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Resumo

Orientadores de axénio por repulsao (RGMs) sao moléculas que atuam como
pistas negativas para orientar o crescimento axonal durante o desenvolvimento
embrionario, permitindo a correta inervacao dos tecidos e 6rgaos. A familia
RGM é composta por quatro membros: RGMa, RGMb, RGMc e RGMd. Novas
evidéncias tém sugerido possiveis papéis para estas RGMs durante o
desenvolvimento e manutencao da musculatura esquelética em vertebrados.
RGMa e RGMb foram encontrados na regiao dos somitos onde se originam 0s
precursores miogénicos e células satélites. Evidéncias também sugerem a
presenca dessas moléculas nas células musculares esqueléticas de camundongos
adultos. No presente estudo, procuramos (1) determinar a localizacao de RGMa,
RGMb e RGMc nas células musculares esqueléticas de camundongos adultos; e
(2) investigar os efeitos da super-expressao e knockdown de RGMa nas células
musculares esqueléticas in vitro. RGMa, RGMb e RGMc foram encontradas no
sarcolema. RGMa também foi observada no sarcoplasma, onde apresentou um
padrao estriado de marcacao, semelhante as proteinas sarcoméricas. Foi
possivel co-localizar RGMa com proteinas sarcoplasmaticas conhecidas,
sugerindo que este orientador de ax6nio atue como uma proteina
sarcoplasmatica. Ensaios de western blot revelaram a presenca de dois
peptideos para RGMa em amostras de musculo esquelético adulto, um de 60 e
outro de 33 kDa. A funcao biolégica de RGMa em células musculares
esqueléticas foi investigada em células da linhagem C2C12 e mioblastos
primarios. A super-expressao de RGMa in vitro promoveu o aparecimento de
células mais largas, hipertréficas, em sua maioria miotubos; enquanto o
knockdown de RGMa resultou em células menores, atréficas, com morfologia
tipica de mioblastos indiferenciados. O knockdown de RGMa bloqueou a
formacao de miotubos, uma vez que, interferiu na fusao dos mioblastos. Nossos
resultados sao os primeiros a mostrar uma molécula orientadora de axdnio como
uma proteina sarcoplasmatica e a incluir RGMa nos sistemas que regulam o

tamanho e a diferenciacao da célula muscular esquelética in vitro.

Palavras-chave: Orientador de ax6nio, RGM, musculo esquelético, proteinas

sarcomérircas, C2C12, células primarias.
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Abstract

Repulsive Guidance Molecules (RGMs) are negative cues that, during
development, guide axonal growth in order to allow the proper innervation of
the tissues and organs. RGMs compose a family of four members comprised by:
RGMa, RGMb, RGMc and RGMd. New evidence has suggested possible roles for
RGMs during skeletal muscle development and maintenance in vertebrates.
RGMa and RGMb were found in somites, specially in domains known to be the
origin site of skeletal muscle pioneer and stem cells. Evidences also suggested
the presence of these molecules in adult mice skeletal muscle cells. In the
present study, we aimed to (1) determine the localization of RGMa, RGMb, and
RGMc in adult mice skeletal muscle cells; and (2) investigate the effects of
RGMa over-expression and knockdown in skeletal muscle cells in vitro. RGMa,
RGMb e RGMc were found in the sarcolemma. RGMa was also observed in the
sarcoplasm with a striated pattern of labeling similar to the sarcomeric
proteins. We were able to colocalize RGMa and known sarcoplasmic proteins
suggesting a role for this axon guidance molecule as a sarcoplamisc protein in
skeletal muscle cells. Western blot analysis revealed the presence of two RGMa
peptides in adult skeletal muscle samples, a 60 kDa and a 33 kDa fragment.
RGMa phenotypes in skeletal muscle cells (C2C12 and primary myoblasts) were
also investigated. RGMa over-expression produced larger, hypertrophic cells,
mainly myotubes, whereas RGMa knockdown resulted in the appearance of
athrophic cells, with a typical morphology of undifferentiated myoblasts. RGMa
knockdown also blocked myotube formation in both skeletal muscle cell types
since it interferes in myoblast fusion. Our results are the first to show an axon
guidance molecule as a skeletal muscle sarcoplasmic protein and to include
RGMa in a system that regulates skeletal muscle cell size and differentiation in

vitro.

Keywords: Axon guidance, RGM, skeletal muscle, sarcomere proteins, C2C12,

primary cultures.
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1. Introducéo e Revisao de Literatura
1.1. Miogénese no Embriao

O programa molecular de formacao da musculatura esquelética é fonte
de pesquisa para (1) a medicina, dada sua importancia no desenvolvimento de
abordagens terapéuticas para o tratamento de atrofias e distrofias musculares,
na tentativa de aumentar o tamanho das fibras musculares, a forca e a massa
muscular desses pacientes; (2) a industria de producao de carnes, porque pode
auxiliar na obtencao de animais com maior eficiéncia de acimulo de massa
muscular, em menor tempo e custo, idealmente sem a utilizacao de agentes
farmacologicos; e (3) o mercado da estética, visto que uma musculatura
volumosa e definida tem sido alvo de desejo de inimeras pessoas ao redor do

mundo.

Nos vertebrados, a formacao da musculatura esquelética tem sua origem
nos somitos (Christ & Ordahl, 1995; Tajbakhsh & Buckingham, 1999),
condensacodes epiteliais de mesoderma paraxial localizadas em ambos os lados
da notocorda e tubo neural formadas aos pares com sentido antero-posterior
no dorso do embrido (Nowicki & Burke, 2000). As células da regiao ventral dos
somitos sofrem uma transformacao epitélio-mesenquimal formando o
esclerotomo, estrutura embrionaria responsavel pela formacao das vértebras
(Bagnall et al., 1989; Borycki et al., 1999). As células da regiao dorsal dos
somitos formam o dermomiétomo, um epitélio de células colunares que dara

origem aos progenitores miogénicos e células da derme (Brill et al., 1995).

Os sinais advindos da notocorda, tubo neural e ectoderma sao
responsaveis pela expressao dos Fatores Regulatorios Miogénicos, os quais,
atuam sobre as células do dermomiotomo e sao de suma importancia para a
especificacao e a diferenciacao dos progenitores miogénicos (Pownall &
Emerson, 1992; Gustafsson et al., 2002) (Figura 1).
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Figura 1. Processo miogénico. A figura esquematica mostra as principais moléculas que
participam dos eventos associados a formacao da musculatura esquelética. Adaptado de Walsh
& Perlman (1997).

Os Fatores Regulatorios Miogénicos (MRFs) MyoD, Myf5, Miogenina e
MRF4, sao uma familia de fatores de transcricao bHLH amplamente conservada
nos vertebrados (Weintraub et al., 1991) responsavel pela especificacao e
diferenciacao dos progenitores musculares (Choi et al., 1990, Davis et al.,
1987). Myf5 e MyoD sao expressos em mioblastos proliferativos (Emerson, 1990)
e sao responsaveis pelo estabelecimento e manutencao da linhagem dos
progenitores musculares. Myf5 controla os eventos precoces de especificacao
dos progenitores miogénicos incluindo a proliferacao celular e o
estabelecimento do local de migracao celular para formacao dos sitios de
miogénese (Rudnicki et al. 1993). Camundongos duplo mutantes para Myf5 e
MyoD nao formam musculatura esquelética (Tajbakhsh et al., 1996). Por meio
de mecanismos compensatérios, Myf5 e MyoD sdao ainda considerados
funcionalmente redundantes. Embrides MyoD(-/-) desenvolvem-se
normalmente e super-expressam Myf5 em todos os progenitores miogénicos
(Rudnicki et al., 1992). No entanto, embrides MyoD(-/-)/Myf5(+/-) sao
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deficientes em progenitores musculares e em embrides MyoD(-/-), a
diferenciacao dos musculos nos membros sao, significativamente, atrasadas
(Kablar et al., 1997). Por sua vez, Miogenina e MRF4 sao ativados
diferencialmente em células musculares em diferenciacao (Buckingham et al.,
1992), consistente com suas funcoes regulatorias mais tardias nos processos de
diferenciacao, regeneracao e especializacao muscular quanto ao tipo de fibra.
Embrides de camundongos Miogenina(-/-) e MRF4(-/-) formam progenitores
musculares que expressam Myf5 e MyoD, no entanto, os mUsculos diferenciados
sao deficientes (Nabeshima et al., 1993; Olson et al., 1996; Venuti et al., 1995).
Miogenina e MRF4 sao expressas de forma nao semelhante em musculos
diferenciados e foram associados a regulacao de genes alvos para as proteinas
contrateis (Charbonnier et al., 2002; Mak et al., 1992; Yutzey et al., 1990)
incluindo genes envolvidos nos processos de diferenciacao e regeneracao de
fibras lentas e rapidas (Hinterberger et al., 1991; Jacobs-El et al., 1995; Nicolas
et al., 2000). Miogenina e MRF4 sao, portanto, ativados durante a diferenciacao
de mioblastos (Edmondson & Olson, 1989; Miner & Wold, 1990; Rhodes &
Konieczny, 1989; Wright et al., 1989) e, juntamente com MyoD e Myf5, atuam
como reguladores da ativacao de genes de proteinas musculares contrateis
(Lassar et al. 1991). Os genes para as proteinas contrateis musculares sao
controlados por acentuadores de transcricdo musculo-especificos que, em
geral, possuem sitios E-box para a ligacao dos MRFs. Todos os MRFs sdao capazes
de se ligar aos motivos de sequéncia E-box (Dressel et al., 2001; McKinsey et
al., 2001; Puri et al., 2001); desta forma, Myf5, MRF4, Miogenina e também
MyoD agem mais tarde no programa miogénico como fatores de diferenciacao
muscular (Braun & Arnold, 1995).

A determinacao dos progenitores musculares e a formacao das fibras
musculares sao coordenadas por uma série de eventos morfogenéticos divididos
em trés ondas miogénicas, os quais ocorrem desde os estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario até a fase adulta (Christ & Brand-Saberi, 2002).
Na primeira onda miogénica, progenitores somiticos Pax3+/Pax7- seriam os
responsaveis pela formacao dos mioblastos embrionarios e, sua fusao, levaria a
formacao das fibras primarias multinucleadas (Gros et al. 2005; Relaix et al.

2005). Apos o estabelecimento da rede de fibras primarias ocorre a segunda
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onda miogénica, na qual precursores Pax3+/Pax7+ ou ainda células Pax7+
resultantes de progenitores Pax3 que nao mais expressam este fator de
transcricao, formam os mioblastos fetais (Cossu & Biressi, 2005; Messina &
Cossu, 2009). Na miogénese secundaria, os mioblastos fetais fundem-se a outros
mioblastos fetais, localizados ao redor das fibras primarias ou as fibras
primarias, resultando na formacao de fibras musculares secundarias que sao
depositadas sobre as primarias (Cossu & Biressi, 2005; Messina & Cossu, 2009).
Essa fase é caracterizada pelo crescimento e maturacao muscular, bem como,
por sua inervacao. Ao final deste periodo, uma lamina basal circunda cada fibra
individualmente e novas células, denominadas células satélites, podem ser
identificadas (Cossu & Biressi, 2005; Messina & Cossu, 2009). Na terceira onda
miogénica, as células satélites sao responsaveis pelo crescimento pds-natal e
pela regeneracao da fibra muscular (Cossu & Biressi, 2005; Messina & Cossu,
2009).

Apoés a fase de determinacdo, os mioblastos passam pelas fases de
proliferacao, migracao (para colonizar o corpo do embridao com precursores
miogénicos) e diferenciacao (para formar as fibras musculares), as quais sao
reguladas por sinais positivos e negativos. Sinais ativadores localizados
estimulam a especificacdo e a proliferacao das células precursoras, em
contrapartida, a migracao desses progenitores para locais distantes, onde os
sinais ativadores nao estao presentes, permite a saida do ciclo celular e
determina o inicio do processo de diferenciacao muscular (Tajbakhsh, 2009). A
expressao de Myf5 e MyoD é coordenada por uma série de sinais ativadores tais
como Shh, Wnt, Notch, BMP e FGF que trabalham em conjunto com fatores
inibitorios como Noggin, Chordin e Frizbee (Pourquie et al., 1996; Reshef et al.,
1998; Kucharczuk et al., 1999; Borycki et al. 2000; Delfini et al., 2000; Kenney
& Rowitch, 2000; Hirsinger et al., 2001; Fisher et al., 2002; Cossu & Biressi,
2005).

A progressao dos mioblastos através dos estagios de diferenciacao é
cuidadosamente controlada de forma a garantir que a miogénese ocorra no
momento e local adequados. Primeiramente, mioblastos expressando Pax3 e

Myf5 proliferam-se mantendo-se num estado indiferenciado gracas a expressao
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do receptor Notch1 (Delfini et al., 2000). A expressao de MyoD seria necessaria
na transicao do processo de proliferacao celular para o de diferenciacao
(Yablonka-Reuveni et al., 1999). MyoD ativa a proteina Miogenina (Hollenberg
et al., 1993) e o inibidor de ciclina p21 (Otten et al., 1997; Cenciarelli et al.,
1999), este ultimo relacionado a saida do ciclo celular (revisado por Walsh &
Perlman, 1997). A expressao de Myf5 permanece nos mioblastos pos-mitéticos
que passam a expressar MyoD e os ligantes Delta1 ou Serrate2 dando inicio ao

processo de diferenciacao destas células (Delfini et al., 2000).

O processo de diferenciacao dos mioblastos é coordenado por varios
fatores externos sendo definidos por alteracdes morfolégicas marcantes. As
células tornam-se alongadas, fusiformes e migram em direcdo a outros
mioblastos diferenciados para formar grupos de células alinhadas (Jansen &
Pavlath, 2008). Apds o alinhamento, reconhecimento e adesao célula-célula,
inicia-se a uniao das membranas celulares, por meio da formacao de poros e
sua incorporacao, com mudancas morfoldgicas subsequentes que culminarao no
aparecimento de células multinucleadas (Knudsen & Horwitz, 1977; Rochlin et
al., 2009). O processo de fusdao ocorre em dois estagios: no primeiro, os
mioblastos diferenciados se fundem para formar os miotubos nascentes com um
numero limitado de nucleos; no segundo, a fusdao dos mioblastos diferenciados
aos miotubos nascentes originam miotubos grandes, maduros e multinucleados
(Figura 2A). Em mamiferos, as células miogénicas encontram-se intimamente
justapostas e uma série de moléculas localizadas na regiao de contato entre as
duas células influenciam o processo de fusdo. Tais moléculas podem estar
localizadas em ambas as células (localizacao simétrica), em apenas uma das
células (localizacao assimétrica) ou serem funcionalmente requeridas (revisado
por Pavlath, 2010) (Figura 2B).
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Figura 2. Desenho esquematico mostrando a fusdao do mioblasto e sua associacdo com a
localizacado espacial e funcional de moléculas. Retirado de Pavlath (2010).

Assim, na localizacao simétrica, encontram-se as moléculas de adesao
celular tais como as M-caderinas (Cifuentes-Diaz, 1995), Integrinas (Schwander
et al., 2003; Brzoska et al., 2006) e a proteina contendo os dominios
Disintegrina e Metaloprotease 12 (ADAM12) (Lafuste et al., 2005); e as
moléculas que se associam aos dominios intracelulares de tais proteinas de
adesao como a B-Catenina (Vasyutina et al., 2009) e a Kindlin-2 (Dowling et al.,
2008) Essas proteinas transmembranas e seus adaptadores intracelulares
ativam vias de transducao de sinais em células miogénicas alinhadas (Vasyutina
et al., 2009; Charrasse et al., 2007) que culminardao na reorganizacao do
citoesqueleto antes e apds a fusao, com remodelacdao das redes de Actina
(Peckham et al., 2008) e microtUbulos (Saitoh et al., 1988) do citoesqueleto; e
o recrutamento de Vinculina e proteinas do citoesqueleto para os pontos de
contato entre os mioblastos (Vasyutina et al., 2009), as quais estariam
associadas a localizacao das vesiculas de pré-fusao derivadas do Complexo de
Golgi (Kim et al., 2007).

Dentre as moléculas envolvidas no processo de fusao que se dispoem

numa localizacao assimétrica estdo a Actina e a Miosina IIA. Durante o
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alinhamento dos mioblastos, uma densa parede de Actina, paralela ao longo
eixo das células, é formada em apenas uma das células (Duan et al., 2009). A
Miosina lIA ndo-muscular se associa a Actina para a formacao dessa estrutura
bem como para o aparecimento de vesiculas na membrana. Durante a fusao,
aberturas se formam na parede de Actina nas regides de acimulo de vesiculas,
tais vesiculas aparecem em ambas as células ao longo da membrana, e os poros
de fusao sao formados. A parede de Actina poderia conferir uma certa rigidez
a membrana necessaria a fusao ou poderia atuar como uma barreira temporaria
que impediria o0 movimento da vesicula até a membrana (Kim et al., 2007).
Além disso, o alongamento do mioblasto durante o processo de diferenciacao é
seguido por extensoes celulares dinamicas dos filamentos de Actina
(pseudopodia e filopodia), as quais entram em contato com as células
musculares adjacentes (Yoon et al., 2007; Stadler et al., 2010). Varias
moléculas sao recrutadas para a extremidade distal do pseudopode de uma
célula quando em proximidade com outro mioblasto tais como a Diacilglicerol
Quinase { (Abramovici & Gee, 2007). Essa enzima foi associada a formacao do
Acido Fosfatidico, a protéina Sintrofina e a GTPase Rac1, todas elas envolvidas
na reorganizacao da Actina requerida na pseudopodia e filopodia (Abramovici
& Gee, 2007). Durante a diferenciacao miogénica, a enzima Creatina Quinase
B torna-se proeminentemene localizada nas extremidades de um dos miotubos
nascentes ou maduros dentre as células vizinhas (O'Connor et al., 2008). Esta
enzima € responsavel por renovar os estoques de ATP em sitios com alta
atividade ATPase, sugerindo que reacOes dependentes de ATP estariam
localizadas nas extremidades dos miotubos (Kuiper et al., 2008). De fato, a
adicao de mionucleos aos miotubos € um processo que requer grande
quantidade de energia, tanto devido a alta organizacao do citoesqueleto e
estruturas sarcoméricas nos miotubos, quanto ao maior tamanho da célula
(Kuiper et al., 2008).

