dipendente (CAMK) sono in grado di
controllare lattivita di MEF2 e di influenzare il fenotipo muscolare. L'attivita
trascrizionale di MEF2 é regolata dai membri della famiglia delle proteine di HDAC IT
(Class ITI Histone Deacetylase), che formano dei complessi con MEF2 nel nucleo [137].

La fosforilazione di HDAC ne determina la traslocazione dal nucleo al citoplasma e
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attiva MEF2. Durante la stimolazione, l'incrementata attivita di MEF2 & appunto
associata ad una traslocazione di HDAC nel citoplasma. La chiave di questo meccanismo

e la fosforilazione di HDAC ad opera delle CAMK [138].

Due chinasi, CAMKII e CAMKIV, sembrano giocare un ruolo importante nella
plasticita muscolare. Studi in vivo hanno dimostrato che la corsa stimola l'attivita di
CAMKIT [139], mentre studi in vitro suggeriscono che sia coinvolta nell'attivazione del
promotore della MyHC 2A [140], indicandone un ruolo nella trasformazione tra le

isoforme rapide delle MyHC, durante I'allenamento di resistenza.

Inoltre, vi sono evidenze sperimentali che indicano una stretta relazione tra la
forma attiva di CAMKIV e la biogenesi mitocondriale, dovuta ad una maggiore
espressione di PGC-1a (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y Coactivator-1a),
il principale regolatore della biogenesi stessa [141]. PGC-1a attiverebbe la trascrizione
in cooperazione con MEF2, confermando che il rimodellamento richiede un effetto

combinato di pit fattori di trascrizione, bersagli di altrettante vie di segnale.

T vari fattori di crescita (in particolare HGF e FGF) attivano le cellule satelliti
stimolando le MAPK chinasi che contano almeno 4 famiglie principali (ERK, c-jun, ERK5
e p38), di cui e ormai noto il ruolo nel controllo sia positivo che negativo della miogenesi
[142]. Ap38o/p e a p38y in particolare sono stati attribuiti ruoli chiave sia nel controllo
dell'attivazione e della successiva proliferazione che del differenziamento dei

precursori miogenici adulti [143].
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2. SCOPO DEL LAVORO
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L'inattivita fisica e un fattore chiave nello sviluppo sia dell'obesitd che del
diabete. Uno stile di vita sedentario non rappresenta solo una delle principali concause
dell'eziopatogenesi di queste patologie, ma costituisce la quarta causa di morte nel
mondo, incrementando i principali meccanismi coinvolti nell'insorgenza delle malattie
cardiache, neurodegenerative e tumorali [4, 8, 11]. In particolare, la sedentarieta svolge

un ruolo fondamentale nel velocizzare il fenomeno sarcopenico [33].

La Metformina, che rappresenta il farmaco di prima scelta nel trattamento del
T2DM, negli ultimi anni e stata proposta come farmaco anti-aging, data la sua capacita
di regolare negativamente lo stress ossidativo e di attivare la protein chinasi AMPK

[38-42, 50-53].

Sulla base degli effetti cellulari e molecolari della Metformina, in questo lavoro
di ricerca si é voluto valutare la capacita del farmaco di prevenire i danni prodotti
dall'inattivita fisica in topi giovani. In particolare I'attenzione é stata focalizzata sul
ruolo svolto dalla Metformina nel mantenimento della performance fisica e, in generale,

dei processi di formazione e regolazione della massa muscolare scheletrica.
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3. MATERIALI E METODI
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3.1 Materiali

Tutti i reagenti utilizzati sono stati acquistati dalla ditta Sigma Chemical Co.
(MO, U.S.A)

Sono stati usati i seguenti anticorpi primari prodotti dalla Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, U.S.A.): AKT (C-20), CAMKITI (M-176), Calnexina
(H-70), ERK1 (K-23), ERK2 (C-14), GAPDH (FL-335), MyoD (C-20) Miogenina (D-10),
MyHC (H-300), Myf5 (c-20), N-Caderina (H-63), p70S6 (C-18), SOD2 (FL-222),
pERK1/2 (E-4-4) pp70S6 (sc-7984). Gli anticorpi primari specifici per fosfo-AKT
(Ser473) (D9E) XP™ e fosfo-AMPK alpha (Thr172) (40H9) sono stati forniti dalla ditta
Cell Signaling Technology (Maryland, U.S.A.); mentre lanticorpo coniungato per
Falloidina (Alexa Fluor® 488 Phalloidin molecular probes-Invitrogen) & stato fornito
dall'azienda Life Technologies Italia. Per le analisi di Western blot o di
Immunofluorescenza sono stati utilizzati anticorpi secondari Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, California, U.S.A.) rispettivamente coniugati con perossidasi, rodamina o

FITC.
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3.2 Modello Animale

Gli esperimenti sono stati condotti su 10 topi maschi C57BL/6. Durante il
protocollo sperimentale gli animali sono stati stabulati in singola gabbia, mantenuti in un
ciclo di luce-buio di 12 ore alla temperatura di 22 + 2°C e umidita del 65% costanti. E'
stato loro fornito loro cibo standard per roditori e l'accesso all'acqua era libero.

Le variazioni ponderali e di glicemia sono stata monitorate settimanalmente per
tutto il periodo dell'esperimento. In dettaglio, la concentrazione plasmatica di glucosio
¢ stata determinata mediante un glucometro (Breeze2, Bayer, Basilea, Svizzera)
effettuando dei micro prelievi di sangue dalla vena della coda.

Tutti gli esperimenti sono stati approvati dal comitato etico della nostra
istituzione e sono stati condotti rispettando tutti le linee guida indicate dalle direttive

nazionali ed internazionali.

3.2.1 Trattamento con METF in vivo

Dopo le prime due settimane di ambientazione in stabulario, alla 12 settimana di
vita i topi sono stati randomizzati in due gruppi: il gruppo trattato con METF e il gruppo
controllo (CONTR). La METF (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, U.S.A)) & stata
aggiunta all'acqua per 60 giorni. Sulla base dei dati farmacocinetici presenti in
letteratura e stata scelta la dose di 250 mg/kg/die METF, corrisponde a quella
normalmente somministrata agli uomini [144-145]. Ai topi controllo & stata

somministrata acqua non implementata con METF. La somministrazione di METF non ha
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influenza il senso di sete: il consumo quotidiano di acqua e stato di circa 7 ml in entrambi
i gruppi, in linea con i dati presenti in letteratura e con i risultati uno studio pilota
effettuato nei giorni precedenti all'inizio dell'esperimento [146].

Ogni giorno e stata cambiata I'acqua ad entrambi i gruppi. La dose di METF &
stata aggiustata quotidianamente sulla base di quanto era stato bevuto e

settimanalmente in base la peso. (Fig. 9A).

3.2.2 Valutazione della performance fisica

La performance fisica degli animali e stata valutata all'inizio e alla fine
dell'esperimento mediante un test incrementale submassimale su treadmill. E' stato
utilizzato un treadmill motorizzato a cinque corsie, equipaggiato con un'unita elettronica
di controllo (2biological Instruments, Italia) e una griglia elettrificata all'estremita
opposta al senso di marcia (Fig. 9B). L'intensita dello shock elettrico era di 0.4 mA per
stimolare blandamente gli animali. L'inclinazione del treadmill era di 0° (nessuna
inclinazione) per i primi 5 min ad una velocita di O m/min in modo da permettere
I'acclimatazione degli animali al tappeto.

La corsa iniziava con un'inclinazione di 15° gradi a una velocita bassa di 10 m/min,
equivalente alla normale velocita di locomozione dei topi, e veniva incrementata ogni 1.5
min. La corsa continuava fino all'esaurimento, definita come l'inabilita al mantenimento
della velocita di corsa nonostante il contatto ripetuto con la griglia elettrica. Gli animali

sono stati tolti dal treadmill se restavano per pit di 5 sec sulla griglia senza tentare di
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reingaggiarsi nella corsa. Il tempo all'esaurimento era registrato automaticamente
dall'inizio della sessione di corsa [147].

Preliminarmente & stato osservato come i topi erano capaci di correre sul
treadmill secondo le velocita del protocollo in uso nel protocollo utilizzato, senza segni
osservabili di stress.

A topi maschi C57BL/6
(eta 12 settimane)

}

/ \

J Trattamento: 60 giorni '
/' Settimanalmente: controllo peso e glicemia
\

\

' Inclinazione 15°/ogni 1' 30" incremento velocita B
—

Velocita (m/min)

Figura 9. Protocollo sperimentale per il trattamento con METF in vivo.

A. Schema del lavoro. B. Test di valutazione della performance fisica.
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Sulla base dei dati diretti ottenuti dal test (tempo di corsa, velocita massima raggiunta)
e stato stimato il consumo VO2 max secondo il protocollo da Heydal et al. nel 2007

[148].

3.2.3 Prelievo Tessuti

Alla fine dell'esperimento gli animali sono stati sacrificati tramite dislocazione
cervicale; i muscoli gastrocnemio e femorale ed il fegato sono stati prelevati e
immediatamente congelati in azoto liquido, successivamente sono stati conservati per

le ulteriori analisi a -80°C.
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3.3 Modello cellulare

La linea cellulare di mioblasti murini C2C12, derivata da cellule satelliti isolate da
muscolo rigenerante di topo adulto & conosciuta come modello standard per lo studio
del differenziamento muscolare. Queste cellule muscolari in coltura forniscono, infatti,
un eccellente modello per lo studio del differenziamento miogenico in vitro poiché tale
processo risulta facilmente inducibile attraverso la composizione del mezzo di coltura
e controllabile attraverso il monitoraggio dei fattori di frascrizione legati al
differenziamento (MRFs) [149, 150].

Il processo di differenziamento dei mioblasti C2C12 in vitro mima la miogenesi:
sostituendo a mioblasti sub confluenti il siero fetale bovino normalmente presente nel
terreno di crescita, con siero di cavallo, a pit basso contenuto di mitogeni, tali cellule

smettono di proliferare, si allineano e si fondono dando origine a miotubi maturi [151].

3.3.1 Condizioni di coltura €C2C12

N

La linea cellulare di mioblasti murini immortalizzati C2C12, & stata fornita
dall'European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC).

Le C2C12 in proliferazione sono state coltivate in terreno GM cosi composto:
DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) ad alta concentrazione di glucosio (4.5 g/I),
penicillina 100 U/ml, streptomicina a 100 pg/ml, 1% L-glutammina e 20% (v/v) di siero
fetale bovino (FBS). Al fine di evitare linizio del processo spontaneo di

differenziamento, che si osserva quando si raggiunge il 70% di confluenza, le cellule
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sono state mantenute ad una confluenza del 40-50%. Le cellule in coltura sono state
mantenute in un incubatore termostatato a 37° C, 80% di umidita ed una concentrazione
di CO2 pari al 5%. Ogni giorno & stata valutata al microscopio ottico la morfologia delle

cellule e la loro densita.