As moléculas funcionalmente requeridas aparecem apenas nos estagios
mais tardios da miogénese e regulam a fusao de mioblastos diferenciados e
miotubos nascentes. O fator de transcricao NFATc2, por exemplo, € expresso
por mioblastos e miotubos nascentes. Este fator controla a fusao dos mioblastos

ao regular a expressao de Interleucina 4 (IL4) pelos miotubos nascentes (Horsley
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et al., 2003). A perda de NFATc2 inibe a adicao de mionicleos aos miotubos
nascentes devido a defeitos no recrutamento e/ou fusao dos mioblastos aos
miotubos (Horsley et al., 2001; Pavlath et al., 2003). Nefrina, uma proteina
transmembrana da superfamilia Ig, foi também associada ao processo de fusao
de mioblastos durante o desenvolvimento e regeneracao muscular, uma vez
que, na auséncia de Nefrina, os mioblastos tornam-se incapazes de se fundir

aos miotubos nascentes (Sohn et al., 2009).

Findo o processo de fusao, as fibras musculares iniciam a etapa de
maturacao caracterizada pelo contato com o motoneuronio e pela sintese de
enzimas metabolicas e de moléculas contrateis, em especial as diferentes
formas de Miosinas de Cadeia Pesada (MHC) que culminarao na formacao de
fibras com propriedades contrateis diferentes. Tanto o neurénio motor quanto
a origem do mioblasto estao associados a especificacao das propriedades

contrateis das miofibras (Charge & Rudnicki, 2004).

1.2. Morfologia da célula muscular

A fibra muscular esquelética tem cerca de 20 a 100 ym de diametro, é
uma célula longa, contratil, multinucleada e constitui a unidade minima
funcional da musculatura esquelética (Bismuth & Relaix, 2010). Esta célula é
formada por um conjunto de miofibrilas fundidas com cerca de 2 a 5 mm de
diametro as quais, por sua vez, compreendem um conjunto de filamentos de
proteinas que tem os sarcomeros como unidade (Lange et al., 2006). A
repeticao de sarcomeros € responsavel pela aparéncia estriada desta célula que
possui, ainda, um sistema membranoso de invaginacoes do sarcolemma para o
interior da fibra denominado tubulos T (Squire et al., 2005). O sarcomero é
formado por filamentos finos de Actina que se conectam aos filamentos grossos
de Miosina em sua porcao mediana dando origem a banda A. Os filamentos de
Miosina mantém-se em posicao gracas a uma estrutura conhecida como banda
M, a qual forma o ponto central do sarcomero (Boateng & Goldspink, 2008). Os
sarcomeros sao delimitados por dois discos Z, de onde partem os filamentos de

Actina associados as proteinas regulatorias Troponina e Tropomiosina
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(Takahashi & Hattori, 1989). Os discos Z sao formados por uma ampla rede de
filamentos ordenados, ligacdes cruzadas e proteinas ancoradas (Clark et al.,
2002; Squire et al., 2005) as quais estdao, constantemente, em trocas dinamicas
com o pool de proteinas citossolicas (Wang et al., 2005). Muiltiplas localizacoes
podem ser observadas para varias proteinas sarcoméricas, tanto no sarcomero
em si, quanto em outros compartimentos celulares, incluindo o nlcleo (Lange
et al., 2006). Por abrigar e ancorar uma ampla gama de proteinas adicionais, o
disco Z tem sido associado a funcées importantes no musculo esquelético, como
os eventos de sinalizacao e alongamento, além de seu papel estrutural (Epstein
& Davis 2003; Pyle & Solaro 2004; Frank et al., 2006; Luther, 2009). Os discos
Z e a banda M ordenam o sarcomero num plano transversal, enquanto, uma
terceira estrutura, a proteina Titina, conecta esses dois componentes no plano
longitudinal (Furst et al., 1988).

A fibra muscular pode ser descrita como um sincicio multinucleado com
mionUcleos pos-mitoticos localizados perifericamente (Charge & Rudnicki,
2004), envoltos por uma lamina basal e fibras reticulares do endomisio
(Tajbakhsh, 2009). Entre a membrana plasmatica da fibra muscular e a lamina
basal, encontra-se uma populacdo de células tronco musculares,
morfologicamente identificada como células mononucleadas, com nucleo de
tamanho reduzido e quantidade aumentada de heterocromatina, e contetdo de
organelas reduzido. Estas células, também denominadas células satélites, sao
mitoticamente quiescentes e transcricionalmente menos ativas em relacao as
fibras musculares (Schultz et al., 1978; Snow, 1983). As células satélites
originam-se da porcao central do dermomidétomo sendo consideradas uma
populacao de células progenitoras ja presente nos estagios embrionarios
(Schienda et al., 2006). Ao final do desenvolvimento fetal, elas assumem sua
posicao satélite entre a lamina basal recém formada e a fibra muscular, o que
caracteriza a chamada terceira onda miogénica (Relaix et al., 2005; Messina &
Cossu, 2009). Essas células coexpressam Pax3 e Pax7, sem, no entanto,
expressar marcadores musculo-especificos; mantém-se num estado
proliferativo durante todo o desenvolvimento embrionario e fetal; podem
diferenciar-se em fibras musculares ainda durante a embriogénese; e estao

presentes como um reservatorio de células para o crescimento muscular pré e
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pos-natal (Kassar-Duchossoy et al., 2005; Relaix et al., 2005). Durante os
periodos pré e pos natal do desenvolvimento, as células satélites se dividem
lentamente e parte de sua progénie se funde as fibras adjacentes contribuindo,
assim, para o crescimento muscular. Ao final do periodo pos-natal de
crescimento, estas células entram numa fase de quiescéncia sendo ativadas

apenas quando o tecido muscular é lesionado (Cossu et al., 2005).

As fibras musculares se organizam em feixes altamente vascularizados
formando o fasciculo, o qual é envolto por uma membrana de tecido conjuntivo,
o perimisio. Diversos fasciculos, por sua vez, formam o musculo, o qual é
envolto por uma fascia de tecido conjuntivo contigua ao tendao e enddsteo,

denominada epimisio (Tajbakhsh, 2009) (Figura 3).

As células musculares esqueléticas possuem propriedades morfoldgicas e
bioquimicas distintas (Seed & Hauschka, 1984; Stockdale, 1992) e podem ser
classificadas em diferentes tipos de acordo com a isoforma de Miosina de Cadeia
Pesada (MHC) que possui (Page, 1992; DiMario & Stockdale, 1997). Em geral, o
musculo adulto de um mamifero possui quatro isoformas de MHC, sendo uma
isoforma lenta/oxidativa (MHCI) e trés isoformas rapidas/glicoliticas (MHClla,
MHCIIx, MHCIIb). A maturacao das fibras musculares nos tipos lento e rapido
envolve a ativacao de fatores de transcricao e de varios tipos de proteinas como
as metabolicas, as contrateis, as proteinas do citoesqueleto e aquelas
envolvidas no manejo de calcio (Zierath & Hawley, 2004). A proporcao de cada

tipo de fibra no musculo determina sua propriedade contratil geral. O masculo
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Figura 3. Desenho esquematico mostrando a arquitetura da musculatura esquelética. Retirado
de Tajbakhsh (2009).

soleo, por exemplo, € um musculo de contracao lenta, rico em miofibras
expressando a Miosina de Cadeia Pesada tipo |; enquanto o musculo plantaris é
desprovido de fibra lenta tipo | (Charge & Rudnicki, 2004). As fibras também
podem ser hibridas, contendo duas isoformas de MHC diferentes (Staron &
Pette, 1993; Schiaffino, 2010).

As células satélites estao presentes em todos os musculos esqueléticos e
foram associadas a todos os tipos de fibras musculares. No entanto, a
distribuicao do numero de células satélites difere entre os tipos de fibras, sendo
maior nos musculos de fibras predominantemente lentas. Num mesmo musculo,
um maior nimero de células satélites foi associado as fibras lentas quando
comparados as rapidas (Gibson & Schultz, 1982; Snow, 1983). Uma maior
porcentagem de células satélites €& também observada nas juncoes
neuromusculares (Wokke et al., 1989) e adjacentes aos capilares sanguineos
(Schmalbruch & Hellhammer, 1977).
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1.3. Fatores envolvidos na diferenciacdo muscular

Uma ampla gama de moléculas foi associada ao processo de
diferenciacao dos mioblastos incluindo proteinas secretadas, de matriz
extracelular, bem como proteinas relacionadas aos pontos de adesao entre as
células (Krauss et al., 2010). Os eventos associados ao processo de
diferenciacao em casos em que as células atingem confluéncia corroboram com
a hipotese de que moléculas adesivas relacionadas ao contato célula-célula
seriam capazes de regular vias de sinalizacao que influenciam tanto na
expressao de proteinas musculo-especificas quanto no alongamento e fusao dos
mioblastos. As Caderinas e a superfamilia de Integrinas (Ig), por exemplo, sao
proteinas de membrana relacionadas ao contato célula-célula ja associadas a

sinalizacao promiogénica (Kuang et al., 2008; Borghi et al., 2009).

As Caderinas sao proteinas transmembranas cujo ectodominio se liga as
Caderinas de células vizinhas, de forma calcio-dependente, para mediar a
adesao célula-célula (Kuang et al., 2008). Em sua porcao interna, ela se liga a
B-Catenina e indiretamente a a-Catenina, as quais integram o complexo de
adesao celular a Actina do citoesqueleto (Borghi et al., 2009). As M-caderinas
sao expressas nas linhagens musculares incluindo o miétomo e o musculo em
desenvolvimento bem como células satélites quiescentes e ativadas durante a
miogénese no adulto, e foram associadas a fusao dos mioblastos e expressao de
proteinas musculo-especificas (Krauss et al., 2005; Charrasse et al., 2007). Em
mioblastos da linhagem C2C12, M-caderina ativa o fator de regulacao de fusao
Rac1 promovendo a fusao dos mioblastos (Charrasse et al., 2007). N-caderina
€ expressa durante todo o processo de miogénese, dos progenitores somiticos
as miofibras, e foi associada a integridade do dermomiotomo, a determinacao
miogénica e diferenciacao de células musculares (Cinnamon et al., 2006). Em
mioblastos in vitro, N-caderina mostrou-se capaz de promover a diferenciacao
dessas células incluindo os eventos de saida do ciclo celular e expressao de
proteinas musculo-especificas, tanto por meio do contato natural célula-célula
quanto via ectodominios recombinantes fixados a um substrato sélido ou beads
(Gavard et al., 2004; Goichberg &Geiger, 1998).
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Membros da superfamilia Ig associados a adesao célula-célula incluem
NCAM, CDO e Neogenina. NCAM ¢é expresso no musculo esquelético durante os
processos de desenvolvimento e regeneracao bem como em mioblastos in vitro
(Lyons et al., 1992). A superexpressao de NCAM em células da linhagem C2C12
foi associada ao aumento no processo de diferenciacao e a fusao dos mioblastos
(Dickson et al., 1990; Peck & Walsh, 1993). CDO é uma proteina de membrana
com repeticoes de Ig e Fibronectina Il (Fnlll) em seu ectodominio e uma longa
regiao intracelular que atua como um co-receptor multifuncional em varias vias
de sinalizacao (Bae et al.,2009; Lu et al., 2010). CDO se liga de forma cis a N-
caderina nos mioblastos (Lu et al., 2010) levando a fosforilacao de substratos
que estimulam a expressao, dependente de MyoD, de genes musculo-especificos
(Guasconi et al., 2009). De maneira semelhante, Neogenina possui um
ectodominio de repeticoes Ig e Fnlll e uma longa regido intracelular, atuando
como receptor para duas proteinas orientadoras de axonio, as Netrinas e as
moléculas orientadoras por repulsao (RGMs) (De Vries et al., 2008). Neogenina
também se liga a CDO de forma cis, o qual atua como co-receptor para
Neogenina (Bae et al., 2009). Neogenina € expressa nos somitos e nos musculos
esqueléticos em desenvolvimento (Kang et al., 2004; Mawdsley et al., 2004) e
sua interacao com Netrina foi também associada a ligacao célula-célula,
sugerindo um papel para essas moléculas na associacao de mioblastos (De Vries
et al., 2008). O receptor Neogenina, bem como as moléculas orientadoras de
axonio Netrina e RGMc foram relacionados a miogénese (Kang et al., 2004; De
Vries Cooper, 2008). A super-expressao de Neogenina, bem como o tratamento
com Netrina-3, promove a diferenciacao miogénica e a formacao de miotubos
(Kang et al., 2004; Bae et al., 2009). A super-expressao de RGMc em células
C2C12 foi também relacionada a diferenciacao mioblastica e ao recrutamento
destas células para a formacao de miotubos (Bae et al., 2009). Entretanto,
este efeito foi menos pronunciado quando comparado ao observado para o

orientador de axonio Netrina (Kang et al., 2004; Bae et al., 2009).

Em mioblastos primarios, a sinalizacao de Netrina via Neogenina ativa
FAK de forma dependente de CDO (Bae et al., 2009). FAK é ativado de forma
transiente durante a diferenciacao dos mioblastos e a inibicao de FAK resulta

numa diminuicao na fusao dos mioblastos (Quach et al., 2009). Neogenina
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também ativa vias adicionais, as quais podem ter papéis na miogénese.
Neogenina foi associada a ativacao de Rac1 durante a miogénese (Briangon-
Marjollet et al., 2008; Li et al., 2008), o qual é critico para a fusao dos
mioblastos em zebrafish e camundongos (Vasyutina et al., 2009; Srinivas et al.,
2007). A ligacao de RGMa a Neogenina ativa RhoA/Rho quinase em células do
sistema nervoso central (Hata et al., 2006; Conrad et al., 2007). Durante a
miogénese, RhoA ativa SRF o qual, estimula a expressao de MyoD e outros genes
musculo-especificos in vivo e in vitro (Carnac et al., 1998; Li et al., 2005). A
atividade de RhoA, no entanto, decresce durante a fusao dos mioblastos e a
atividade prolongada de RhoA, via expressao de um mutante ativo
constitutivamente, resulta na internalizacao e degradacao de M-caderina, a
qual regula positivamente a fusao dessas células (Charrasse et al., 2006) (Figura
4).
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Figura 4. Desenho esquematico das vias de sinalizacdo de Caderina e superfamilia Ig. As setas
pontilhadas representam interacées nao diretas ou relacionadas a processos complexos. Os
pontos de interrogacao representam vias de sinalizacao observadas em outros tipos celulares
que podem ocorrer em mioblastos. Retirado de Krauss et al. (2010).

fusdo de mioblastos

1.4. Fatores envolvidos na regulacdao do tamanho da célula muscular

Durante o desenvolvimento, o aumento da massa muscular esquelética

depende do turnover de proteinas e células (Sartorelli & Fulco, 2004). Sao os
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mecanismos de hipertrofia e atrofia que regulam o tamanho da fibra muscular
ainda durante a embriogénese e no inicio da vida pds-natal (Sandri, 2008).
Durante o desenvolvimento embrionario, o turnover celular é o principal
responsavel pelo crescimento da massa muscular. No periodo pos-natal, a
incorporacao das células satélites as fibras em crescimento (Moss & Leblond,
1971) concomitantemente a um aumento na sintese de proteinas favorecem o
aumento do tamanho do musculo. Por sua vez, na fase adulta, o muUsculo
esquelético é capaz de aumentar ou diminuir sua massa em resposta a uma
variedade de fatores ambientais tais como exercicio, nutrientes e inanicao,
bem como em resposta a diversas condicoes patofisiologicas; todos esses
agentes afetam, primariamente, o turnover de proteinas na célula muscular
(Matsakas & Patel, 2009). Desta forma, o tamanho das células pds-mitéticas é
determinado pelo balanco entre o acumulo de proteinas novas e a degradacao
das proteinas existentes (Sandri, 2008). No entanto, as células satélites sao
ativadas na hipertrofia compensatoria e a adicao de novos nlcleos a fibra em
crescimento parece ser requerida para a hipertrofia extrema (Schiaffino et al.,
1976).

Trés mecanismos diferentes foram associados a regulacao do tamanho do
musculo. O primeiro deles é a adicao de novos mionulcleos as miofibras durante
os processos de crescimento e regeneracao, até aqui descritos como turnover
celular. O segundo mecanismo esta relacionado a um aumento do nivel de
proteinas musculares devido a supra-regulacao das vias de sintese, ocasionando
uma resposta hipertrofica na miofibra, o turnover de proteinas. Finalmente, o
terceiro deles esta associado a regulacao negativa das vias de atrofia
miogénica, a qual é responsavel pela manutencao da massa muscular existente
prevenindo a degeneracao (Otto & Patel, 2010). Duas principais vias de
sinalizacao controlam esses processos positiva e negativamente, sao eles: o
Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 1 (IGF-1) e o Fator de Crescimento
e Diferenciacdo 8 (GDF8), respectivamente, sendo este Ultimo também

conhecido como Miostatina.

IGF-1 foi associado ao aumento da proliferacao de células satélites,

diferenciacao dos mioblastos e sua subsequente fusao para formacao do
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miotubo (Baker et al., 1993; Liu et al., 1993; Coleman et al., 1995).
Camundongos knockout para IGF-1, bem como seu receptor, apresentaram um
retardo no crescimento e uma reducao da massa muscular esquelética (Baker
etal., 1993; Liu et al., 1993; ); enquanto a super-expressao de IGF-1 no musculo
esquelético causa uma hipertrofia significativa da miofibra, aumenta a sintese
protéica e a proliferacao dos mioblastos (Coleman et al., 1995). Tratamento
com IGF-1 leva a um acimulo de B-Catenina no nucleo, o qual estimula a
transcricao do gene de Miosina de Cadeia Pesada lIb (MHC IIb) (Shanely et al.,
2009).