3.3.2 Induzione del processo di differenziamento C2C12

Per indurre il differenziamento, le cellule, al raggiungimento del 70% di
confluenza, sono state trasferite dal terreno GM al terreno di differenziamento (DM),
che differisce dal primo esclusivamente per il tipo di siero: siero di cavallo (HS) al 1%
(v/v). Nel nostro modello cellulare, i primi miotubi appaiono nelle prime 24 e a 72 ore
(h) l'intero processo differenziativo ¢ completato con la formazione dei neo miotubi
[152]. Il terreno e stato cambiato ogni giorno. L'intero processo differenziativo si
completa in 72-96h, durante questo periodo la morfologia cellulare viene osservata al

microscopio ottico giornalmente.
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3.3.3 Trattamento con MEFT in vitro

T miociti proliferanti, durante il differenziamento e i miotubi neoformati sono
stati trattati con 400 um METF. Nelle rispettivi controlli la METF non & stata aggiunta
al medium. In Fig. 10 sono riportati gli schemi di trattamento, con l'indicazione della
percentuale di confluenza e i tempi di frattamento. Sulla base degli studi di

farmacocinetica la somministrazione con METF e stata ripetuta ogni 8 ore [40, 153].

Fase proliferativa

©° &
7. 24 48 72 h
Miociti A S N i
== ° oM
® . ......... ....... . .....
- METF:-4001M
DM

MyoD/Myf5

Fase differenziativa

Miotubi Precoci

myHe) 8¢ o
¢ @
Myog/Myf6
v
Fase Post differenziativa
- <
v s &0“(\0 24 h
. . . q}i
Miotubi maturi A\ |
(MyHC+)

Figura 10 Schema dei trattamenti METF in vitro.
Per ogni fase é stata indicata la durata del trattamento e la densita cellulare.
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3.3.4 Test di crescita e vitalita’' cellulare

Allo scopo di ottenere una curva di crescita cellulare, & stato valutato il numero
di cellule per piastra attraverso un conteggio in presenza di una colorazione vitale con
il colorante Trypan Blue.

I mioblasti proliferanti sono stati seminati in piastre di petri della dimensione
60mm x 15mm ad una confluenza del 40%. Sono state valutati gli effetti dello stimolo
alla crescita prodotto dal solo GM, dal GM supplementato con METF e dal medium DM.
L'esperimento & stato condotto fino al raggiungimento da parte delle cellule di controllo
dello stato di sub-confluenza. Ogni giorno le cellule sono state tripsinizzate e contate
mediante emocitometro al microscopio ottico. Il numero di cellule morte & stato
determinato mediante colorazione con Trypan Blue (in soluzione allo 0.4% w/v),
colorante che penetra per diffusione attraverso la membrana cellulare delle cellule
morte che cosi assumono una caratteristica colorazione blu, mentre le cellule vive si
presentano tondeggianti e translucide. La vitalita cellulare é stata calcolata come

rapporto delle cellule vitali sul numero totale di cellule.
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3.3.5 Preparazione dei lisati cellulari da tessuto e da colture cellulari

T tessuti ancora congelati sono stati posti in tubi contenenti un‘adeguata quantita
di tampone di lisi e sono stati omogeneizzati per pochi secondi con un omogeneizzatore
(Ultra Turrax T25, Janke & Kankel) e incubati per 45 min in ghiaccio agitando di volta

in volta.

Per la preparazione degli estratti cellulari le cellule in coltura sono state lavate
due volte in PBS, staccate meccanicamente in presenza del fampone di lisi. Le cellule
sono state mantenute in ghiaccio per circa 1 ora, agitando di tanto in tanto.
Sia per la preparazione dei lisati da tessuti che da cellule & stato usato come tampone
di lisa il RIPA buffer implementato con gli inibitori delle proteasi (50 mM Tris/HCl, pH
7.4, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 1 mM Sodio Ortovanadato (Na3VOas), 1 mM EDTA,
1 mM PMSF, 1 mg/ml aprotinina, 1 mg/ml leupeptina, 1 mg/ml pepstatina. Dopo un'ora
sono state eliminate dai campioni le sospensioni insolubili mediante centrifugazione a

12,000 x g per 30 minuti, il surnatante & stato raccolto e conservato a -20° C.

3.3.6 Quantificazione della concentrazione proteica dei lisati cellulari

Le proteine totali contenute nei vari campioni esaminati sono state quantificate
usando il kit commerciale Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology,
Rockford, lllinois, U.S.A.). Questa metodica si basa sul fatto che in condizioni alcaline

gli ioni rame Cu®* formano un complesso con i legami peptidici delle proteine e vengono
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ridotti a Cu’. L'acido bicinconinico (BCA) in condizioni alcaline & un reagente altamente
sensibile, stabile e specifico per il Cu*, e forma con esso un composto di color porpora
la cui intensita e proporzionale alla quantita di proteina presente. L'assorbanza é stata
determinataa 562 nm, mediante uno spettrofotometro (Ultrospec 2100 pro, UV/Visible
Spectophotometer, Amersharm Pharmacia Biotech). Il valore della concentrazione &
stato estrapolato da una retta di taratura costruita utilizzando campioni di albumina di

siero bovino a concentrazione nota.

3.3.7 Western blot: Preparazione dei campioni e corsa elettroforetica

Aliquote dei campioni corrispondentia 30 o 50 pg di proteine sono state separate
in SDS-PAGE. I campioni sono stati ridotti mediante nel tampone di caricamento di 2-
B-mercaptoetanolo. I campioni sono stati bolliti per 5 minuti al fine di permettere la
denaturazione completa delle proteine e successivamente caricati sul gel di acrilamide/
bis-acrilamide a 8%, 10% o 15% a secondo del peso molecolare della proteina che si
voleva studiare. La corsa elettoforetica & stata condotta in condizioni denaturanti ad
una corrente costante di 130 V in celle Mini-Protean (Bio-Rad, California, U.S.A.) per

circa 1 ora e 30 min.
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3.3.8 Western blot:Immunoblotting

Al termine della corsa elettroforetica le proteine separate in SDS-PAGE sono
state trasferite su membrane di nitrocellulosa (Protran®, Whatman ® Schleicher &
Schuell) come descritto [154].