A Miostatina atua como um regulador negativo da massa muscular
esquelética (McPherron et al., 1997). Camundongos knockout para o gene da
Miostatina apresentam um aumento de tamanho da massa muscular de 200 a
300%. O mesmo fenotipo pode ser observado quando a Folistatina, um
propeptideo inibidor da Miostatina, é super-expressa ou a forma dominante
negativa para o principal receptor de Miostatina, Activina IIB, € empregada (Lee
& McPherron, 2001). A inibicao da Miostatina pos-natal induz o aumento do
tamanho do musculo por meio da hipertrofia da miofibra, sem, no entanto,
afetar a populacao de células satélites (Amthor et al., 2009). A supra-expressao
de Miostatina causa uma grande diminuicao nos processos de proliferacao e
diferenciacao celular via inducao de p21 e diminuicao de Cdk2, concomitante
com a reducao dos genes para MyoD, Miogenina e Myf5 (Thomas et al., 2000;
Langley et al., 2002). Curiosamente, as células satélites expressam Miostatina,
a qual atua na inducao da quiescéncia dessa célula por meio da supra-regulacao
p21 (McCroskery et al., 2003). Miostatina inibe a hipertrofia induzida por IGF-1
e parece estar associada, juntamente com IGF-1, a um mecanismo de feedback
para o controle da progressao do ciclo celular e da hipertrofia (Morissette et
al., 2009).

Os mecanismos de hipertrofia e atrofia sao responsaveis pelo controle do
tamanho da célula muscular, eles estdao intimamente relacionados e sao

altamente regulados durante a homeostase.

A atrofia pode ser descrita como um decréscimo no tamanho de um

tecido ou orgao devido a dimuicao do tamanho celular causado pela perda de
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contéudo protéico, organelas e citoplasma (Bonaldo & Sandri, 2013). No
musculo, o sistema ubiquitina-proteossomo é responsavel pela remocao de
proteinas sarcoméricas devido a mudancas na atividade muscular provocada por
fatores como a inanicao ou o desuso da musculatura. A diminuicao da massa
muscular esta associada ao: (1) aumento da ubiquitinacdao das proteinas
musculares; (2) aumento da atividade proteossomal ATP dependente; (3)
aumento da quebra de proteinas, a qual, pode ser eficientemente bloqueada
pelos inibidores proteossomicos; e (4) supra-regulacao de transcritos que
codificam a ubiquitina, algumas enzimas conjugadas a ubiquitina e varias
subunidades proteossomicas (Lecker et al., 2006). Trés proteinas ubiquitina
ligases estao diretamente associadas a atrofia muscular: a Atrogina-1, a
proteina Muscle RING Finger 1 (MuRF1) e a Fbxo40. A superexpressao de
Atrogina-1 nos miotubos induz a atrofia, enquanto camundongos deficientes
para ambos, Atrogina-1 ou MuRF1, sao resistentes a atrofia (Bodine et al.,
2001). Atrogina-1 promove a degradacao de MyoD (Tintignac et al., 2005).
MuRF1 interage e controla a meia vida de importantes proteinas estruturais
musculares como as Miosinas de Cadeia Pesada (Clarke et al., 2007; Fielitz et
al., 2007), a proteina C de ligacdo a Miosina e a Miosina de Cadeia Leve (Cohen
et al., 2009). A administracao de Miostatina foi relacionada a inducao dos genes
indutores de atrofia MuRF1 e Atrogina-1 (McFarlane et al., 2006). Fbxo40 regula
a meia vida de IRS1, um fator essencial na sinalizacao de IGF-1/Insulina (Shi et
al., 2011).

Outros fatores também foram associados a regulacdo positiva e negativa
do tamanho da fibra muscular. A estimulacao da sinalizacao de Wnt foi
associada a uma resposta hipertrofica da célula muscular, ao aumento da
proliferacao celular e diferenciacdo dos mioblastos, efeitos sinérgicos aos
observados quando do co-tratamento com Insulina (Rochat et al., 2004). A
sinalizacao de BMP via Smad1/5/8 foi relacionado como um dos principais
fatores hipertroficos da musculatura esquelética. A inibicao da sinalizacao de
BMP causa atrofia muscular, abolindo o feno6tipo hipertrofico de camundongos
deficientes de Miostatina ao regular, negativamente, o gene que codifica uma
Ubiquitina Ligase muscular (Sartori et al., 2013). O receptor Neogenina e os

orientadores de axonio Netrina e RGMc estao associados a regulacao positiva do
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tamanho da célula muscular. Células musculares cultivadas que super-
expressam Neogenina, bem como o tratamento com Netrina-2, apresentaram
miotubos mais largos com aumento no niumero total de ndcleos, sugerindo um
fenotipo hipertrofico dessas células pela incorporacao de novos nucleos (Kang
et al., 2004). Camundongos homozigotos apresentando mutacao do gene que
codifica a Neogenina apresentam miotubos menores com menor quantidade de
nucleos. Esses defeitos foram associados a baixos niveis das formas ativadas das
quinases FAK e ERK e a ineficiente expressao de Miogenina (Bae et al., 2009).
Fenotipos semelhantes foram observados para os ligantes de Neogenina,
Netrina e RGMc (Bae et al., 2009).

1.5. Orientadores de Axonios

Curiosamente, dentre as moléculas chave associadas ao programa
miogénico e regulacao do tamanho da fibra muscular estao algumas proteinas
conhecidas como orientadores de axonio. As moléculas orientadoras de axénio
sao proteinas que guiam o crescimento axonal e migracao de neurénios durante
o desenvolvimento embrionario. As moléculas orientadoras de axonio sao
classificadas como positivas, aquelas capazes de atrair o crescimento axonal
para determinada regiao por meio da polarizacao da atividade protrusiva (como
as Netrinas e Efrinas), e negativas, orientadores que repelem o crescimento
axonal inibindo a atividade protrusiva do cone de crescimento em suas
proximidades (como as Semaforinas, as Robo e as RGMs) (Monnier et al., 2002;
Gallo & Letourneau, 2004; Mueller et al., 2006). Ha ainda moléculas
orientadoras capazes de exercer ambos os papéis, atrativo e repulsivo. Em
vertebrados, Netrina-1 e -2 sao capazes de promover respostas atrativas por
meio da ativacao de Cdc42 e Rac1 via ligacao com os receptores DCC e
Neogenina (receptor homologo a DCC). As Netrinas também sdao capazes de
induzir respostas repulsivas via ligacao com UNC-5 (Hong et al., 1999; Merz et
al., 2001). A Semaforina 3A também pode sofrer uma conversao de seus efeitos
repulsivos para atrativos mediante interacoes especificas da Laminina-1 e a

Neuropilina-1 (Castellani et al., 2002).

31



Os Orientadores de Axonio por Repulsao RGMs sao classificados como
moléculas orientadoras de axonio negativas. As RGMs sao glicoproteinas de
membrana com atividade repulsiva, capazes de induzir o colapso do cone de
crescimento. Apos enderecamento para a membrana citoplasmatica, essas
moléculas podem sofrer a acao de fosfolipases e proteases e serem secretadas
para a matriz extracelular (Kuninger et al., 2006). Essas moléculas foram
primeiramente descritas em embrides de galinha durante o direcionamento dos
axonios temporais da retina (Miiller et al., 1996). Nesse contexto, as RGMs sao
responsaveis pela repulsao dos axonios temporais da retina da porcao posterior
para a porcao anterior do teto oOptico, determinando, assim, seu correto
posicionamento topografico (Miiller et al., 1996; Monnier et al., 2002). As RGMs
possuem um dominio N-terminal apresentando um peptideo sinal de
direcionamento para o reticulo endoplasmatico; um motivo tri-aminoacido
(Arg-Gly-Asp) RGD, possivelmente associado a adesado celular; um dominio
parcial do Fator von Willebrand tipo D, o qual inclui um sitio de clivagem
catalitico, e wuma regiao C-terminal apresentando uma ancora
glicofosfatidilinositol (GPI) (Monnier et al., 2002; Samad et al., 2004) (Figura
5).
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Figura 5. Desenho esquematico dos dominios protéicos dos membros da familia RGM. A seta
mostra o sitio de clivagem proteolitico. A sigla VWF representa o Fator von Willebrand. O
motivo RGD esta presente apenas nos membros a e c. Retirado de Monnier et al. (2002).

As RGMs compreendem uma familia de proteinas composta por quatro
membros: RGMa; RGMb (também conhecido como DRAGON); RGMc
(Hemojuvelin, HJV, HFE2); e RGMd. RGMa foi o primeiro membro desta familia
a ser identificado (Monnier et al., 2002). Posteriormente, devido as
similaridades apresentadas em suas sequéncias de aminoacidos (50-60%), os
demais membros dessa familia foram determinados (Papanikolaou et al., 2004;
Babitt et al., 2005).
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RGMa é predominantemente expresso no sistema nervoso central de
vertebrados (Niederkofler et al., 2004; Oldekamp et al., 2004; Schmidtmer &
Engelkamp, 2004; van den Heuvel et al., 2013) sendo também expresso em
tecidos nao neurais como o epitélio coclear, primordios do pulmao, membros
(Oldekamp et al., 2004), intestino (Metzger et al., 2005), coracao, figado, pele,
testiculo (Babitt et al., 2005), em células mesenquimais localizadas ao redor
do ganglio da raiz dorsal, e somitos (dermomiotomo, midétomo e células
musculares pioneiras) (Jorge et al., 2012). RGMa foi associada a diversos papéis
no sistema nervoso, incluindo: a organizacao espacial dos tratos axonais no
cérebro, em especial, na topografia retino-tectal (Monnier et al., 2002; Tassew
et al., 2008); a orientacao de axdnios (Matsunaga et al., 2006; Kubo et al.,
2008; Endo & Yamashita, 2009); a diferenciacao das células neuronais
(Matsunaga et al., 2006; Lah & Key, 2012); a sobrevivéncia de neuronios
(Matsunaga et al., 2004); ao fechamento do tubo neural (Niederkofler et al.,
2004); a inibicao da regeneracao axonal do sistema nervoso central apds lesao
da medula espinhal (Hata et al., 2006; Kitayama et al., 2011); a regulacao dos
processos de diferenciacao dos neurdnios entéricos (Metzger et al., 2007); a
inibicdo da regeneracao do neurito e recuperacao da funcao em casos de
isquemia cerebral (Feng et al., 2012; Kong et al., 2013); e a melhoria na
formacao de sinapses aferentes com células pilosas auditivas (Brugeaud et al.,
2013). Para exercer seus efeitos, RGMa se liga ao receptor Neogenina, receptor
comum ao membro c desta familia (Kang et al., 2004) e ao orientador de axonio

Netrina (Rajagopalan et al., 2004) (Figura 6).

Neogenina é expressa no sistema nervoso central, nas células da crista
neural em migracao, olhos e somitos (Gessert et al., 2008; Jorge et al., 2012;
van den Heuvel et al., 2013). Neogenina contém quatro imunoglobulinas
semelhante a IgG e seis dominios semelhante a Fibronectina tipo Il (FN IIl) em
sua porcao extracelular. Ambas, Netrina-1 e RGMa se ligam ao dominio FN lIl,
no entanto, RGMa apresenta uma maior afinidade de ligacao a Neogenina
quando comparada a ligacao de Netrina a este receptor (Rajagopalan et al.,
2004; Geisbrecht et al., 2003). O sitio de ligacao para Neogenina esta presente
entre os dominios VWD e hidroéfico da regiao C-terminal da molécula de RGMa,

mais precisamente, entre os aminoacidos 259 e 295 (Itokazu et al., 2012). O
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Figura 6. Desenho esquematico do receptor Neogenina com seus sitios de ligacao para RGMa,
Netrina e RGMc. Retirado de De Vries & Cooper (2008).

processamento de RGMa é extremamente complexo, as clivagens autocatalitica
e proteolitica, por meio da acao das enzimas SKI-1 e Furina, originam sete
formas diferentes desta proteina, quatro formas ancoradas a membrana (33
kDa, 37 kDa e duas formas de 60 kDa) e trés soluveis (60 kDa e duas formas de
30 kDa, apresentando, ainda, glicosilacdes), todos estes produtos, mesmo sem
nenhuma homologia na sequéncia, se ligam ao mesmo dominio 3-4 da
Fibronectina Ill no receptor Neogenina (Tassew et al., 2012). Na orientacao do
axonio, a ligacao RGMa/Neogenina é responsavel por mediar a ativacao de RhoA
GTPase e a via de sinalizacao Rho Quinase (ROCK) e PKC (Schaffar et al., 2008).
ROCK, por sua vez, fosforila a Miosina IIA, promove a despolimerizacao de F-
Actina e a retracao do neurito e/ou inibicao do crescimento (Kubo et al., 2008).
RGMa também foi associado, via FAK, a fosforilacao de LARG, um fator de troca
de nucleotideo guanina capaz de regular a ativacao de RhoA (Hata et al., 2006).
Os efeitos mediados por RGMa na cascata de sinalizacao de FAK, LARG, ativacao
RhoA e o colapso do cone de crescimento foram também relacionados a
associacao da Neogenina ao co-receptor UNC5B (Hata et al., 2009) (Figura 7).
A regulacao da sensibilidade dos neurdnios a RGMa foi associada a enzima TACE,
uma proteina transmembrana desintegrina e metaloprotease envolvida na

quebra do dominio extracelular de Neogenina (Okamura et al., 2011).
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Figura 7. Desenho esquematico dos receptores Neogenina e UNC5, e as principais moléculas
associadas a via de interacao de RGMa/Neogenina/UNC5B. DB, dominio de ligacdo a DCC; DD,
dominio death; Ig, dominio Imunoglobulina; FNIII, Fibronectina tipo Ill; ZU5, dominio homologo
ao da Zona de Oclusao 1. Retirado de Rajasekharan & Kennedy (2009).

RGMa também atua como co-receptor na sinalizacao de BMP (Babitt et
al., 2005). As BMPs sao membros da superfamilia de Fatores de Crescimento
Transformadores B (TGF-B) responsaveis por regular diversos processos
fisiologicos (Shi & Massagué, 2003). As BMPs se ligam aos receptores tipo |
(BMPRIA/ALK3, BMPRIB/ALK6, e ALK2) e receptores tipo Il (BMPRII, Activina
[IA/ActRIIA, e Activina IIB/ActRIIB) ativando a via de sinalizacao de Smads 1, 5
e 8. Uma vez fosforiladas, as Smad1/5/8 formam complexos heteroméricos
ativados com Co-Smad e Smad 4 e se movem para o nucleo onde atuam como
reguladores transcricionais para modular a expressao génica (ten Dijke et al.,
2003). Um dos principais alvos para a sinalizacao de BMP é o gene Inibidor de
Diferenciacao (Id) responsavel por regular os processos de crescimento e
diferenciacao numa variedade de tecidos (Hollnagel et al., 1999; Miyazono &
Miyazawa, 2002; Lopez-Rovira et al., 2002). RGMa forma um complexo com os
receptores de BMP tipo | (ALK3 e ALK®6), liga-se a BMP-2 e BMP-4, facilitando a
associacao deste complexo ao receptor tipo Il (ACTRIIA e BMPRII) ativando,

assim, a via de sinalizacao de Smads 1/5/8 que culminara na inducao da
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proteina Id1 endégena em neurdnios (Babitt et al., 2005; Xia et al., 2007)

(Figura 8).
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Figura 8. Desenho esquematico da associacao de BMP aos receptors tipo | e tipo Il sem e com a
utilizacao de RGM como co-fator. Tipo I-R: receptor tipo I. BMPRII ou ActRIIA: receptor tipo Il.
P: fosforilacao do substrato. R-SMAD: SMAD 1, SMAD 5 e SMAD 8. Co-SMAD: SMAD 4. Retirado de
Corradini et al. (2009).

RGMb, também conhecidko como DRAGON, foi primeiramente
identificado durante o mapeamento de genes com promotores regulados pelo
fator de transcricdo homeobox DRG11, no ganglio da raiz dorsal (Samad et al.,
2004). Esse orientador de axonio é expresso no sistema nervoso central e
periférico, de forma complementar a RGMa, e em tecidos ndao neurais como o
epitélio nasal, trato digestivo, condensacdes cartilaginosas dos discos
intervertebrais, esterno, membros (Oldekamp et al., 2004; Schmidtmer &
Engelkamp, 2004; van den Heuvel et al., 2013), somitos (midtomo e células
musculares pioneiras), e na porcao dos arcos faringeos que dara origem a
musculatura branquiomérica (Jorge et al., 2012). RGMb promove a adesao de
neurdnios do ganglio da raiz dorsal (Samad et al., 2004); inibe o crescimento
do neurito e é induzido em lesdes do sistema nervoso central, de forma similar

a RGMa (Liu et al., 2009); potencializa a sinalizacao de BMP; promove o feno6tipo
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neuronal e inibe a diferenciacao das células da crista neural (Samad et al.,
2005). No entanto, camundongos knockout para RGMb morrem trés dias apos o
nascimento sem defeitos aparentes nas funcdes sensoriais e motoras e no
desenvolvimento do sistema nervoso (Mueller et al., 2006). RGMb é expresso no
trato reprodutivo e foi associado a modulacao da sinalizacao de BMP nessas
células (Xia et al., 2005). RGMb foi o primeiro co-receptor de BMP identificado,
assim como RGMa, este orientador de axonio, quando ancorado a membrana,
se associa aos receptores tipo | (ALK2, ALK3 e ALKé) e tipo Il (ActRIIA e ActRIIB),
se liga seletivamente a BMP-2 e BMP-4 ativando a via de sinalizacao de Smads
1/5/8 e induzindo, assim, a sinalizacao de BMP (Samad et al., 2005). Em
contrapartida, a forma secretada de RGMb inibe a sinalizacao de BMP em
células C2C12, possivelmente por meio de sua associacao aos ligantes de BMP,
prevenindo seu acesso aos receptores tipo | e Il de forma similar a Noggin, um
antagonista de BMP, suprimindo as atividades de ALP (Fosfatase Alcalina) e do
promotor Id1 (Kanomata et al., 2009). RGMb também é capaz de se ligar ao
receptor Neogenina e esta interacao parece estar associada a migracao

neuronal no giro denteado do hipocampo (Conrad et al., 2010).

Ao contrario dos membros a e b da familia de orientadores de axénio por
repulsdao, RGMc, também conhecido como Hemojuvelina (HVJ), nao foi
associado aos tecidos neurais. Essa molécula é expressa nos musculos
esqueléticos, figado, ossos e cartilagem (Schmidtmer & Engelkamp, 2004;
Samad et al., 2004; Niederkofler et al., 2004; Papanikolaou et al., 2004;
Rodriguez et al., 2007; Kanomata et al., 2009). RGMc apresenta um papel
primordial na modulacao de Hepcidina, um peptideo hepatico responsavel por
controlar os processos de absorcao intestinal de ferro e sua reciclagem nos
macroéfagos, regulando, assim, a homeostase do ferro no organismo (Ganz,
2003). A Hepcidina promove uma diminuicao do exportador de ferro
Ferroportina na superficie dos enterdcitos duodenais, macrofagos e hepatocitos
inibindo a liberacao desse ion advindo da dieta e dos estoques dos macréfagos
para a corrente sanguinea (Nemeth et al., 2004). Mutacoes no gene que codifica
RGMc causa uma diminuicao, ou até mesmo auséncia, nos niveis de Hepcidina,
esta condicao gera um acUmulo de ferro em diversos tecidos como coracao,

figado, musculo esquelético, glandulas enddcrinas, ligamentos e células da
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pele; ocasionando uma doenca conhecida como hemocromatose hereditaria
(Pietrangelo, 2007). RGMc pode ser encontrado em diferentes formas: duas
formas ligadas a membrana sendo uma de cadeia Unica, completa, de ~50 kDa
e a outra heterodimérica composta por dois fragmentos (20 kDa N- and 35 kDa
C-terminal) ligados por ponte dissulfeto; e duas formas solUveis, secretadas, de
cadeia Unica, diferencialmente glicosiladas de 50 e 40 kDa, resultantes de
clivagem na regiao C-terminal da forma completa de RGMc pela acao de
enzimas pro-proteina convertases como a Furina (Kuninger et al., 2006; Silvestri
et al., 2008; Kuninger et al., 2008, Lin et al., 2008). As formas de RGMc,
ancorada a membrana e secretada, desempenham diferentes papéis na
regulacao da homeostase do ferro. RGMc ancorada a membrana atua como um
co-receptor para BMP, o qual, regula positivamente a transcricao de Hepcidina
nas células hepaticas através da sinalizacao via receptores de BMP tipo | ALK2,
ALK3 e ALK6, tipo Il BMPRII e ACTRIIA e, intracelularmente, via Smads, sendo
BMP-2, BMP-4 e BMP-6 os principais ligantes (Babbit et al., 2006; Xia et al.,
2008). Em contrapartida, a forma secretada de RGMc antagoniza a via de
sinalizacao de BMP removendo os efeitos positivos da forma ancorada por meio
da interacao ao ligantes de BMP prevenindo a associacao dessas moléculas a
seus receptores (Lin et al., 2005; Babitt et al., 2007; Andriopoulos et al., 2009),
de forma que, deficiéncias de ferro aumente os niveis de RGMc secretada
(Zhang et al., 2007) e a sobrecarga de ferro reduza a sintese desta molécula
(Lin et al., 2005; Silvestri et al., 2008). RGMc também se liga ao receptor
Neogenina e esta interacao € imprescindivel para a inducao da expressao de
Hepcidina por BMP4, e para mediar a secrecao de RGMc pela célula (Zhang et
al., 2009). Os aumentos nos niveis de ferro intracelular induzidos pela forma
ancorada de RGMc é dependente de Neogenina nas células (Zhang et al., 2005).
No entanto, a ligacao da forma ancorada de RGMc a Neogenina e BMP2/BMP4 é
responsavel pela clivagem de RGMc e secrecao desta proteina (Zhang et al.,
2007).

RGMd foi encontrando apenas em peixes teledsteos e nenhuma funcao

foi associada a esta molécula até o momento (Camus & Lambert, 2007).

38



A importancia biolégica da associacao entre o sistema nervoso e o
muscular vai além da inducao do movimento: moléculas produzidas pelas
células nervosas também causam efeitos sobre a formacao dos miotubos; o
tamanho das fibras; e também sobre a determinacao da identidade das fibras
musculares (Kang et al., 2004; Bae et al., 2009). No entanto, os estudos
funcionais disponiveis até entdao que relacionam as RGMs a musculatura
esquelética tém se concentrado no membro ¢ desta familia, uma vez que RGMc
€ conhecido como a forma muscular dentre as RGMs. No entanto, a analise do
padrao de expressao de RGMa e RGMb durante o desenvolvimento de embrides
de galinha tem sugerido que estes “membros neurais” podem também estar
envolvidos na miogénese. RGMa e RGMb foram detectados fora do sistema
nervoso, especialmente nos somitos (Jorge et al., 2012). Transcritos de RGMa
foram detectados nos dominios do somito conhecidos como o sitio de origem
das células pioneiras da musculatura esquelética e células tronco musculares
e, posteriormente, no midétomo; enquanto transcritos de RGMb foram
observados em sitios de sobreposicao de células musculares diferenciadas
(Jorge et al., 2012). Transcritos de RGMa e RGMb foram também detectados
em mioblastos indiferenciados e em miotubos diferenciados da linhagem C2C12
(Kanomata et al., 2009). A analise do padrdao de expressao entre tecidos
adultos (cérebro, pele, figado, coracdao e musculatura esquelética), realizado
em um microarranjo contendo 4.5K transcritos de galinha musculo-
associados, revelou RGMa como preferencialmente expresso na musculatura
esquelética peitoral de Gallus gallus, dados que foram confirmados por PCR

quantitativo (Jorge et al., 2010).

Estes achados corroboraram com a hipotese de que RGMa, assim como
Netrinas, RGMc e Neogenina, esteja associada aos processos de diferenciacao
e regulacao do tamanho das células musculares esqueléticas,funcao que nao

foi comprovada até o momento.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais
O presente trabalho teve como objetivo investigar a presenca das moléculas
orientadoras de axonios por repulsao (RGMa, RGMb e RGMc) na musculatura
esquelética adulta e caracterizar a funcao in vitro de RGMa nas células

musculares esqueléticas de camundongos

2.2. Objetivos especificos

1. Imunolocalizar RGMa, RGMb e RGMc nas células musculares esqueléticas

adultas, utilizando camundongos como modelo;

2. Co-localizar as RGMs, na musculatura adulta, com proteinas musculares
esqueléticas conhecidas (Distrofina, Desmina, Titina e Miosinas de Cadeia

Pesada);

3. Identificar, por western blot, as formas de peptideos para RGMa

produzidos na musculatura esquelética de camundongos adultos;

4. Investigar a funcao bioldgica in vitro de RGMa, utilizando vetores para
promover a super-expressao e o knockdown (siRNA) destes transcritos em
mioblastos de camundongos (linhagem C2C12 e cultura de células
primarias), e verificar os efeitos sobre a morfologia celular e no processo

de diferenciacao celular.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Camundongos machos da raca Swiss (60 dias de idade; peso: +30 g) foram
obtidos do biotério central da universidade (CEBIO/UFMG) e armazenados em
gaiola mantida com temperatura e umidade controlados em ciclo de
luminosidade claro/escuro de 12:12 h. Racao e agua foram fornecidos ad
libitum. Neonatos machos Swiss de 3 dias de idade foram obtidos do biotério
central da Universidade (CEBIO) e utilizados imediatamente para a extracao de
células primarias. Camundongos machos adultos foram utilizados para a técnica
de imunomarcacao. Os sacrificios foram realizados por sobredose anestésica
utilizando a associacao Cetamina/Xilazina (80mg de cetamina + 15mg de
xilazina, ambas/kg), por via intraperitoneal. Todos os procedimentos foram
conduzidos conforme instrucoes da comissao de ética no uso de animais
(CEUA/UFMG, processo 18/2011), e as leis brasileiras para uso de animais em

experimentacao cientifica.

3.2. Imunolocalizacdo das RGMs e proteinas musculares

conhecidas na musculatura adulta de camundongos

A imunolocalizacao das RGMs e proteinas musculares esqueléticas
conhecidas foi realizada em cortes transversais e longitudinais dos musculos
quadriceps, soleo e EDL (extensor longo dos dedos) dos membros inferiores. Um
total de cinco camundongos adultos da raca Swiss, com cerca de 60 dias de
idade, foram utilizados. Estes musculos foram especificamente escolhidos
devido as diferencas existentes entre os tipos de fibras que apresentam sendo:
quadriceps, apresentam fibras predominantemente rapidas dos tipos Ila e llb
(Saltin et al., 1977); soleo, apresentam fibras predominantemente lentas do
tipo I; e EDL sendo considerado um musculo hibrido (Schiaffino et al., 1970). As

marcacoes para as RGMs foram, portanto, realizadas nos trés musculos citados.
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No entanto, por apresentarem resultados semelhantes independente do
musculo utilizado, as imagens mais representativas foram utilizadas para cada

marcac¢ao analisada.

As amostras foram coletadas em isopentano e nitrogénio liquido e
imediatamente armazenadas em ultrafreezer. Para os procedimentos de
criosseccao, os musculos foram embebidos em O.C.T. (Tissue-Tek) a -30 °C e
cortados em seccoes de 6 um em criostato (Bright 5030). Apos bloqueio com
TBS contendo 0,01% Tween 20 e caseina (TBS-TC), as seccoes foram incubadas
com anticorpo primario (todos diluidos 1:100 em PBS), overnight a 4 °C. Os
anticorpos foram usados como se segue: RGMa, cabra policlonal IgG contra o
dominio C-terminal (Santa Cruz Biotechnology); RGMa, coelho policlonal 1gG
contra o dominio N-terminal (Abcam); RGMb, coelho policlonal IgG (Santa Cruz
Biotechnology); RGMc, coelho policlonal IgG (Santa Cruz Biotechnology). Apos
lavar com TBS-TC, as seccoes foram incubadas com anticorpo secundario
fluorescente diluido em PBS na proporcao de 1:800 por 90 min a temperatura
ambiente (TA). Os anticorpos secundarios utilizados foram: Alexa Fluor 555
coelho anti-cabra IgG (vermelho) e Alexa Fluor 488 cabra anti-coelho IgG

(verde), ambos da Invitrogen.

Para confirmar a localizacao: (1) das RGMs na membrana das células
musculares esqueléticas , e (2) de RGMa também no sarcoplasma destas células,
dupla marcacdes foram realizadas e as imagens co-localizadas. As co-
localizacoes realizadas foram: RGMa/Desmina, RGMa/Titina, RGMa/Distrofina,
RGMa/MHCI, RGMa/MHClIla, RGMa/MHCIIb; RGMb/Distrofina e RGMc/Distrofina.
Para estes experimentos, apos a incubacao com o anticorpo secundario descrito
anteriormente, as seccoes foram bloqueadas com 4% BSA/1% soro normal de
cabra/0,1% Tween 20 em PBS por 1 h. Os anticorpos primarios Titina
(camundongo monoclonal IgM, Hybridoma Bank); Desmina (rato monoclonal
IgG1/K, Cell Marque), Miosina de Cadeia Pesada tipo | (camundongo monoclonal
IgG1, Hybridoma Bank), Miosina de Cadeia Pesada tipo lla (camundongo
monoclonal I1gG2b, Hybridoma Bank), Miosina de Cadeia Pesada tipo Ilb
(camundongo monoclonal IgM, Hybridoma Bank) e Distrofina (camundongo

monoclonal IgG2a 1:100, Hybridoma Bank) foram diluidos a 1:100 em solucao
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de bloqueio em PBS, overnight a4 °C. A incubacao com o anticorpo secundario
foi realizada na proporcao de 1:500 diluido em PBS, por 1 h a TA, sendo
utilizados os seguintes anticorpos: Alexa Fluor cabra anti-camundongo 488 1gG,
IgM (Life Technologies), Alexa Fluor cabra anti-camundongo 488 IgG1 (Life
Technologies), Alexa Fluor cabra anti-camundongo 555 IgM (Life Technologies),
Alexa Fluor jumento anti-camundongo 555 1gG (Life Technologies) e Alexa Fluor
cabra anti-camundongo 350 IgG2b (Life Technologies). As laminas foram

montadas com glicerol 90% diluido em PBS.

Para os experimentos de imunohistoquimica, o musculo esquelético de
trés camundongos machos adultos foi fixado por perfusao vascular, utilizando
Metanol 80%/DMSO 20%. Para tanto, apds uma injecao de heparina (125 Ul/kg)
intraperitonealmente, para inibicao da formacao de coagulos, os animais foram
anestesiados utilizando a associacao de Cetamina/Xilazina (80mg de cetamina
+ 15mg de xilazina, ambas/kg) e a cavidade toracica foi aberta para acesso ao
ventriculo esquerdo e introducao da agulha até a canulacao da aorta. Os 6rgaos
foram perfundidos por 30 min, ap6s os quais, os musculos quadriceps, soleo e
EDL foram removidos, colocados em solucao fixadora de Metanol 80%/DMSO 20%
gelado e levados a ultrafreezer por 7 dias. Ap6s uma semana, as amostras foram
descongeladas gradativamente, passando por temperaturas iguais a -20 °C e 4
°C, ambas overnight, passando por uma série graduada de alcoois (70%, 80%,
90%, 100%), por 30 min cada, sendo o primeiro utilizado a 4°C. As amostras
passaram, entao, por trés banhos consecutivos de xilol, 20 min cada, e foram
levados a estufa a 58 °C para realizacao de trés banhos de parafina, por 20
minutos cada. Posteriormente, as amostras foram incluidas em blocos contendo
parafina. Seccoes de 6 pm foram cortadas em micrétomo (Histoline MRS3500) e
passaram por dois banhos de xilol de 10 minutos cada para desparadinizacao e
hidratacao com uma série decrescente de alcoois (100% Etanol: 2 vezes, 5 min
cada; 90% Etanol: 2 vezes, 5 min cada; e 70% Etanol: 5 min) e agua destilada (5
min). O bloqueio da Peroxidase endogena foi realizado utilizando 2 banhos de
15 min cada de peroxido de hidrogénio 10 volumes. Os cortes foram lavados
com 0,1% Tween 20/PBS por 5 minutos e o bloqueio realizado com BSA 2% +
Tween 20 0,1% por 1 h a temperatura ambiente. Os anticorpos primarios C-
RGMa e N-RGMa foram diluidos em BSA 0,2% e incubados overnight a 4°C. O kit
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LSAB (Dako) foi utilizado na incubacao com o anticorpo secundario (anti-
camundongo, anti-cabra e anti-coelho biotinilados) por 30 min a temperatura
ambiente e o conjugado Estreptavidina-HRP por 30 min a temperatura
ambiente. A revelacao foi realizada utilizando o reagente Diaminobenzidina
(DAB) (Dako) e a contra-coloracao obtida por meio da aplicacao de
Hematoxilina de Harris por 1 minuto. A desidratacao final foi feita utilizando
banhos consecutivos de alcoois (2 banhos de Etanol 70 %; 1 banho de Etanol 90%
por 5 min cada e trés banhos de Etanol 100 %, sendo o primeiro de 5 min e os
dois Ultimos de 10 min). A diafanizacao foi realizada utilizando Xilol | (5 min) e

Xilol Il (10 min) e a montagem com Entelan.

3.3. Cultivo dos mioblastos da linhagem C2C12 e células primarias

Os mioblastos da linhagem C2C12 foram obtidos em colaboracao,
armazenados em ultrafreezer e descongelados em 2 mL de meio de crescimento
[MC: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) com alta concentracao de
glicose, L-glutamina (Gibco, Life Technologies), suplementado com soro fetal
bovino 10% (Cripion Biotechnology), e 1% de solucao de
penicilina/estreptomicina/anfotericina B  (Gibco, Life Technologies)]
previamente aquecido a 37°C. As células foram entao centrifugadas por 5 min
a 184 G e plaqueadas em garrafas T25. As células foram cultivadas em meio de
crescimento a 37°C e 5% CO2. Embora a fusao de mioblastos em miotubos
diferenciados ocorra com a remocao do soro do meio (meio de diferenciacao,
MD), as células C2C12 comecam a se diferenciar quando atingem confluéncia,
mesmo em MC. Por isso, as células foram soltas por digestao com Tripsina
quando atingiam 70% de confluéncia. Para a passagem de células, o meio de
crescimento foi removido e a garrafa lavada com PBS. As células foram
incubadas com Tripsina 0,5% por 3 min a 37 °C e 5% de CO2. A solucao de Tripsina
contendo as células foi removida e 3 mL de meio de crescimento foram
acrescidos. As células foram entdao centrifugadas por 4 min a 184 G,
ressuspendidas em meio de crescimento, contadas e replaqueadas na densidade

de 4x10* células/poco. A passagem das células ocorreram a cada dois dias.
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Foram realizadas quatro passagens antes da utilizacao destas células nos
experimentos aqui descritos.

Para a inducao da diferenciacao muscular, o MC foi trocado por meio de
diferenciacao [MD: DMEM com alta concentracao de glicose (Gibco, Life
Technologies), contendo soro de cavalo 2% (Gibco, Life Technologies)] e as
células incubadas nas mesmas condicoes, por 3, 5 e 8 dias. O meio foi trocado

a cada dois dias.