Le membrane sono state incubate overnight in una soluzione di Tris Buffered
Saline (TBS) + 0.1 % (v/v) Tween 20 (TBS-T) contenente latte in polvere al 5% (w/v)
per saturare i siti di legame aspecifici. Dopo aver effettuato alcuni lavaggi in TBS-T, le
membrane sono state incubate con gli specifici anticorpi primari e dopo con gli anticorpi
secondari specie-specifici coniugati con perossidasi. Tutte le incubazioni sono state
eseguite sotto agitazione costante.

Dopo lavaggi in TBS-T, si & proceduto alla rivelazione delle bande tramite tecnica
ECL (Enhanced Chemiluminescence) utilizzando un chemiluminescente (Amersham
Pharmacia Biotech, New York, U.S.A.) ed esposizione su lastre fotografiche
Hyperfilm™ (Amersham Bioscience Biotech, New York, U.S.A.), sottoposte a sviluppo e
fissaggio con liquidi fotografici (KODAK) in camera oscura.

La quantificazione delle bande ¢é stata effettuata mediante un'analisi
densitometrica utilizzando il programma informatico Scion Image Software (Scion
corporation, Maryland, U.S.A.). Allo scopo di verificare l'effettiva concentrazione
proteica analizzata per ogni campione, sono stati scelti dei controlli interni
rappresentati dalle proteine Calnexina e GAPDH.

I dati ottenuti sono stati presentati come fold-change (FC) rispetto al controllo.
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3.3.9 Immunofluorescenza su sezioni di tessuto e su colture cellulari

I| tessuto epatico di interesse fissato in OCT & stato tagliato in sezioni sottili
(circa 7-8 ym) tramite un criostato (CM 1850, Leica) alla temperatura di circa -25° C.

Le sezioni sono state poste su vetrini (Superfrost) e conservate a -20° C.

Le cellule, invece, sono state fissate in paraformaldeide al 4% (PFA 4% w/v) in

PBS a pH 7.4 e conservate in PBS contenente NaNs allo 0.02% (w/v) a 4°C.

Il protocollo utilizzato per le reazioni di immunofluorescenza su sezioni e uguale
a quello utilizzato per le cellule: i campioni sono stati incubati con PBS contenente bovine
serum albumine (BSA) al 1% (w/v) e Triton X-100 (TX-100) allo 0.2% (w/v) per 30 minuti
a femperatura ambiente per permeabilizzarle e bloccare i siti di legame aspecifici con
i quali l'anticorpo potrebbe interagire. Le cellule sono state quindi incubate con gli
anticorpi primari e successivamente con lo specifico anticorpo secondario coniugato con
Rodamina. I nuclei sono stati colorati con una soluzione di DAPI (4',6-Diamidino-2-

fenilindolo cloridrato) e i vetrini sono stati montati mediante I'uso del Moviol.

Le sezioni di tessuto o le cellule sono state osservate mediante l'uso di un
microscopio a fluorescenza (Nikon Eclipse 50T microscopy, Nikon Instruments Europe
BV, Olanda) software collegato ad un analizzatore di immagini Nis-Elements D software
(Nikon Instruments Europe BV, Olanda), per lo studio delle modificazioni morfologiche
e i parametri dimensionali. Le immagini ottenute sono state in seguito analizzate

mediante |'impiego del programma informatico Adobe® Photoshop® CS4.
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3.4 Analisi statistica

Tutti i dati presentati sono stati ottenuti da almeno tre prove sperimentali. Le
analisi statistiche sono state condotte utilizzando il metodo statistico del t-test. I dati
sperimentali sono stati presentati come media + deviazione standard. I risultati sono

stati considerati statisticamente significativi se p < 0.05.
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4. RISULTATI
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4.1 Metformina e sedentarieta: Studio In Vivo

4.1.1 Analisi delle variazioni di peso e glicemia

Al fine di valutare, in vivo, la capacita della METF di contrastare i danni provocati
dall'inattivita fisica 10 topi C57BL/6 sono stati mantenuti in condizioni di assoluta
sedentarieta, in assenza di qualsiasi forma di esercizio. Meta degli animali sono stati
trattati con una dose di 250 mg/Kg/die di METF per 60 giorni, mentre l'altra meta ha
costituito il gruppo controllo (CONTR) (Fig. 9).

Il controllo settimanale del peso ha evidenziato come METF non alteri il peso
dell'animale (Fig. 11A). In entrambi i gruppi e stato osservato un aumento ponderale di
simile entita tra l'inizio e la fine dell'esperimento, ma non tra i due gruppi. Anche la

glicemia non ¢ influenzata dal trattamento con METF (Fig. 11B).

Peso
A 35 -
o 30 4
25 -
Glicemia
g 200 - 200 4
S 100 - 100 -
0 - R 0 -
o] 60° giorno 0 60° giorno

Figura 11 Peso e valori glicemici misurati settimanalmente nei topi controllo e trattati. *p<0.05.
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4.1.2 Valutazione della performance fisica

La valutazione della performance fisica, effettuata mediate test incrementale
submassimale su freadmill, ha rilevato come nei topi con METF si registra un
significativo aumento del tempo di corsa e quindi della velocita massima raggiunta (Fig.

12).