Para a cultura primaria, os musculos dos membros inferiores foram
coletados de cinco camundongos Swiss machos com idade de 3 dias em DPBS
(Gibco, Life Technologies) suplementado com 1% de solucao de
penicilina/estreptomicina/anfotericina B (Gibco, Life Technologies) e 1%
gentamicina (Sigma-Aldrich). Apos a remocao dos tecidos conjuntivo e adiposo,
as amostras de musculo dos cinco animais utilizados foram misturadas,
formando um mix de células, as quais, foram dissociadas por digestao com
Colagenase | (Life Technologies) associado ao método mecanico, em banho-
maria sob agitacao a 37 °C, durante 45 min; seguido por uma digestao
complementar com Tripsina 0,25%, por 30 min em banho-maria sob agitacao a
37 °C. As células primarias foram plaqueadas em garrafas T25 em meio de
crescimento [DMEM com baixa concentracao de glicose, L-glutamina (Gibco,
Life Technologies), suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cripion
Biotechnology), 1% de solucao de penicilina/estreptomicina/anfotericina B
(Gibco, Life Technologies) e 1% de gentamicina (Sigma-Aldrich)], a 37 °C e 5%
de CO;. Quatro passagens foram realizadas conforme descrito para as células
C2C12. As tripsinizacdes foram utilizadas para o enriquecimento da cultura em
mioblastos. Apds a quarta passagem, as células foram cultivadas em placas de
24 pocos a uma densidade de 2x10* células em meio de crescimento, em
Matrigel (BD Biosciences), diluida na proporcao de 1:50 em PBS, e mantidas sob
condicoes padroes. A inducao da diferenciacao foi conduzida como descrita

para a linhagem celular C2C12.
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3.4. Western Blot

As western blots foram realizadas em colaboracao com o Laboratério de
Biologia Celular do ICB/UFMG. Para os tecidos adultos, amostras de 300 mg de
cérebro e musculo esquelético dos membros inferiores foram obtidas de trés
camundongos adultos Swiss machos. As amostras de cérebro foram utilizadas
como controle positivo. Para as células primarias, amostras de 8x10* células
foram incubadas em placas de 12 pocos e coletadas nos periodos de 3 dias em
meio de crescimento; 3, 5 e 8 dias em meio de diferenciacao; e 5 dias apos a
transfeccao de mioblastos primarios. Todas as amostras foram homogeneizadas
em 1 mL de PBS na presenca de inibidores de protease (NaCl 0,9% contendo
inibidores de protease, Sigma-Aldrich). Os inibidores de protease utilizados
foram: Fluoreto Fenilmetano Sulfonil (Sigma-Aldrich), Pepstatina A (Sigma-
Aldrich), EDTA (Sigma-Aldrich), E-64 {N-[N-(L-3-trans-carboxiirano-2-carbonil)-
L-leucil]-agmatina;[1-[N-[(L-3-trans-carboxioxirane-2-carbonil)-L-
leucil]lamino]-4-guanidinobutano]} (Sigma-Aldrich) e ortovanato de sodio
(Sigma-Aldrich).  Apds a sonicacao, os lisados foram centrifugados a 14.000 x
g por 30 min, o sobrenadante foi diluido 1:2 em solucao de SDS 10% (Sigma-
Aldrich) glicerol, B-mercapetanol e azul de bromofenol 10% em tampao Tris 0,5
M (pH 6,8) e fervido em banho-maria a 100 °C por 5 min. Aliquotas de 20 pL
de cada proteina foram separadas eletroforeticamente em gel de SDS-
poliacrilamida desnaturada 12% e transferidas para uma membrana de
nitrocelulose Hybond-ECL (GE Healthcare) a 100 mA por 75 min. O bloqueio foi
realizado com TBS (Tris Buffered Saline) contendo Tween 20 0,01% e Caseina
(TBS-TC) por 30 min. A incubacao com os anticorpos primarios contra RGMa C-
terminal (cabra policlonal 1:500, Santa Cruz Biotechnology), RGMa N-terminal
(coelho policlonal 1:500, Abcam), e B-Actina (camundongo monoclonal 1 :5000,
Santa Cruz Biotechnology) foram realizadas por 120 min a TA. Apds lavar com
PBS, as membranas foram incubadas por 1 h com os anticorpos secundarios
biotinilados anti-cabra, anti-coelho e anti-mouse (IgG) (1:1000) (Abcam),
respectivamente, seguidos pela incubacao com solucao de estreptavidina-HRP

(Thermo Fisher Scientific) por 15 min a TA. A revelacao foi realizada com 3,30-
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diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich), cloranfenicol (Sigma-Aldrich) e
perdxido de hidrogénio 35% (Sigma-Aldrich) por 1 min a TA. As imagens foram

obtidas usando um scanner Epson Perfection 4990 (Epson).

3.5. Super-expressao e knockdown de RGMa por RNA de

interferéncia (siRNA) in vitro

RGMa de camundongo possui 80% de identidade de aminoacidos em
relacdo a RGMa de galinha, em contrapartida, RGMb e RGMc de camundongos
tém uma relacao mais distante com os mesmos membros para as RGMs em
galinha, compartilhando, respectivamente, 64% e 54% de identidade de

aminoacidos (Camus & Lambert, 2007).

Desta forma, a super expressao de RGMa foi obtida, anteriormente, a
partir da clonagem da regiao codificadora de RGMa de Gallus gallus (GenBank
numero de acesso: AY128507) em plasmidio bicistronico pCAB-RGMa-IRES-eGFP
(Alvares et al., 2003), entre os sitios restricio Clal e EcoRl. Para os

experimentos controle, o vetor vazio foi usado.

O RNA de interferéncia para promover o knockdown de RGMa (siRNA-
RGMa) e os controles foram clonados em pSilencer 1.0 U6 (Ambion) e obtidos
em colaboracao com o Dr. Alain Chédotal (Centre de Recherche Institut de la
Vision, Paris, Franca). No entanto, os vetores doados nao apresentavam o gene
reporter, o que impossibilitaria a identificacao das células transfectadas em
cultura. Dessa forma, foi necessario promover a sub-clonagem da sequéncia
contendo o promotor U6 associada ao siRNA-RGMa, em um vetor de expressao,
contendo um gene reporter (neste caso, eGFP). Para o RNA de interferéncia
foi utilizado o vetor pcDNA3-eGFP (Addgene), entre os sitios de restricao Kpnl
e EcoRl.

Apds confirmacao por eletroforese em gel de agarose 1%, tanto o DNA
plasmidial do vetor pSilencer contendo siRNA-RGMa e quanto o vetor pcDNA3-
eGFP vazio foram submetidos a uma dupla digestao com enzimas de restricao.

A primeira digestao foi realizada utilizando 1 pg de DNA/PCR, 40 U da enzima
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de restricao Kpnl (Thermo Scientific), e 1 pL do tampao padrao Tango 10x
(Thermo Scientific), a 37 °C por 1 h; seguida de uma segunda digestao, onde
aos 10 pL produto da primeira, foram adicionados 10 U da enzima EcoRI (Thermo
Scientific) e mais 1,25 pL do mesmo tampao, seguida de incubacao a 37 °C por
mais 1 h. Os produtos da digestao foram confirmados em gel de agarose 1% e

posteriormente purificados utilizando o kit de extracao de gel de PCR (Qiagen).

O produto da digestao foi entao ligado ao vetor pcDNA3-eGFP via sitio
Kpnl-EcoRl utilizando 3 U da enzima T4 DNA Ligase (Promega), 5 pL de tampao
da enzima 2x, e 2 pL do produto da digestao e 2 pL do vetor vazio, overnight,
a 16 °C. Apos ligacao, cerca de 2 L da reacao foi utilizado para transformar
bactérias quimiocompetentes (E. coli, TOP10). DNA plasmidial de algumas
colonias obtidas foi extraido novamente utilizando o kit Gene Jet Miniprep
(Fermentas). Para confirmar a clonagem, uma PCR foi realizada utilizando 0,5
pL do DNA plasmidial (~ 100 ng), 0,4 pM de cada um dos iniciadores T7 e SP6
(presentes na sequéncia do vetor), e 12,5 pyL do MasterMix PCR (Fermentas) e o
mesmo programa utilizado anteriormente. O sucesso da clonagem foi

confirmado em gel de agarose 1% pelo tamanho do fragmento amplificado.

Uma maxi-preparacao (maxi-prep) foi realizada utilizando o kit Plasmid
Plus Maxi (Qiagen), para a obtencao da quantidade de DNA necessaria para as
transfeccoes das células (~ 1 pg/pL). Para isso, 2 puL dos DNAs (RGMa+pCAB,
pCAB vazio, siRNA-RGMa+pcDNA3-eGFP e pcDNA3-eGFP vazio) foram utilizados
para transformar bactérias quimiocompetentes (E. coli, TOP10) pelo método do
choque térmico. Colonias isoladas de cada um dos grupos foram inoculadas em
5 mL de meio liquido LB contendo ampicilina (100 pg/mL), sob agitacao a 37 °C
por 8 h. No dia seguinte, 500 pL de cada pré-indculo foi adicionado a 500 mL
de meio LB liquido contendo ampicilina (100 pg/mL) e mantidos sob agitacao a
37 °C por 16 h. As culturas de bactérias transformadas foram centrifugadas a
6.000 x g, a4 °C por 15 min. Os pellets formados foram ressuspendidos em 10
mL do tampao P1 e misturados ao tampao P2. Apos incubacao por 5 min a TA,
10 mL do tampao P3 foi adicionado e a solucao incubada em gelo por 20 min e
centrifugada por 30 min a 20.000 x g a 4 °C. O sobrenadante contendo o DNA

plasmidial foi centrifugado por 15 min a 20.000 x g a 4 °C e levado a coluna
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Qiagen-tip 500 previamente equilibrada com 10 mL de QBT. A coluna foi entao
lavada com 30 mL de tampao QC por duas vezes e o DNA eluido com 15 mL de
tampao QF. O DNA foi precipitado com 10,5 mL de isopropanol e centrifugado
por 30 min a 15.000 x g a 4 “C. O pellet contendo o DNA foi lavado com 5 mL
de etanol 70% a temperatura ambiente, centrifugado a 15.000 x g por 10 min,
levado a placa aquecedora (Provocell) a 38 °C por 5 a 10 min para secagem e
ressuspendido em 200 pL de agua livre de RNAse e DNAse. Os produtos das
maxi-preparacoes foram purificados com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1, Invitrogen), quantificado em Nanodrop (Thermo Scientific) e sua

presenca confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1%.

3.6. Transfecgdes celulares

Para os experimentos de transfeccao, as células primarias e da linhagem
C2C12 foram plaqueadas em placas de 24 pocos em meio de crescimento (MC),
sobre laminulas de vidro acrescidas de matrigel ou gelatina 3%, a uma densidade
de 2x10* células/mL. Foram utilizados seis pocos por grupo e os experimentos
foram realizados, no minimo, trés vezes para cada grupo. Apds 24 hs de
incubacao a 37 °C e 5% CO, a cultura foi transfectada com os vetores de super-
expressao, knockdown e seus respectivos controles. Os DNAs resultantes das
maxi-preparacoes foram diluidos para uma concentracao de 0,8 pg/pL. As
transfeccoes foram realizadas utilizando 0,8 pg do DNA plasmidial e 2 pL do
reagente Lipofectamina 2000 (Life Technology), que foram misturados em 50
pL de meio Opti-MEM (Gibco), por poco a ser transfectado, e incubados por 45
min. Apds este periodo de incubacao, foram adicionados 250 pL de meio Opti-
MEM, por poco a ser transfectado, a solucao de transfeccao. A cada poco da
placa contendo as células foram adicionados 300 pL da solucdo de transfeccao
e, em seguida, as células foram incubadas a 37 °C e 5% COz por 5 h. Apos este
periodo, o meio de transfeccao foi substituido por MC fresco. Apds atingir 70%
de confluéncia, as células foram cultivadas em MD por 3 e 5 dias, para analises

imunofluorescéncias. A eficiéncia de transfeccao foi de cerca de 5%.
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3.7. Imunofluorescéncia nas células em cultura

Apoés 3 em meio de crescimento e 3, 5 e 8 dias em meio de diferenciacao,
as células primarias e da linhagem C2C12 foram lavadas com PBS, fixadas com
paraformaldeido 4% por 10 min e tratadas com Igepal 0,1% (Sigma) e BSA 1%
(Sigma) ambos diluidos em PBS, a 37 °C, por 30 min cada. Entre os tratamentos,
as células foram lavadas com PBS em trés banhos de 10 min cada. O anticorpo
primario foi incubado por 1 h a 37 °C, como se segue: anticorpo GFP (coelho
policlonal IgG, Abcam), Miosina de Cadeia Pesada MHC (camundongo
monoclonal IgG2b, Developmental Studies Hybridoma Bank), C-RGMa (cabra
policlonal 1gG, Santa Cruz) e Desmina (rato monoclonal IgG1/K, Cell Marque),
todos diluidos em PBS na proporcao de 1:500. Apos lavar com PBS, os anticorpos
secundarios anti-camundongo/anti-coelho e anti-cabra, conjugados com um
fluorocromo, Alexa 488 e Alexa 555 (Life Technologies), respectivamente, na
diluicao de 1:700 em PBS, foram usados por 90 min a 4 °C. Nas amostras de
cultura transfectadas, uma mistura utilizando os anticorpos primarios contra
GFP e MHC descritos acima foi realizada. Da mesma forma, uma mistura dos
anticorpos secundarios anti-coelho e anti-camundongo foi utilizada. Os nlcleos
foram contracorados com DAPI (Molecular Probe, Life Technologies). As

laminas foram montadas com glicerol 50% diluido em PBS.
3.8. Morfometria

As imagens de imunofluorescéncia foram capturadas em colaboracao
com o Laboratoério da Biologia Estrutural e da Reproducao (ICB/UFMG) em
microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 acoplado a uma camera Olympus Q
Color 3 utilizando os programas Image Pro Express Software (version 4.5) e
Adobe Photoshop CS6. Alguns cortes de 6 pm foram também analisados usando
0 microscopio Zeiss 510 Meta Confocal (Centro de Aquisicao e Processamento
de Imagens CAPI/UFMG). As imagens de imunohistoquimica foram visualizadas
em microscopio optico Olympus BX41 acoplado ao sistema de captura Q-Color
3/0lympus, utilizando o software QCapture Pro 6.0. As medidas de
comprimento e largura das células transfectadas (GFP*/MHC*) foram realizadas
em, pelo menos, seis laminulas de cada tratamento utilizando uma régua

micrométrica para calibracao e padronizacao das analises no programa Image
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J. As imagens das células transfectadas foram capturadas utilizando uma
objetiva de 20x e uma projetiva de 2x. O maior diametro foi considerado para
as medidas de comprimento e largura das células. A média das larguras foi
obtida dividindo-se a soma das larguras pelo nUmero total de células contadas
num determinado grupo. O mesmo foi realizado para a média do comprimento
das células. As laminulas contendo as células transfectadas foram varridas em
sua totalidade e todas as células com dupla marcacao (GFP*/MHC*) foram
contadas. Cerca de 300 células transfectadas foram contadas para cada grupo
estudado. Além de terem suas medidas de largura e comprimento analisadas,
as células foram classificadas quanto a quantidade de nudcleos presentes em:
mioblastos (1 nulcleo), miotubos (2-4 nlcleos) e miotubos maduros
multinucleados (mais de 5 nucleos). Os dados foram apresentados em
porcentagem, calculada dividindo o nimero de células de cada um dos trés
grupos (mioblastos, miotubos e miotubos maduros multinucleados) pelo total
de células GFP*/MHC* presentes em cada periodo estudado (3 e 5 dias). O
numero total de nlcleos foi apresentado em porcentagem sendo calculado
dividindo-se o nimero total de células GFP*/MHC* pelo nimero total de nlcleos
destas células para cada grupo estudado. O indice de fusao foi calculado como
a razao entre o numero de nucleos dentro dos miotubos multinucleados (>3
nicleos) em dado campo e o nimero total de nlcleos neste campo x100, aos 5

dias de diferenciacao miogénica.
3.9. Andlise estatistica

Os fenotipos para RGMa in vitro (medidas de comprimento e largura bem
como a quantidade de nlcleos) foram analisados usando o teste F-test
verificados por SASLAB de SAS e corrigidos se necessario.

ANOVA foi utilizado para detectar diferencas entre os dois tratamentos
e as médias (+erro padrao) foram comparadas por least squares (p<0,05) usando
PROC GLM (SAS, 2007). Para as porcentagens observadas, o teste do qui-
quadrado foi implementado no PROC FREQ (SAS, 2007), considerando as
freqliéncias esperadas como 50% para cada tratamento. Qualquer desvio entre

as frequéncias observadas e esperadas foram significativas quando p < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Imunolocalizacao de RGMa, RGMb e RGMc

Apesar de transcritos de RGMa, RGMb e RGMc terem sido anteriormente
observados no musculo estriado esquelético e em células musculares em cultura
(Kanomata et. al, 2009), nenhuma informacao sobre a localizacao destas
proteinas nestas células foi disponibilizada até o momento. Para determinar o
local de expressao de RGMa, RGMb e RGMc nas células musculares esqueléticas,
amostras dos musculos quadriceps, soleo e EDL de camundongos machos adultos
foram criosseccionadas (transversalmente e longitudinalmente) e a técnica de
imunofluorescéncia foi realizada utilizando os anticorpos primarios contra
RGMa, RGMb e RGMc. Os controles negativos foram determinados pela auséncia

do respectivo anticorpo primario.

Nas secOes transversais, RGMa, RGMb e RGMc foram encontrados no
sarcolema das células (Figura 9, cabecas de seta). Nestes mesmos cortes,
interessantemente, também foi possivel observar marcacoes pontuais para

RGMa no sarcoplasma destas células (Figura10a, seta).
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Figura 9. Imunolocalizacdo das RGMs em seccoes transversais do tecido muscular esquelético
de camundongos adultos. Imagens ilustrativas de imunofluorescéncia obtidas a partir de
seccbes de 6 um dos musculos quadriceps e soleo utilizando anticorpos para RGMa (em
vermelho), RGMb e RGMc (em verde). As seccoes foram visualizadas em microscopio de
fluorescéncia. (A) RGMa é encontrado no sarcoplasma (seta) e no sarcolema (cabeca de seta).
(B) controle negativo para RGMa. (C) RGMb esta presente no sarcolema das células musculares
(cabeca de seta). (D) controle negativo para RGMb. (E) RGMc é também observado,
exclusivamente, no sarcolema das células (cabeca de seta). (F) controle negativo para RGMc.
Barra 20 ym.
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Nas secces longitudinais, RGMb e RGMc foram detectadas restritas ao
sarcolema das células musculares (Figura 10); enquanto, RGMa apresentou um

padrao de marcacao estriado, semelhante as proteinas sarcoméricas (Fig.11).