Valutazione della performance fisica
Test submassimale incrementale su treadmill
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Figura 12 I| test submassimale con il treadmill mostra come il trattamento con METF migliori la performance
muscolare. *p<0.05
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Le misure indirette del lavoro e del volume massimo di ossigeno (VOazmax)
sottolineano, quindi, come il frattamento cronico con METF sia stato in grado di
migliorare la capacitd muscolare nonostante la condizione di estrema sedentarieta e
I'invecchiamento del topo che, come & noto, e associato ad una minore resistenza

all'esercizio [33].

4.1.3 Analisi dell'azione di METF a livello muscolare

Al fine di comprendere con quale meccanismo d'azione la METF riesca a
contrastare a livello muscolare i danni indotti dalla sedentarietd, & stato valutato il
grado di attivazione della chinasi AKT, regolatore cruciale della massa muscolare [106-
110]. Come mostrato in Fig. 13, un significativo aumento del grado di attivazione di AKT
caratterizza il muscolo gastrocnemio dei topi stimolati con METF rispetto al controllo.

Inoltre, anche nel bicipite femorale si osserva un tendenziale aumento dell'attivita di

AKT.
pAKT/AKT pAKT/AKT bicipite
¥ & ¥ & astrocnemio femorale
F &L s & L&« R
¢’ v ¢’ Y * 20 -
PAKT-—- —_——— — &3 2.0 7
AKT o o . S cxmm—— 10 - 10
GAPDH " ems amms e s ' -
gastrochemio  bicipite femorale 00 - 00 -

Figura 13 Analisi del grado di attivazione di AKT a livello muscolare. I topi METF mostrano un significativo
aumento dei livelli di pAKT rispetto al controllo. *p<0.05. Sono state riportate le bande delle proteine studiate.
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4.1.4 Analisi dell'azione di METF a livello epatico

E' stato analizzato il tessuto di elezione dell'azione della METF: il fegato.
Inizialmente, & stato valutato il livello di fosforilazione di AMPK: come si evince dalla
Fig. 14 il contenuto di pAMPK e significativamente aumentato nei topi METF,

rispecchiando i dati presenti in letteratura [155].

Successivamente sono stati valutati markers specifici legati allo stress epatico.

Nei topi METF le proteine ERKs sono significativamente disattivate (Fig. 14).

Q
PAMPK I ———
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Figura 14 Analisi dell'azione di METF a livello epatico: METF incrementa i valori di pAMPK e disattiva le ERKs.
*p<0.05. Sono state riportate le bande esemplificative delle proteine analizzate.
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Considerando che la maggiore attivita di queste chinasi € associata con un aumento dello
stress ossidativo [155], questi dati rilevano come il trattamento con METF non solo
migliori la performance fisica ma anche blocchi i meccanismi molecolari capaci di

attivare i processi stressogeni epatici.

Infine, gli esperimenti in immunofluorescenza mostrano come nel fegato METF
sembra essere capace di modulare positivamente la CAMKII, suggerendo come questo
farmaco posso influenzare anche questo importante regolatore del segnale del calcio

intracellulare (Fig. 15).

CAMKII

METF

Figura 15 Colorazione delle sezioni epatiche dei topi controllo e METF con anticorpo specifico per CAMKIL.
Ingrandimento 20x. Scale bar 200 um.

Nella loro totalita, i dati ottenuti dallo studio in vivo indicano come la METF possa

rallentare la degenerazione funzionale associata allo stato di sedentarieta.
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4.2 Metformina e sedentarieta: Studio In Vitro

4.2.1 Studio degli effetti della METF sulla crescita delle €2C12

Al fine di voler meglio comprendere l'azione della METF a livello muscolare, sono
stati investigati gli effetti dello stimolo con questo farmaco nelle cellule C2C12, durante

la fase proliferativa, durante il differenziamento e a differenziamento concluso (Fig.

10)

Il trattamento con 400 uM METF non altera il ciclo cellulare delle cellule C2C12,
come si osserva in Fig. 16. Gli andamenti della curva di crescita delle cellule controllo
GM e delle cellule METF sono infatti sovrapponibili e significativamente diversi rispetto
alle cellule coltivate in DM, ovvero nella condizione dove vengono sottratti i principali

nutrienti allo scopo di indurre il processo differenziativo.

Curva di crescita
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Vitalita cellulare
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Figura 16 Valutazione della capacita proliferativa e della vitalita delle cellule C2€12.
La METF non influenza la crescita cellulare e non induce effetti citotossici.
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Il test di vitalita indica come nella dose prescelta per condurre questi esperimenti la

METF non ha alcun effetto citotossico.

Queste evidenze sono confermate dalle immagini ottenute in contrasto di fase:
le C2C12 cresciute in terreno GM implementato con METF mostrano una forma
abbastanza tondeggiante, la loro densita risulta elevata e le cellule sono molto pit
compattate rispetto alle cellule mantenute in DM; futte queste caratteristiche

morfologiche sono tipiche di un'importante attivita proliferativa (Fig. 17).

Figura 17 Immagini in contrasto di fase alla fine della proliferazione: le C2C12 METF non mostrano differenze
morfologiche significative rispetto alle cellule controllo. Ingrandimento 20x.

4.2.2 Studio dell'azione della METF su MyoD durante la fase proliferativa

Questi primi dati sembrano indicare come la METF non sia in grado di promuovere
I'inizio del processo differenziativo, mediante blocco del ciclo cellulare. Ipotizzando un
effetto di METF sull'espressione dei MRFs, & stato determinato il contenuto proteico
del principale fattore di trascrizione coinvolto nell'inizio del processo differenziativo:

MyoD [89-92, 97-98].

Come si osserva dal grafico presentato nella Fig. 18, METF & capace di

promuovere l'aumento del contenuto proteico di MyoD in maniera del tutto simile allo
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stimolo con DM. Questo risultato suggerisce come la METF, pur non influenzando il ciclo
cellulare, sia in grado di favorire la sintesi del principale fattore di frascrizione
coinvolto nell'induzione del differenziamento e protagonista principale nella

determinazione del fenotipo miogenico.
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Figura 18 Determinazione tramite Western blot del contenuto proteico di MyoD.
La METF incrementa significativamente il contenuto di MyoD. Bande rappresentative delle proteine analizzate sono
riportate in figura. *p<0.05.
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4.2.3 Studio deqli effetti della METF sulla morfologia dei mioblasti

Per avvalorare questa osservazione sono stati condotti test di
immunofluorescenza usando anticorpi specifici non solo per MyoD ma anche per l'altro
MRFs tipico della fase precoce del differenziamento: Myf5. Dopo 24h dall'inizio della
fase proliferativa, il trattamento con METF non solo incrementa il numero delle cellule
positive ai due fattori ma induce dei cambiamenti morfologici tali per cui le C2C12 METF
sono caratterizzate da un aspetto morfologico intermedio tra le cellule controllo e le

cellule DM (Fig. 19).
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24h PROLIFERAZIONE

Figura 19 Immunofluorescenza nelle prime 24h di proliferazione per Mfy5 e MyoD.
I/ trattamento con METF incrementa il segnale dei due MRFs e modifica la morfologia delle cellule in direzione di
un inizio del processo differenziativo. Scale bar 200 uM.
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Ad ulteriore conferma dei cambiamenti morfologici indotti da METF, la
colorazione con Falloidina (48h proliferazione), principale marker citoscheletrico,
mostra come le cellule METF perdono la loro caratteristica forma tondeggiante tipica

delle cellule in GM per assumere una morfologia pit allungata (Fig. 20).

48h PROLIFERAZIONE

FALLOIDINA

Figura 20 Colorazione specifica per Falloidina di mioblasti proliferanti. Le cellule METF mostrano una morfologia
piti allungata rispetto alle cellule GM. Scale bar 200 uM.

Nella loro totalita i risultati in fase proliferativa, indicano come la METF possa
svolgere un ruolo positivo importante nell'acquisizione del fenotipo miogenico,

promuovendo l'attivazione dei MRFs e non influenzando il ciclo cellulare.
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4.2.4 Studio dell'azione di METF nella formazione di neo miotubi

Successivamente & stata analizzata mediante  Western blot e

Immunofluorescenza l'azione della METF durante la fase precoce (24h), intermedia

(48h) e tardiva (72h) del processo differenziativo (Fig. 10-21).

0 24 48 72h 0 24 48 72h

_ 0O 24 48 72h 0 24 48 72h
MyHC | -

N-Cadierina s 7 e — ]
Miogeriva | — g = | ammipess |
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pERK2
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ERK2 DM

METF
DM METF

Figura 21 Bande rappresentative delle proteine analizzate mediante Western blot durante il differenziamento
delle cellule c2C12.
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La progressione del differenziamento é stata valutata determinando il contenuto
proteico della principale proteina marker della formazione dei miotubi, la catena
pesante della Miosina (MyHC). Come mostrato in Fig. 22, le cellule trattate con METF
sono caratterizzate da un significativo aumento delllMyHC rispetto alle cellule
controllo. Una simile azione si osserva per N-Caderina, proteina chiave nella
riorganizzazione citoscheletrica, fondamentale nel processo di fusione dei miociti in

nuovi miotubi. [156].

16 -
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©
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Figura 22 Valutazione della progressione del differenziamento di cellule C2C12 trattate con METF.
Lo stimolo con la biguanide promuove la sintesi dell'MyHC, dell'N-Caderina e della Miogenina. *p<0.05.
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Al fine di comprovare questi risultati, che suggeriscono un ruolo positivo della
METF nella formazione di neo miotubi, & stato determinato il contenuto proteico del
fattore di trascrizione miogenica tipico della fase intermedia Miogenina. METF aumenta
il contenuto di questo MRFs e, in particolare, incrementa il suo picco di espressione a

48h (Fig. 22).

Inoltre & stato osservato come, durante il differenziamento, il contenuto
proteico della Superossido Dismutasi 2 (SOD2)(Fig. 23), enzima mitocondriale
essenziale per i processi di detossificazione cellulare [157], sia aumentato nelle cellule
METF rispetto alle cellule controllo, indicando come I'azione di contrasto da parte della
METF ai danni provocati dalla sedentarieta possa coinvolgere anche le funzioni

mitocondriali anti ossidanti.

SOoD2

FC

Oom Elmetr

Figura 23 Determinazione del contenuto proteico di SOD2 durante il differenziamento effettuato in presenza di
METF: il farmaco promuove la sintesi di SOD2. *p < 0.05.
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4.2.5 Studio dell'azione di METF sui pathway cellulari coinvolti nel differenziamento

Durante il differenziamento, ¢ stato studiato anche il grado di attivazione di
alcune delle chinasi chiave nelle cascate del segnale coinvolte nella formazione dei
miotubi: ERKs e p70S6 chinasi [106-110]. I risultati del Western blot indicano come

METF promuova il differenziamento muscolare attivando la via del segnale delle ERKs.

- pERK1/ERK1
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*
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Figura 24 Valutazione dei livelli di attivazione delle chinasi ERKs e p7056 durante il differenziamento.
METF sembra agire attivando la cascata del segnale di ERKs. *p<0.05.
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4.2.6 Analisi dei cambiamenti morfologici indotti da METF durante il

differenziamento

Sono stati eseguiti saggi di immunofluorescenza indiretta specifici per CAMKII,
a 48 ore dall'induzione del differenziamento. Come si puo osservare dalle immagini di
Fig. 25, le cellule METF mostrano un incremento del numero di cellule CAMKIT positive
suggerendo, anche in vitro, come METF possa influenzare uno dei principali regolatori

dell'omeostasi del calcio intracellulare.