Controle

Controle

Figura 10. Imunolocalizacao das RGMs em seccdes longitudinais do tecido muscular esquelético
de camundongos adultos. Imagens ilustrativas de imunofluorescéncia obtidas a partir de
seccoes de 6um dos musculos quadriceps e soleo. Imunomarcacao de RGMa (vermelho), RGMb
e RGMc (verde). Os cortes foram visualizados em microscopio de fluorescéncia. (A) RGMa é
encontrada no sarcoplasma com um aspecto estriado de marcacao (seta). (B) controle negativo
para RGMa. (C) RGMb é observado exclusivamente no sarcolema dessas células (cabeca de
seta). (D) o mesmo padrao de marcacdo no sarcolema da célula pode ser visto para RGMc
(cabeca de seta). (E) controle negativo para RGMb e RGMc. Barra 20um.

Para verificar, de forma mais detalhada, o padrao de expressao de RGMa,
novos cortes transversais e longitudinais de mulsculo esquelético e cérebro
foram obtidos e visualizados em microscopio confocal. Por se tratar de um
orientador de ax6nio abundantemente expresso no sistema nervoso central,
amostras de cérebro foram utilizadas como controle positivo da marcacao. Os
mesmos padroes observados para RGMa na microscopia de fluorescéncia foram

obtidos quando da analise dos cortes no microscopio confocal (Figura 11).
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Figura 11. Imagens de confocal da imunomarcacao de C-RGMa no musculo esquelético e cérebro
de camundongos adultos. Imagens ilustrativas de seccoes de 6 pm dos musculos quadriceps e
EDL utilizando o anticorpo para a regidao C-terminal da molécula de RGMa (vermelho). (A)
Seccao longitudinal, mostrando, em detalhe, o padrao estriado de marcacao para RGMa. A
imagem disposta em A foi ampliada para melhor visualizacao das estriacées (ampliacao). (B)
Seccao transversal sendo, RGMa detectada no sarcoplasma e sarcolema das células musculares.
(C) controle negativo para C-RGMa. (D) controle positivo da marcacao para C-RGMa no cérebro
de camundongos. Barra 20 pm.

Para confirmar o padrao de marcacao para RGMa encontrado quando da
utilizacao do anticorpo sintetizado contra a regiao C-terminal desta proteina,
um novo anticorpo, produzido contra a regiao N-terminal de RGMa, foi
utilizado. Nossos resultados mostraram um padrao de marcacao semelhante
quando da utilizacao do anticorpo para RGMa N-terminal (N-RGMa) em relacao

ao anticorpo para RGMa C-terminal (C-RGMa) (Figura 12).
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Figura 12. Imagens de confocal da imunomarcacao de N-RGMa no musculo esquelético e cérebro
de camundongos adultos. Imagens ilustrativas de seccoes de 6um dos misculos quadriceps e
EDL utilizando o anticorpo para a regiao N-terminal da molécula de RGMa (verde). (A) Seccao
longitudinal, revelando o padrao estriado de marcacao para RGMa. (B) Seccao transversal
mostrando marcacdo para RGMa no sarcoplasma e sarcolema das células musculares. (C)
controle negativo para N-RGMa. (D) controle positivo da marcacao para N-RGMa no cérebro de
camundongos. Barra 20 pm.

Com o intuito de verificar se tal padrao estriado de imunomarcacao para
RGMa deve-se realmente a presenca dessa proteina no sarcoplasma das células
musculares e nao sao devido a uma possivel autofluorescéncia das proteinas
sarcoméricas dessas células, uma imunohistoquimica foi realizada usando
ambos os anticorpos para RGMa, C- e N-terminais. Similarmente, nossos
resultados mostram a marcacao estriada para ambos os anticorpos utilizados

nas células musculares esqueléticas (Figura 13).
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Figura 13. Imunohistoquimica de C-RGMa e N-RGMa nos musculos esqueléticos de camundongos
adultos. Seccoes de 6 um do musculo quadriceps foram obtidas para imumarcacao utilizando
os anticorpos C-RGMa e N-RGMa. Os cortes longitudinais foram visualizados em microscopio
otico. (A) marcacao para C-RGMa. (B) controle negativo para C-RGMa. (C) marcacao para N-
RGMa. (D) controle negativo para N-RGMa. Barra 20pum.

Estes achados sugerem que todas as RGMs estao presentes nas células
musculares esqueléticas, sendo RGMa encontrada tanto no sarcolema quanto
no sarcoplasma, onde parece atuar como uma proteina do sarcoplasma; e RGMb

e RGMc encontradas exclusivamente no sarcolema.

4.2. Co-localizacato de RGMa com proteinas sarcoméricas e

sarcoplasmicas

Com o intuito de confirmar a localizacao das RGMs na membrana das

células musculares esqueléticas, dupla marcacoes foram realizadas para cada
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RGM e Distrofina, proteina de membrana docomplexo Distrofina-
Glicoproteinas que liga o citoesqueleto da fibra muscular a matriz
extracelular. Os resultados indicaram a co-localizacao entre as RGMs e a
proteina Distrofina, observado em amarelo nas imagens, sugerindo a

sobreposicao destas proteinas nas células musculares (Figura 14).

Distrofina RGMa/Distrofina
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RGMb/Distrofina

Distrofina
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RGMc/Distrofina

Figura 14. Co-localizacdo entre as RGMs e Distrofina nas células musculares adultas de
camundongos. Imagens ilustrativas de seccdes transversais de 6 um dos misculos quadriceps e
soleo utilizados para dupla marcacdao com os anticorpos para RGMa e Distrofina, RGMb e
Distrofina, e RGMc e Distrofina. As seccdoes foram visualizadas em microscopio de
fluorescéncia. (A) imunomarcacdo para RGMa (vermelho). (B) Distrofina (verde). (C)
Sobreposicao das imagens mostradas em A e B mostrando os locais em que houve co-localizacao
(amarelo). (D) Sobreposicao das imagens dos controles negativos para RGMa e Distrofina. (E)
RGMb (verde). (F) Distrofina (vermelho). (G) Sobreposicao das imagens mostradas em E e F
onde se observa os locais de co-localizacdo entre estas proteinas (amarelo). (H) Sobreposicao
das imagens dos controles negativos para RGMb e Distrofina. (I) RGMc (verde). (J) Distrofina
(vermelho). (k) Sobreposicao das imagens mostradas em | e J revelando os pontos de co-
localizacao (amarelo). (L) Sobreposicao das imagens dos controles negativos para RGMc e
Distrofina. Barra 20 pm.

O aspecto estriado de RGMa nas miofibras nos impulsionou a investigar

uma possivel co-localizacao desta proteina orientadora de ax6nio com

58

Controle

Controle




estruturas tipicas do intricado citoesqueleto muscular, como proteinas
sarcoméricas e do citoesqueleto. Para tanto, dupla marcacao foi executada
em seccOes longitudinais usando anticorpos contra RGMa/Desmina, e
RGMa/Titina. Nos musculos esqueléticos, o filamento intermediario Desmina é
principalmente encontrado na periferia dos discos Z do sarcomero; enquanto a
proteina gigante Titina conecta o disco Z a linha M no centro do sarcomero.
Nossos resultados revelaram a existéncia de pontos de co-localizacao de RGMa
com as proteinas Desmina e Titina (Figura 15). Estes achados sugerem uma

associacao de RGMa com os sarcomeros, possivelmente, com os discos Z.

Desmina RGMla DesminafRGNa Controle

RiGkg Controle

Figura 15. Co-localizacdo de RGMa/Desmina e RGMa/Titina na musculatura esquelética adulta
de camundongos. Imagem ilustrativa de seccoes longitudinais de 6 ym do musculo utilizando os
anticorpos contra RGMa (vermelho), Desmina (verde) e Titina (verde). As imagens foram obtidas
a partir de um microscopio de fluorescéncia. (A) marcacdao para RGMa. (B) Desmina. (C)
sobreposicao das imagens mostradas em A e B. Os pontos de co-localizacao de RGMa e Desmina
sao mostrados em detalhe (amarelo). (D) sobreposicao dos controles negativos para RGMa e
Desmina. (E) marcacao para RGMa. (F) Titina. (G) sobreposicao das imagens dispostas em E e
F. Os sitios de co-localizacdo de RGMa e Titina sao mostrados em detalhe (amarelo). (H)
sobreposicao das imagens de controle negative usadas para RGMa e Titina. Barra 20pm.
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Para corroborar com os nossos resultados que sugerem uma associacao
de RGMa ao citoesqueleto das células musculares, a expressao de RGMa foi
analisada em tipos diferentes de musculos (lentos e rapidos) e comparada a
expressao dos tipos diferentes de Miosina de Cadeia Pesada (MHC tipos I, lla e
lIb) por meio da co-localizacao de RGMa a essas proteinas. Os muUsculos soleo,
quadriceps e EDL foram utilizados, respectivamente, para a imunocolocalizacao
de RGMa a MHCI, MHClla e MHCIIb dada a predominancias destas fibras nestes
tipos musculares. Nossos resultados mostraram que RGMa é amplamente
expressa em todas as fibras musculares e co-localiza com os diferentes tipos de
MHCs avaliados (Figura 16).

RGMafMHC Controle

MHClla RGMa/MHClIa Controle

MHCIb RGMa/MHCIIb Controla

.

Figura 16. Co-localizacao de RGMa e os diferentes tipos de MHC (tipo I, fibras lentas; e tipos lla
e llb, fibras rapidas). Seccoes transversais dos musculos soleo, quadriceps e EDL marcados,
respectivamente, para RGMa e MHCI, MHCIla e MHCIIb. Os cortes foram visualizados em
microscopio de fluorescéncia. (A) marcacdo para RGMa (vermelho). (B) MHCI (azul). (C)
sobreposicao das imagens mostradas em A e B. (D) sobreposicao das imagens de controle
negativo para RGMa e MHCI. (E) RGMa (vermelho). (F) MHClla (verde). (G) sobreposicao das
imagens dispostas em E e F. (H) sobreposicao das imagens de controle negativo para RGMa e
MHClla. (I) RGMa (vermelho). (J) MHCIIb (verde). (K) sobreposicao das imagens mostradas em
I e J. (L) sobreposicao das imagens de controle negativo para RGMa e MHCIIb. Barra 20 pm.
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Juntos, nossos dados demonstram, pela primeira vez, uma molécula
orientadora de ax6nio como um componente do complexo citoesqueleto da

célula muscular esquelética.

4.3. Padrao de expressdao de RGMa durante a diferenciacgéo in vitro

de mioblastos primarios.

Com o intuito de verificar a expressao de RGMa também em células
indiferenciadas e durante a diferenciacdao dessas células em miotubos
multinucleados, as técnicas de imunofluorescéncia e western blot foram
realizadas durante a diferenciacao in vitro de mioblastos primarios.
Imunofluorescéncia para RGMa foi realizada apos 3 dias de cultivo dessas
células em meio de crescimento e apds 8 dias de cultivo em meio de
diferenciacao. Os resultados revelam que RGMa é expresso em mioblastos
indiferenciados bem como em miotubos multinucleados (Figura 17 A e B).
Apesar de, no tecido muscular esquelético adulto, serem observadas marcacoes
estriadas para RGMa e Desmina, aos 8 dias em meio de diferenciacao, RGMa e

Desmina nao apresentam este padrao de marcacao (Figura 17 B e D).

De forma a confirmar a producao endogena de RGMa durante a
miogénese, um western blot foi realizado para RGMa em mioblastos primarios
utilizando o anticorpo N-terminal, apds 3 dias em meio de crescimento e apos
3, 5 e 8 dias de deprivacao de soro de forma a promover a diferenciacao celular.
Os resultados revelaram a presenca de um fragmento para RGMa, de
aproximadamente 60 kDa demonstrando que RGMa é constantemente expressa
pelas células musculares durante todo o processo de diferenciacao celular
(Figura 17 C).
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Figura 17. Expressao de RGMa em células indiferenciadas e durante a diferenciacdo de
mioblastos primarios de Mus musculus. Anticorpos contra RGMa (vermelho) foi utilizado para
imunomarcacao de mioblastos primarios apos 3 dias em meio de crescimento (A) e apds 8 dias
em meio de diferenciacao (B e D). Anticorpos contra Desmina (verde) foram utilizados para
imunomarcacao apos 8 dias em meio de diferenciacao para comparacao do padrao estriado de
marcacao/maturacao dessas células. Os nucleos foram contracorados com DAPI. As imagens
foram analisadas em microscdpio confocal. (A) marcacdo para RGMa em mioblastos. (B) RGMa
em miotubos. (D) Desmina em miotubos. Barra 20 ym. (C) Western blot utilizando um anticorpo
contra N-RGMa. Uma banda de 60 kDa pode ser observada em todos os periodos avaliados. MC
3: meio de crescimento, dia 3. MD 3: meio de diferenciacao, dia 3. MD 5: meio de
diferenciacao, dia 5. MD 8: meio de diferenciacao, dia 8.

4.4, Formas de peptideos para RGMa sintetizados no musculo

esquelético adulto de camundongos

Para verificar quais fragmentos protéicos de RGMa estariam presentes na
musculatura esquelética adulta de camundongos, uma analise de western blot
foi realizada utilizando os anticorpos C-RGMa e N-RGMa. Os resultados
revelaram a presenca de duas bandas para RGMa quando o anticorpo C-RGMa
foi utilizado: um fragmento de 60 kDa e um outro com 33 kDa (Figura 18 A).
Todavia, quando o anticorpo N-terminal foi utilizado, apenas uma banda de 60
kDa foi encontrada (Figura 18 B). Os anticorpos foram capazes de detectar dois

dos fragmentos observados para RGMa no cérebro: (1) uma proteina de 60 KDa
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(clivada ou nao clivada) que corresponde a forma completa do peptideo (em
inglés, full-length) detectado por ambos os anticorpos utilizados C- e N-
terminal; e (2) um fragmento de 33 KDa descrito como um produto de um sitio
de clivagem autocatalitico conhecido, presente na regidao C-terminal da
proteina, e por isso detectado apenas quando o anticorpo C-terminal foi
utilizado. Estes resultados sugerem a presenca de pelo menos dois fragmentos

para RGMa nas células musculares esqueléticas.

Cérebro Musculo Cérebro Muisculo
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Figura 18. Identificacdo dos peptideos para RGMa presentes no musculo esquelético de
camundongos adultos. Western blots foram realizados, sob condicées de reducao, para C-RGMa
e N-RGMa a partir de amostras de cérebro e mlsculo esquelético. Cérebro foi usado como
controle positivo. (A) Duas bandas sao visiveis nas duas amostras de tecido para C-RGMa (33 e
60 kDa). (B) Uma Unica banda de 60 kDa foi observada nas duas amostras quando N-RGMa foi
utilizado.

4.5. Efeitos da super-expressao e knockdown de RGMa sobre o

tamanho das células musculares in vitro

Para elucidar um possivel papel para RGMa nas células musculares
esqueléticas, o plasmideo bicistronico pCAB-RGMa-IRES-eGFP foi utilizado para
induzir a super-expressao de RGMa em culturas celulares de mioblastos
primarios e da linhagem C2C12; e um RNA de interferéncia (siRNA), subclonado
em pcDNA3-eGFP (pcDNA3-siRGMa-eGFP), para promover o knockdown de
RGMa. Os vetores vazios foram usados como controle. A eficacia do tratamento

foi confirmada por western blot (Figura 19).
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Figura 19. Eficacia dos tratamentos para super-expressao e knockdown de RGMa. Western blots
foram realizados nas células primarias transfectadas com os vetores para super-expressao
(RGMa+pCAb) e knockdown (siRGMa+pCDNA3) e seus respectivos controles (pCAb e pCDNA3)
apos 5 dias em MD. As células foram, também, tratadas com um scrambled siRNA para RGMa
como controle negativo da interferéncia. Os anticorpos contra RGMa e B-Actina, este Gltimo
usado como controle positivo, foram utilizados para provar a eficacia dos tratamentos.

As células transfectadas foram detectadas pela presenca de GFP e o
tamanho das células MHC positivas/GFP positivas (comprimento e largura) foi
medido utilizando o programa Image J. As medidas foram realizadas apos 5 dias
de cultura em meio com reducao de soro para induzir a diferenciacao celular,
periodo no qual ocorre o pico de crescimento da célula muscular. A super-
expressao de RGMa induziu a hipertrofia das células musculares, tanto nas
células primarias quanto nas de linhagem C2C12. Apds 5 dias em meio de
diferenciacao (MD), as células transfectadas MHC-positivas/RGMa-positivas
apresentaram um aumento na largura celular (p<0.05) quando comparadas aos
seus respectivos controles (MHC-positivas/pCAb-positivas) (Figura 20). Todas as
diferencas observadas foram estatisticamente significativas (p<0,05). A média
das larguras das células primarias transfectadas com o vetor de super-
expressao, apos 5 dias em MD, foi 19,22 um, enquanto as células transfectadas
com o vetor vazio apresentaram uma média das larguras igual a 14,57 ym. Para
as células da linhagem C2C12, apos 5 dias em MD, as células transfectadas com
RGMa possuiam uma média das larguras equivalente a 23,25 pm ao passo que
as células transfectadas com o controle revelaram uma média das larguras de
18,18 pm. Para as medidas de comprimento das células MHC-positivas/GFP

positivas, nao foram observadas diferencas significativas.
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Figura 20. Efeito da super-expressao de RGMa sobre o fendtipo de mioblastos primarios
extraidos da musculatura esquelética de Mus musculus e de mioblastos da linhagem C2C12. As
células primarias e C2C12 foram transfectadas com os vetores para super-expressao
(RGMa+pCAb) e controle (pCAb), ambos, carregando o gene reporter e-GFP. As células foram
marcadas para MHC (vermelho) e GFP (verde). A sobreposicdo das imagens é mostrada. (A)
largura das células MHC* carregando o vetor de super-expressao GFP*(RGMa*) e o controle GFP*
(pCAb). (B) células MHC* sao mostradas em amarelo/laranja apos 5 dias de diferenciacdo (DM)
para RGMa+pCAb+GFP. (C) células MHC* sdao mostradas em amarelo/laranja apos 5 dias de
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diferenciacdo (DM) para pCAb+GFP. A largura de cada célula foi medida usando o software
ImageJ. Barra 20 pm.