48h DIFFERENZIAMENTO

-

Figura 25 Immunofluorescenza specifica per CAMKII dopo 48h dall'inizio del dif ferenziamento.
I/ numero di cellule positive per CAMKII é maggiore nella condizione METF rispetto al controllo. Inoltre si nota
come le cellule METF positive mostrano parametri dimensionali maggiori. Scale bar 200 uM.

CAMKII

Inoltre le immagini mostrano l'aspetto morfologico delle cellule stimolate con METF

e delle cellule controllo DM. Le cellule METF appaiono pit allungate, alcuni neo miotubi sono
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caratterizzati da piu nuclei disposti longitudinalmente (freccia gialla) e si osservano anche

i primi raggruppamenti di neo miotubi.

I risultati ottenuti in Western blot e immunofluorescenza indicano come la METF
possa promuovere il differenziamento, evidenza che si puc osservare dalle immagini

ottenute a fine esperimento in contrasto di fase (Fig. 26).

DM METF

Figura 26 Immagini in contrasto di fase a fine del processo
differenziativo. Scale bar 200 uM.
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4.2.7 Studio dell'azione di METF sui miotubi neoformati

Nella parte finale di questo lavoro sono stati studiati gli effefti di un
trattamento cronico con METF sui miotubi neoformati. In un precedente lavoro,
condotto sempre dal nostro gruppo di ricerca, era gia stato osservato come uno stimolo
acuto con METF fosse capace di promuovere l'inizio del processo ipertrofico in miotubi
neo formati [154]. Come si puo osservare nella Fig. 27, la stimolazione prolungata con

METF (24h) incrementa significativamente il contenuto proteico di MyHC.

pERK1/ERK1

pERK2/ERK2

*

00 -

— omt,=72h [ om B meTF

Figura 27 Studio degli effetti sui neo miotubi del trattamento con METF.
La METF incrementa il contenuto proteico di MyHC attivando la via del segnale di ERK2. *p<0.05. Sono riportate
bande rappresentative delle proteine analizzate.
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Anche in questo caso l'azione della METF sembra mediata dall'attivazione della
cascata del segnale di ERKs. In particolare, si osserva come l'azione di METF si esplica
principalmente a livello della chinasi ERK2, nota dalla letteratura essere centrale nei
fenomeni di riarrangiamento citoscheletrico tipici delle fasi terminali del
differenziamento [158].

Inoltre, le immagini ottenute in immunofluorescenza eseguita con gli anticorpi
specifici per MyHC e N-Caderina evidenziano come i neo miotubi stimolati per 24h con
METF mostrano una maggiore lunghezza e diametro rispetto ai neo miotubi mantenuti
in DM [Fig. 28].

Queste colorazioni hanno permesso anche di valutare il movimento dei nuclei
all'interno dei miotubi di nuova formazione nella fase post-differenziativa. Infatti, la
migrazione dei nuclei nella zona centrale del miotubo e la loro disposizione in modo
ordinato su pit file parallele rappresenta uno dei piu noti marker in vitro dell'inizio del
processo ipertrofico. In letteratura [160, 161], tale migrazione e accuratamente
documentata e considerata un indice di ipertrofia cellulare: i nuclei, a seguito del
processo di fusione, sono disposti all'interno del miotubo in posizione non determinata,
non sono allineati e sono localizzati contro la membrana plasmatica. L'inizio del processo
di ipertrofia invece regola la distribuzione nucleare in maniera precisa: i nuclei migrano
nella zona centrale del miotubo e si dispongono in modo ordinato su piu file parallele.
Nel corso del processo ipertrofico & comune osservare caratteristiche disposizioni

circolari dei nuclei, a formare anelli singoli o multipli all'interno dello stesso miotubo. La
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presenza di questi anelli circolari & un indicatore comprovato del fenomeno ipertrofico
cellulare. Come si evince dall'analisi della Fig. 28, i neo miotubi stimolati con METF sono
caratterizzati da queste particolari disposizioni nucleari (frecce gialle).

La METF puo, quindi, influenzare il processo di ipertrofia muscolare.

24h POST-DIFFERENZIAMENTO

MyHC

N-Caderina

METF

Figura 28 Colorazione specifica per MyHC e N-Caderina di neo miotubi stimolati con METF per 24h.
I neo miotubi METF presentano dimensioni maggiori e una classica disposizione dei nuclei su file
parallele, indice in vitro dell'inizio del processo differenziativo. Scala bar 200 uM.
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5. DISCUSSIONE
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La sedentarieta ha un ruolo fondamentale nell'insorgenza e nella progressione di
patologie riconducibili all' ambiente "obesogenico”, caratterizzato da un bilancio positivo

tra l'intake energetico e la spesa energetica [4-11].

In questo lavoro, usando un modello murino, si e studiata la possibile azione della
METF nel contrastare uno stile di vita caratterizzato dall'assenza di una significativa
attivita fisica.

I risultati del test submassimale effettuato dopo 60 giorni di somministrazione
di METF (Fig. 12) indicano come il farmaco non solo & in grado di prevenire la perdita di
funzionalita muscolare ma, anche, di migliorare la performance muscolare. L'analisi dei
muscoli gastrocnemio e femorale mostrano come la METF potrebbe agire
incrementando il grado di attivazione della chinasi AKT (Fig. 13), molecola chiave nei

processi di atrofia e ipertrofia muscolare [106-110].

Confrontando i dati ottenuti in questo studio con i risultati ottenuti da altri
gruppi di ricerca che identificano la METF come un farmaco anti-aging, si puo speculare
che la METF possa, in futuro, essere usata non solo in una particolare sottopopolazione
(anziani, obesi, ect), ma in generale in tutte quelle condizioni caratterizzate da perdita

di funzionalitd muscolare.
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Infatti, come suggeriscono i risultati ottenuti in vitro, la METF puo favorire la
rigenerazione muscolare. E' importante notare come nelle C2C12, la METF non sembra
provocare effetti citotossici (Fig. 16): questo aspetto appare rilevante per il possibile
uso della METF come farmaco antitumorale [39-42, 70, 162]. La METF potrebbe inibire
la crescita delle cellule neoplastiche senza accentuare i processi di cachessia muscolare

tipici del paziente oncologico.

La cachessia € una sindrome frequentemente riscontrata nei pazienti con cancro
in stadio avanzato, con un impatto rilevante sulla prognosi [163,164]. Infatti, essa e
associata a diminuzione della capacita fisica, minore tolleranza ai trattamenti e ridotta
sopravvivenza [165]. Oltre il 70 per cento dei pazienti affetti da neoplasia, soprattutto
nelle fasi avanzate, sviluppa i segni ed i sintomi della cachessia e circa il 20 per cento
muore per le conseguenze di questa sindrome. Nonostante la sua rilevanza clinica, la
cachessia hon e diagnosticata e trattata in modo efficace e rappresenta, pertanto, una
complicanza clinica ancora irrisolta [166]. La cachessia neoplastica & una sindrome
multifattoriale, caratterizzata dalla perdita progressiva di massa muscolare (con o
senza perdita di massa grassa), che non puo essere completamente corretta con un
supporto nutrizionale convenzionale. Dal punto di vista fisiopatologico, la cachessia
neoplastica e caratterizzata da un bilancio proteico ed energetico negativo, causato sia
da un ridotto introito calorico sia da alterazioni metaboliche. L'infiammazione cronica,
le alterazioni del metabolismo proteico, lipidico e glucidico sono condizioni

frequentemente associate alla cachessia. Come emerge da questa semplice descrizione,
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la cachessia neoplastica presenta numerose caratteristiche comuni con il T2DM e quindi
appare importante approfondire il possibile uso della METF come farmaco antitumorale

e anti cachettico.

Parallelamente i dati ottenuti in vitro indicano che la METF potrebbe non solo
contrastare i processi atrofici ma anche promuovere l'ipertrofia muscolare mediante
I'attivazione del segnale delle ERKs (Fig. 27). T risultati ottenuti in vitro possono in
parte spiegare come, nel nostro modello murino, si osserva un miglioramento della
performance fisica. Inoltre, I'azione della METF sembra essere tessuto specifica: a

livello epatico la biguanide reprime il segnale delle ERKs.

Questa evidenza rafforza l'ipotesi di un possibile impiego della METF come
molecola anti ossidante [40-41]. Numerosi lavori presenti in letteratura hanno
dimostrato come la METF, inibendo I'azione del complesso I della catena respiratoria
mitocondriale, decrementa la produzione dei ROS [39,43-44]. I risultati di questo
lavoro suggerisco, quindi, come la METF possa anche implementare il conftenuto dei
principali enzimi coinvolti nella detossicazione delle specie reattive dell'ossigeno (Fig.

23).

Inoltre é stato osservato come la METF regola positivamente l'azione dei fattori
di trascrizione delle sirtuine, in particolare di SIRT1 e SIRT3 [176]. Le sirtuine sono
enzimi ad attivita deacetilasica che agiscono rimuovendo residui di lisina da substrati
proteici o da istoni in presenza del cofattore NAD". Le sirtuine hanno la capacita di

deacetilare, oltre agli istoni, anche fattori di tfrascrizione con conseguente
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interferenza sull'espressione genica [169]. Nella maggior parte dei casi, questi fattori
controllano geni legati alla crescita, al ciclo cellulare, all'apoptosi e al metabolismo

energetico.

Anche altre molecole, soprattutto di origine nutraceutica, hanno funzioni anti
ossidanti simile alla METF (eg, i flavoni quercetina e fisetina e gli stilbeni piceatannolo
e resveratrolo) [170, 171]. Sulla base di queste analogia, sono stati condotti alcuni studi
che hanno valutato positivamente l'azione sinergica della METF con resveratrolo o

quercetina nel miglioramento dell'insulino sensitivita [172, 173].

Questi studi gettano le basi per utilizzi futuri finalizzati a sviluppare interventi
terapeutici volti ad amplificare gli effetti benefici dei pit comuni antiossidanti e della

METF, non solo nel trattamento della patologia diabetica.

Ovviamente un limite all'uso della METF & rappresentato dal fatto di non poter
essere usata in tutti i soggetti, considerate le sue peculiari caratteristiche
antiglicemiche. Ma, come detto in precedenza, sono gia conosciute numerose sostanze
aventi delle proprieta simili alla METF che possono essere usate per contrastare gli
effetti di uno stile di vita sedentario o per amplificare gli effetti positivi dell'esercizio

fisico.
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In conclusione questo lavoro di ricerca mostra come la METF:

1) migliora la performance fisica in giovani topi sani mantenuti in una condizione di
sedentarieta;
2) promuove la formazione dei miotubi, modulando alcune delle principali vie del
segnale coinvolte nei processi di atrofia e ipertrofia muscolare;
3) previene lo stress ossidativo mostrando capacita antiossidanti.
Queste osservazioni possono costituire le basi per ulteriori studi atti a comprendere
I'azione combinata della METF, attivita fisica e dieta nel prevenire i danni della vita

sedentaria.
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