O efeito oposto sobre o tamanho das células primarias e da linhagem
C2C12 foi observado quando o knockdown de RGMa foi realizado utilizando
pcDNA3-siRGMa-eGFP. Um decréscimo na largura das células MHC-
positivas/RGMa-knockdown foi verificado quando comparada ao controle
(Figura 21. Todas as diferencas observadas foram estatisticamente
significativas (p<0,05). O knockdown de RGMa induziu o aparecimento de um
fenotipo de atrofia nas células musculares primarias e da linhagem C2C12, apo6s
5 dias em meio de diferenciacao (MD), quando comparadas aos seus respectivos
controles (Figura 21). A média das larguras das células primarias transfectadas
com o RNA de interferéncia para RGMa (siRGMa), apds 5 dias em MD, foi 15,3
um, enquanto as células transfectadas com o vetor vazio apresentaram uma
média das larguras igual a 17,75 pm. Para as células da linhagem C2C12, apos
5 dias em MD, as células transfectadas com siRGMa possuiam uma média das
larguras equivalente a 12,62 pm ao passo que as células transfectadas com o

controle revelaram uma média das larguras de 22,39 pym.
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Figura 21. Efeito sobre o fenotipo das células primarias quando do knockdown de RGMa e seu
respectivo controle. Os mioblastos primarios e da linhagem C2C12 foram transfectados com os
vetores para knockdown (siRGMa+pCDNA3) e controle (pCDNA3) carregando o gene reporter e-
GFP. As células foram marcadas para MHC (vermelho) e GFP (verde). A sobreposicdo das
imagens é mostrada. (A) largura das células MHC* carregando o RNA de interferéncia para RGMa
[GFP+(RGMa")] e o controle GFP* (pCDNA3). (B) células MHC* sao mostradas em amarelo/laranja
apos 5 dias de diferenciacao (DM) para siRGMa+pCDNA3+GFP. (C) células MHC* sao mostradas
em amarelo/laranja apos 5 dias de diferenciacao (DM) para pCDNA3+GFP. A largura de cada
células foi medida usando o software ImageJ. Barra 20 pm.

Adicionalmente, foi possivel notar que as células MHC-positivas/RGMa-
positivas apresentavam uma tendéncia do aumento do nimero total de nucleos
(44.4%) quando comparado ao controle (35.6%), estes resultados, no entanto,
nao foram estatisticamente significativos. Esses resultados sugerem ser RGMa
capaz de induzir hipertrofia nas células musculares esqueléticas, possivelmente

por meio de um mecanismo dependente do acréscimo de ndcleos.
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Juntos, nossos resultados sobre os efeitos da super-expressao e sub-
regulacao de RGMa nas células musculares in vitro, sugerem o envolvimento
deste orientador de axénio no controle do tamanho celular durante o processo

de miogénese.

4.6. Efeito da super-expressao e knockdown de RGMa na diferenciacao
das células musculares in vitro

Para avaliar o papel de RGMa na formacao do miotubo, nds contamos o
numero de nucleos das células MHC-positivas/RGMa-positivas e MHC-
positivas/RGMa-knockdown nas culturas primarias e da linhagem C2C12 apos 3
e 5 dias em MD. As células foram classificadas como mioblastos quando
apresentavam apenas 1 nicleo, como miotubo multinucleado quando exibiam
de 2 a 4 nicleos e como miotubo multinucleado maduro quando da presenca de
mais de 5 nlcleos. Talvez devido a linhagem das células usadas nestes
experimentos, nds nao fomos capazes de identificar a presenca de miotubos
maduros multinucleados nas células C2C12 mesmo apds 5 dias de diferenciacao.
Para melhor compreendermos os efeitos de RGMa na formacao de miotubos
maduros multinucleados, as células primarias foram analisadas. Os dados foram

apresentados como resultados de porcentagem.

Nenhuma diferenca significativa foi observada na média do nimero de
nucleos por miotubo multinucleado para as células MHC-positivas/RGMa-
positivas quando comparadas aos controles. Entretanto, as células
transfectadas com o vetor de super-expressao apresentaram uma tendéncia de

se tornarem miotubos multinucleados quando comparadas aos controles.

Diferencas significativas foram encontradas quando do knockdown de
RGMa (p<0,05). A formacao de miotubos multinucleados foi bloqueada nas
células MHC-positivas/RGMa-knockdown apos 3 e 5 dias em MD (Figura 22). Nao
foi possivel identificar miotubos apresentando 2 ou mais nucleos nas células
MHC-positivas/RGMa-knockdown (Figura 22A). Os mesmos resultados foram

obtidos quando as células da linhagem C2C12 foram utilizadas (Figura 22B).
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Figura 22. Efeito do knockdown de RGMa sobre a formacao de miotubos. Células musculares
primarias e da linhagem C2C12 foram transfectadas com construtos para promover o knockdown
de RGMa (siRGMA+pCDA3), bem como seu respectivo controle (pCDNA3). Os nlcleos das células
foram contados apos 3 em 5 dias de diferenciacdo. A quantificacdo da formacao de miotubos
foi avaliada por meio da média do nimero de nlcleos por miotubo em células MHC*/GFP*. (A)
Porcentagem de células primarias MHC-positivas transfectadas com RGMa knockdown e pcDNA3
e seus respectivos nUmeros de nlcleos apos 3 e 5 dias em MD. (B) A porcentagem de células da
linhagem C2C12 é mostrada ap6s 3 e 5 dias em MD para siRGMa e pCDNA3.

Para identificar um possivel efeito de RGMa na fusao dos mioblastos
durante a diferenciacao celular, o indice de fusao foi avaliado em miotubos
multinucleados MHC-positivos/RGMa-positivos bem como seu respectivo

controle (pCAb) apos 5 dias em MD. Um aumento de trés vezes foi observado
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no indice de fusao (p<0.05) das células que super-expressavam RGMa quando
comparado ao controle (Figura 23). Este resultado sugere que as células que

super-expressam RGMa foram mais eficientes na fusao.
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Figura 23. Efeito da super-expressao de RGMa sobre a fusdao de mioblastos primarios. Os nucleos
das células MHC-positivas/GFP-positivas apresentando mais de 3 nicleos foram contados apds
5 dias de diferenciacdo. A soma do nimero de nlcleos destes miotubos por campo foi dividida
pelo total de nlcles presentes no mesmo campo. A média dos indices de fusao é apresentada
para os dois grupos (p<0,05).

Juntos, nossos resultados sugerem que RGMa é necessario para a
formacao do miotubo uma vez que este orientador de axonio interfere na fusao

de mioblastos.
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5. Discussao

Além das funcbes descritas para as RGMs no sistema nervoso central,
novas evidéncias sugerem que essas moléculas desempenham papéis adicionais
em tecidos nao neuronais e em outros processos relacionados ao
desenvolvimento. O estudo de Xia e colaboradores (2005) demonstrou, por
imunohistoquimica e hibridizacao in situ, a expressao de RGMb em diversos
orgaos do trato reprodutivo, incluindo o testiculo, o epididimo, ovario, Gtero e
glandula pituitaria. Nas células da linhagem reprodutiva, foi observado que
RGMb aumentava a sinalizacao de BMP2 e BMP4 exogenos sugerindo um papel
para este orientador de axénio no sistema reprodutor de mamiferos. Metzger e
colaboradores (2005) revelaram, por meio das técnicas de RT-PCR, hibridizacao
in situ, western blot e imunohistoquimica, a expressao de RGMa e RGMb nas
células do ganglio entérico e epitélio intestinal durante o desenvolvimento fetal
e no intestino adulto. Babitt e colaboradores (2005) observaram, por northern
blot, a transcricao de RGMa em diversos outros tecidos de ratos adultos, além
do cérebro, incluindo o coracao, o pulmao, o figado, testiculo, pele e rim. Em
concordancia com o estudo de Babitt et al. (2005); em 2009, Kanomata e
colaboradores mostraram por meio da analise de RT-PCR de varios tecidos
murinos que RGMa, RGMb e RGMc eram expressos nos mais diversos tecidos
compreendendo: o coracao, baco, rim, cérebro, figado, osso, cartilagem e
musculo esquelético. A relacao entre a expressao das RGMs membrosae b, e 0
desenvolvimento do musculo esquelético, foi melhor elucidada em 2012 no
trabalho de Jorge e colaboradores. Nesse trabalho, a técnica de hibridizacao in
situ foi utilizada durante o desenvolvimento muscular em embrides de galinha,
sendo a expressao de RGMa e RGMb detectada nos somitos,
predominantemente, na regiao central do dermomiétomo e, posteriormente no
miotomo, estrutura precursora das primeiras células musculares esqueléticas
do corpo. Em 2009, Kanomata e colaboradores haviam encontrado, por meio
de uma RT-PCR em mioblastos da linhagem C2C12, a expressao de RGMa e RGMb
em mioblastos e em midcitos diferenciados enquanto RGMc havia sido

detectada apenas em células diferenciadas expressando Miogenina. No entanto,
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a compreensao dos possiveis papéis das RGMs em tecidos nao neurais, bem
como o padrao de expressao destas proteinas nos diferentes tecidos, sao ainda
incipientes e apresentam uma ampla gama de novas perspectivas e abordagens

para o estudo das RGMs.

5.1, Imunolocalizacdo de RGMa, RGMb e RGMc na musculatura

esquelética de camundongos adultos

Embora a presenca das RGMs ter sido associada aos sitios miogénicos dos
somitos (Jorge et al., 2012), a localizacdo dessas proteinas nas células
musculares esqueléticas ainda nao foi demonstrada. Nesse trabalho, nods
mostramos, por meio da técnica de imunofluorescéncia, a localizacao de RGMa,
RGMb e RGMc nas células musculares esqueléticas adultas de camundongos. As
RGMs foram primeiramente descritas como moléculas associadas a membrana,
devido a presenca de uma ancora GPl em sua extremidade C-terminal (Monnier
et al., 2002), por este motivo, era de se esperar que estas moléculas se
localizassem nas membranas celulares do tecido muscular esquelético. De fato,
nossos resultados de imunofluorescéncia em cortes transversais revelaram a
presenca destes orientadores de axonio, membros a, b e ¢, no sarcolema das
células musculares (Figura 9), a qual, foi confirmada pela co-localizacdo com a
proteina de membrana Distrofina (Figura 14). Nossos resultados de co-
localizacao das RGMs e Distrofina mostraram a sobreposicao destas duas
moléculas nas células musculares esqueléticas. No entanto, nas seccoes
transversais em que se utilizou o anticorpo contra RGMa, marcacdes pontuais
no interior da fibra foram também observadas (Figura 9A). Marcacoes pontuais
semelhantes sao observadas para o disco Z em seccoes transversais(Luther,
2009). Goldstein e colaboradores (1988, 1990), analisando micrografias de
seccoes transversais do musculo soleo de ratos adultos, observaram dois
padroes tipicos de disposicao dos discos Z nos vertebrados: um padrao
pontilhado, sob a forma de pequenos quadrados; e um padrao de disposicao em

rede, forma semelhante a uma rede de cesta de basquete. Esses padroes foram
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associados, respectivamente, aos estados de relaxamento e contracao da

musculatura esquelética.

Ao analisarmos as seccoes longitudinais dos tecidos musculares
esqueléticos utilizando os mesmos anticorpos contra RGMa, RGMb e RGMc,
verificamos que, os membros b e ¢ mantiveram um padrao de marcacao restrito
a membrana plasmatica destas células. RGMa, porém, apresentou um padrao
estriado de marcacao semelhante as proteinas estruturais do citoesqueleto da
célula muscular esquelética. (Figura 10). Por apresentar um padrao de
marcacao inédito e totalmente inesperado para um orientador de axonio, RGMa

foi escolhido para a caracterizacao morfofuncional nessas células.

5.2 Padrao de marcacao de RGMa e proteinas do sarcoplasma

Como proteinas que apresentam uma ancora GPI, as RGMs sao proteinas
associadas a membrana. Formas ancoradas a membrana e solUveis foram
previamente descritas (Kuninger et al., 2006; Tassew et al., 2012), em
contrapartida, nenhuma forma citoplasmatica foi reportada para esta familia
de orientadores de axonio até o momento. Com o intuito de confirmar o aspecto
estriado de marcacao para RGMa nas células musculares esqueléticas, dois
anticorpos desenhados para as diferentes extremidades da proteina (C e N-
terminais) foram utilizados (Figura 11 e 13). Por se tratar de uma proteina
amplamente expressa no sistema nervoso central (Monnier et al., 2002; Feng et
al., 2012; Lah & Key, 2012; van den Heuvel et al., 2013), o cérebro foi utilizado
como controle positivo para os anticorpos. Imunohistoquimica para ambos os
anticorpos também foi realizada para excluir qualquer possibilidade de uma
autofluorescéncia durante as analises (Figura 13). Nossos resultados para ambos
os anticorpos confirmaram o padrao estriado de marcacao para RGMa, o qual
assim como ha seccao transversal, se assemelha ao padrao de marcacao
observado longitudinalmente para proteinas associadas ao disco Z (Hawkins et
al., 2008; Luther, 2009; Rui et al., 2010).
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O citoesqueleto das células musculares € composto por inumeras
proteinas associadas ao aparato de contracao muscular e pode ser subdividido
em citoesqueleto intrasarcomérico, extrasarcomérico e subsarcolemal (Small
et al., 1992, Berthier & Blaineau, 1997).

Titina e Nebulina sao os principais componentes do citoesqueleto
intrasarcomérico (Small et al., 1992). Para verificarmos uma possivel co-
localizacdo de RGMa com a proteina intrasarcomérica Titina,
imunofluorescéncia foi realizada utilizando anticorpos para as duas proteinas.
Nossos resultados mostraram a existéncia de pontos de co-localizacdao destas
proteinas (Figura 15). Curiosamente, a proteina Titina apresenta repeticées dos
dominios de Fibronectina tipo Il (FNIII) e Imunoglobulina (Ig) que direcionam as
interacdes da Titina (Bang et al., 2001), de forma semelhante ao receptor de
RGMa, Neogenina, o qual possui em sua regiao extracelular repeticoes dos
mesmos dominios (Rajagopalan et al, 2004; Yamashita et al., 2007; Gessert et
al, 2008).

O citoesqueleto extrasarcomérico € composto por filamentos
intermediarios, dos quais, a Desmina constitui o principal filamento (Small et
al., 1992, Berthier & Blaineau, 1997). Ela esta associada ao disco Z e conecta o
sarcomero ao citoesqueleto subsarcolemal dos costameros, nucleo e organelas,
além de formar conexdes longitudinais entre os limites de discos Z sucessivos e
através do sarcolema (Fuchs & Weber, 1994; Carlsson & Thornell, 2001; Paulin
& Li, 2004). Nossos resultados para a co-localizacao de RGMa e Desmina
mostraram pontos de sobreposicao entre essas duas moléculas no citoesqueleto

da célula muscular (Figura 15).

O citoesqueleto subsarcolemal inclui proteinas de membrana e proteinas
associadas a membrana tais como a propria Desmina, e outras proteinas como
a a-Actinina e a Distrofina (Berthier & Blaineau 1997). Estas proteinas conectam
indiretamente as miofibrilas mais periféricas a matriz extracelular por meio de
dominios especializados do sarcolema, o costamero (Pardo et al., 1983). Como
discutido anteriormente, RGMa também possui pontos de co-localizacao com

Distrofina.
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Juntos nossos resultados sugerem, pela primeira vez, uma associacao
entre uma molécula orientadora de axénio e o intricado citoesqueleto da célula
muscular. De fato, nos Ultimos anos, novas proteinas tém sido descobertas
associadas ao disco Z (Luther, 2009) incluindo filamentos ordenados, ligacoes
cruzadas e proteinas de ancoragem (Clark et al, 2002; Squire et al, 2005), os
quais encontram-se em trocas dinamicas com o citoplasma (Wang et al, 2005)
e localizados em multiplos compartimentos celulares, incluindo o nucleo (Lange
et al., 2006).

As fibras musculares esqueléticas sao morfologicamente e
bioquimicamente diferentes. Elas sao classificadas em fibras rapidas e lentas
de acordo com a isoforma de Miosina de Cadeia Pesada (MHC) que possuem
(DiMario & Stockdale, 1997). As células musculares de mamiferos apresentam
uma isoforma lenta (MHCI) e trés isoformas rapidas (MHClla, MHCllb e MHCIIx),
sendo que fibras apresentando duas isoformas distintas podem ser encontradas
no musculo (Staron & Pette, 1993; Schiaffino, 2010). Isoformas especificas de
MHC nao sarcoméricas estao envolvidas nos processos de extensao e retracao
dos neuritos (Tullio et al, 2001; Diefenbach et al, 2002; Gallo et al, 2002; Gallo
& Letourneau, 2004). Os efeitos induzidos por RGMa no colapso do cone de
crescimento, por exemplo, foi relacionado especificamente a atividade de
MHClla, a qual media a reducao de F-Actina e o decréscimo da area do cone.
(Kubo et al, 2008). Nossos resultados de co-localizacao de RGMa com as
isoformas de Miosina de Cadeia Pesada para tipos de fibras lenta (MHCI) e
rapidas (MHClla e MHCIIb) mostraram que a proteina RGMa é amplamente
expressa has células musculares esqueléticas, independente do tipo de fibra
(Figura 16). Somados aos resultados das co-localizacOes discutidos acima,
nossos achados sugerem a participacdo de RGMa como uma proteina
sarcoplasmatica, parte do complexo de redes interconectadas do citoesqueleto
o qual, compreende proteinas sarcoméricas e proteinas associadas ao

sarcomero.
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5.3. Padréo de expressao de RGMa durante a diferenciacao in vitro

de mioblastos primarios.

Nossos resultados mostraram, por meio de imunofluorescéncia e western
blot, que RGMa é produzida de forma endogena pelas células musculares
primarias durante todo o processo de diferenciacao in vitro (Figura 17). Estes
achados estao em concordancia com o trabalho de Kanomata e colaboradores
(2009) que detectaram, por RT-PCR, transcritos de RGMa em mioblastos da
linhagem C2C12 cultivados em meio de crescimento e em meio de diferenciacao
por 7 dias. De forma similar, Jorge e colaboradores (2012) verificaram, por meio
da técnica de hibridizacao in situ em embrides de galinha, transcritos de RGMa
no epitélio dos somitos, de onde originam os mioblastos indiferenciados e
células satélites, bem como nos midétomos dos somitos maduros, onde se

encontram células musculares ja diferenciadas.

5.4. Formas de RGMa presentes nas células musculares esqueléticas

Nossos resultados anteriores mostraram a presenca de RGMa no
sarcolema das células musculares esqueléticas, e, surpreendentemente no
sarcoplasma destas células, possivelmente, como uma proteina do
citoesqueleto. A analise de Western blot em amostras de musculo esquelético
in vivo usando ambos os anticorpos C- e N-terminais, revelou dois possiveis
fragmentos de RGMa nesse tecido, uma proteina completa de 60 KDa e um
fragmento de 33 kDa, produto de um sitio de clivagem autocatalitico presente
no dominio N-terminal (Figura 18). Nossos achados estao em concordancia com
aqueles descritos nas células neurais (Tassew et al., 2009), uma vez que
nenhuma diferenca em relacao aos tamanhos dos fragmentos foi encontrada no
tecido muscular. Por meio da analise de western blot de células neurais, com
e sem reducao, utilizando os anticorpos C- e N-RGMA, Tassew e colaboradores
(2012) verificaram que, devido a modificacoes pos-traducionais, RGMa da

origem a quatro formas ancoradas a membrana [proteina completa clivada e
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nao clivada (60 kDa), fragmento C-terminal (33 kDa) e a forma RGMA37 (37
kDa)]; e trés formas solUveis dessa proteina [dois fragmentos menores N-
terminais, um de 30 kDa (N-RGMA e NN-RGMa com 22 kDa e 18 kDa nao
glicosilados, respectivamente) e uma forma secretada de 60 kDa sem a ancora
GPI] (Tassew et al., 2009; Tassew et al., 2012). Nossos experimentos nao
foram capazes de identificar se a proteina de 60 kDa encontrada no musculo
esquelético foi a forma clivada ou nao clivada dessa proteina. Além do mais,
um fragmento de 60 kDa foi detectado pelo anticorpo N-terminal, o qual
poderia ser a proteina completa de 60 kDa ou a forma dessa proteina sem a
ancora de GPI, produto da acao de uma fosfolipase (Hata et al., 2006; Tassew
et al., 2012). Apesar das diferencas entre os anticorpos C- e N-RGMa
observadas na analise de Western blot, esses anticorpos mostraram um padrao
similar nas seccoes transversais e longitudinais de musculo esquelético,
marcando porcoes particulares do sarcolema dessas células bem como seu
sarcoplasma. E interessante notar que nenhuma forma citoplasmatica para
RGMa foi descrita em cérebro (Tassew et al., 2012) ou em quaisquer outros
tecidos, e nenhum novo fragmento de RGMa foi observado no Western blot de
musculo esquelético que poderia explicar esse sinal citoplasmatico. Nossos
resultados sugerem a interpretacao de que RGMa estaria presente como
proteina ancorada ao sarcolema do musculo esquelético como um fragmento
clivado de 33 kDa, e como um fragmento de 60 kDa o qual poderia ser a forma
completa (clivada ou nao clivada) ancorada ou nao a membrana. Os sinais de
RGMa detectados no sarcoplasma da célula muscular esquelética por ambos os
anticorpos C- e N-RGMa poderiam representar o produto da clivagem da forma
completa de 60 kDa a qual poderia ser enderecada ao sarcoplasma da célula e
se tornar um componente do citoesqueleto. Proteinas assumindo multiplas e
complexas localizacoes dentro do sarcomero e em outros compartimentos
celulares é um evento comum nas células musculares esqueléticas (Lange et al,
2005). A forma de 33 kDa de RGMa foi associada a inducao do colapso do cone
de crescimento temporal e a orientacao de axdnios temporais da retina (Stahl
et al, 1990; Muller et al, 1996; Monnier et al, 2002). Ela é encontrada nas
membranas celulares como um heterodimero ligado a N-RGMa e como uma

proteina Unica (Zhang et al, 2005; Kuninger et al, 2006; Tassew et al, 2012). C-
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RGMa (33kDa) é pobremente enderecada a membrana celular quando expressa
em cadeia Unica (Tassew et al, 2009) e este pode ser o motivo pelo qual a

expressao de RGMa no sarcolema nao é tao expressiva.

As modificacoes pos-traducionais de RGMa podem dar origem a
peptideos com potenciais de acao diferentes (Samad et al, 2004; Lin et al, 2005;
Tassew et al, 2012). Em seu trabalho de localizacao subcelular de RGMa, RGMb
e RGMc em células COS-7 superexpressando as RGMs, Niederkofler e
colaboradores (2004), observaram que RGMa e RGMc sao enderecadas a
membrana plasmatica dessas células e eficientemente secretadas; enquanto
RGMb parecia se acumular no interior da célula. Nossos resultados sugerem um
comportamento semelhante de RGMa nas células musculares ao observado para
RGMb nas células COS-7.

Nossos resultados de western blot associados aos resultados de marcacao
de RGMa no sarcolema das células musculares esqueléticas podem sugerir uma
provavel associacao de RGMa as regides de contato célula-célula e processos de
adesao celular. De fato, a forma ancorada a membrana de RGMa foi associada
a regides de contato célula-célula e, a interacao RGMa e Neogenina nestes
locais, durante o processo de neurulacao, € responsavel por estabelecer e
manter a polaridade celular e integridade do epitélio pseudoestratificado do
tubo neural (Kee et al., 2008). Fatores envolvidos no contato célula-célula e
adesao celular também influenciam o desenvolvimento da musculatura
esquelética (Krauss et al., 2010). Varias moléculas foram classificadas como
mediadores dos efeitos pro-miogénicos do contato célula-célula, incluindo as
Caderinas, as Cateninas e a superfamilia de Imunoglobulinas associadas as
Caderinas composta por CDO, BOC e Neogenina (Krauss et al., 2005). O sitio de
ligacao de RGMa a Neogenina reside entre o dominio von Willebrand tipo D e o
dominio hidrofobico da regidao C-terminal de RGMa (Itozaku, 2012) sugerindo
um possivel papel para C-RGMa de 33kDa no contato célula-célula no masculo
esquelético. Em adicao, RGMa possui também um motivo RGD (Arg-Gli-Asp), o
qual estaria envolvido na adesao célula-célula (Samad et al, 2004). Finalmente,

a associacao de Neogenina a Netrina, um outro orientador de axodnio, foi
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encontrada nos sitios de contato célula-células em células musculares
cultivadas (Kang et al., 2004).

5.5. Caracterizacao funcional in vitro de RGMa em células musculares

esqueléticas

Nossos resultados in vitro da super-expressao de RGMa em mioblastos
primarios e da linhagem C2C12 mostraram uma hipertrofia dessas células
quando comparadas ao controle (Figura 20). Esses achados sugerem que RGMa
atue como um regulador positivo do tamanho das células musculares
esqueléticas. Uma tendéncia ao aumento no nimero total de nlcleos em
células MHC-positivas/RGMa-positivas foram também observadas, sugerindo
uma associacao de RGMa ao mecanismo de acréscimo de nicleos durante a
diferenciacao da célula muscular esquelética. O indice de fusao corrobora com
esse achado uma vez que, as células musculares que super-expressavam RGMa
mostraram uma maior eficiéncia na fusdao quando comparadas ao controle
(Figura 23). Em contrapartida, o knockdown de RGMa resultou no aparecimento
de células menores, atroficas (Figura 21), com deficiéncia para a formacao de
miotubos multinucleados (Figura 22). Esses resultados sugerem que RGMa atue
como um regulador positivo do tamanho e diferenciacao da célula muscular
esquelética, possivelmente por meio de um mecanismo de inducao da fusao

celular.

Mecanismos diferentes foram associados a regulacao do tamanho da
miofibra, incluindo a sinalizacao de IGF-1 (Coleman et al., 1995; Chakravarthy
etal., 2000); os membros da superfamilia TGF-B, Miostatina e BMP (McPherron
et al., 1997; Lee & McPherron, 2001; Walsh et al., 2010); e os marcadores
miogénicos Pax3 e Pax7, conhecidos por interferir no tamanho da célula e
determinar a formacao de mioblastos (Collins et al., 2009). De forma
semelhante, Neogenina, Netrina e RGMc também foram associados ao sistema
que regula o tamanho da célula muscular esquelética. A super-expressao de

Neogenina em células C2C12 resultou na formacao de miotubos maiores quando
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comparados as células C2C12/puro (Kang et al., 2004). De forma similar,
células C2C12 que super-expressavam Neogenina apresentaram um aumento no
numero total de ndcleos em células MHC-positivas e na média do numero de
nucleos por miotubo (Kang et al., 2004). O mesmo fendtipo foi observado
quando as culturas foram tratadas com Netrina-2 (o membro da familia em
galinha mais intimamente relacionado a Netrina-3 de mamiferos) e também
quando RGMc foi super-expresso. No entanto, os efeitos de RGMc nas células
foram menos pronunciados quando comparados as Netrinas (Kang et al., 2004;
Bae et al., 2009). Alguns estudos, ainda, revelaram que a super-expressao de
RGMc em células C2C12 nao tiveram nenhum efeito na formacao de miotubos
(Huang et al., 2005; Niederkofler et al., 2005; Kuninger et al., 2006).
Mioblastos derivados de uma mutacao homozigotica no locus Neo1 desenvolvem
miotubos menores que os animais controle com ineficiéncia na expressao de
proteinas musculo-especificas (Pownall et al., 2002; Bae et al., 2009). Um
fenotipo similar foi visto em células GFP que receberam o vetor contendo o RNA
de interferéncia para Neogenina, uma vez que miotubos menores e menos
miotubos foram produzidos quando comparados as transfeccoes controle (Kang
et al., 2004).

Entretanto, 0s mecanismos moleculares que permitem RGMa (e
possivelmente as demais RGMs) regular o tamanho da célula muscular
esquelética sao ainda desconhecidos. Como um componente do sarcolema,
RGMa poderia estra relacionado ao complexo Neogenina/Netrina como sugerido
por nossos fenotipos similares. Esse complexo tem a capacidade de mediar uma
série de vias de sinalizacdao que ativa as proteinas E, os fatores miogénicos
bHLH, SRF e NFATc3, e direciona a transcricao de genes musculo-especificos
que regulam o citoesqueleto de Actina e a diferenciacao em miotubos
multinucleados (Cole et al., 2004; Krauss, 2005). Netrina-3/Neogenina se liga
ao co-receptor CDO para ativar NFATc3, fator reportado como candidato para
a regulacao da morfologia de mioblastos; e também a Quinase de adesao focal
(FAK), e a Quinase regulada por sinal extracelular (ERK), ambos envolvidos na
sinalizacao que regula a formacao do miotubo (Yokoyama et al., 2007; Bae et
al., 2009; Quach et al., 2009). As Caderinas, também membro desse complexo,

sinaliza por meio da ativacao de RhoA e do Fator de resposta do soro (SRF), os
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quais estimulam a expressao de genes musculo-especificos (Charrasse et al.,
2002; Lin et al., 2005). No sistema nervoso central, a ligacao RGMa/Neogenina
foi também associada as vias de sinalizacdo de RhoA e FAK (Hata et al., 2006;
Conrad et al., 2007; Hata et al., 2009). Durante a miogénese, RhoA ativa SRF
o qual, estimula a expressao de MyoD além de outros genes musculo-

especificos, in vivo e in vitro (Carnac et al., 1998; Li et al., 2005).

RGMa poderia regular o tamanho da célula muscular por meio de sua
capacidade de trabalhar como um co-receptor de BMP (Samad et al., 2005;
Babitt et al., 2005; Babitt et al., 2006). A sinalizacao de BMP via Smad1/5/8
foi recentemente associada a regulacao do tamanho da célula muscular
esquelética. A super-expressao de ALK3 (receptor de BMP) ampliou a
fosforilacao de Smad1/5/8, resultando em aumentos no tamanho da fibra,
gerando uma hipertrofia muscular (Sartori et al., 2013). Quando Noggin (um
antagonista de BMP) foi super-expresso, uma reducao da fosforilacao de
Smad1/5/8 foi observada ocasionando uma atrofia muscular (Sartori et al.,
2013). Curiosamente, RGMa e RGMc foram relatados como sendo os mais
potentes co-receptores para BMP em mioblastos C2C12. A super-expressao da
combinacao de RGMa e RGMc nessas células aumentou significativamente a
atividade de BMP quando comparada a RGMa ou RGMc individualmente
(Halbrooks et al., 2007). De forma oposta, a sub-regulacao de RGMa, RGMb ou
RGMc resultou num dramatico decréscimo na atividade de BMP, a qual foi mais
expressiva quando RGMa e RGMc foram suprimidos (Halbrooks et al., 2007).
Nossos resultados relacionados a hipertrofia muscular sdao similares aos
fenotipos de ALK3 e é possivel que RGMa funcione como um promotor da

sinalizacao de BMP.

Curiosamente, Neogenina e BMP podem atuar em conjunto,
indiretamente ou diretamente, para promover seus efeitos. Em seu trabalho,
Zhang e colaboradores (2007) demonstraram que a ligacao de RGMc a Neogenina
é requerida para a liberacao da forma soluvel de RGMc das células musculares
a qual, atua como um regulador negativo na expressao de Hepcidina hepatica
por meio da sinalizacdao de BMP. Durante a condrogénese e formacao Ossea

endocondral, Neogenina é necessaria para a sinalizacao de Smad1/5/8 induzida
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por BMP. A inducao da fosforilacdo de Smad1/5/8 por BMP2 é reduzida em
condrdcitos de camundongos mutantes para Neogenina uma vez que a
associacao do receptor de BMP aos microdominios de membrana, essencial para
a sinalizacao de BMP via Smad, diminui em condrécitos com deficiéncia de
Neogenina (Zhou et al., 2010). A associacao entre Neogenina e BMP pode ser
mediada por RGMc, ou ainda RGMa, nessa associacao, as RGMs atuam como um
elo de ligacao entre Neogenina e BMPR (lA) para a formacao de um super
complexo protéico localizado em microdominios de membrana (Zhou et al.,
2010).

Novos trabalhos serao necessarios para elucidar se RGMa promove seus
efeitos nas células musculares via Neogenina, BMP ou uma associacao de ambos.
Nossos achados nao revelaram qualquer efeito da super-expressao de RGMa na
miogénese. Essas observacoes estdao em concordancia com as analises da super-
expressao de RGMc. De forma semelhante, a super-expressao de RGMc em
células C2C12 nao resultaram em quaisquer efeitos sobre a formacao de
miotubos (Huang et al., 2005; Niederkofler et al., 2005; Kuninger et al., 2006).
Entretanto, quando RGMa foi sub-regulado, nossos resultados demonstraram
uma reducao da habilidade das células primarias em formar miotubos (Figura
22). O mesmo efeito de diminuicao na formacao de miotubos foi observado por
Kang e colaboradores (2004) quando mioblastos C2C12 foram transfectados com
um vetor contendo um RNA de interferéncia para Neogenina. Similarmente,
camundongos CDO-/- apresentaram uma miogénese atrasada e musculos
menores quando comparados aos controles (Cole et al., 2004; Bae et al., 2009).
Em contrapartida, BMP-2 inibe a diferenciacao terminal das células miogénicas
ao suprimir a atividade transcricional dos fatores miogénicos (Katagiri et al.,
1997) e, RGMa, apesar de apresentar a menor afinidade de ligacao as BMPs
entre as RGMs (Wu et al., 2012), se liga a BMP-2 e BMP-4 (Babitt et al., 2005).
Novos estudos serao necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos na

sinalizacao de RGMa e sua influéncia na diferenciacao dos mioblastos.

Finalmente, nossos resultados sugerem que RGMa atue como um
regulador positivo na fusao dos mioblastos. A fusao das células musculares

esqueléticas ocorre quando mioblastos diferenciados se fundem para formar um

82



miotubo nascente com alguns nicleos. Subsequentemente, o miotubo nascente
se funde aos mioblastos diferenciados dando origem ao miotubo maduro com
muitos nlcleos. Este processo € orquestrado por uma variedade de moléculas
principalmente localizadas no sitios de contato célula-célula e adesao celular
(Pavlath, 2010). A sinalizacao da Integrina via FAK, por exemplo, tem um papel
importante na fusao celular uma vez que a inibicao de FAK prejudica a fusao
dos mioblastos e suprime o aumento da transcricao das Integrinas (Quach et
al, 2009). De forma semelhante, camundongos knockout para CDO
apresentaram também uma falha na fusao e formacao de miotubos (Cole et al.,
2004; Bae et al., 2009). Como descrito anteriormente, Neogenina também se
liga a FAK (De Vries & Cooper, 2008) e a cascata de sinalizacao de
Netrina/Neogenina € dependente de CDO o qual, ativa FAK. Apesar de forma
menos proeminente, RGMc também foi associado a via de sinalizacao de FAK
(Bae et al, 2009).

&3



6. Conclusao

« RGMa, um membro da familia de orientadores de axonio por repulsao,
€ encontrado no sarcolema e, possivelmente, como uma proteina do

citoesqueleto das células musculares esqueléticas;

« RGMb e RGMc, sao moléculas orientadoras de axonios encontradas no

sarcolema de células musculares esqueléticas.

« O principal fenotipo causado pela super-expressao de RGMa nas células
musculares esqueléticas é a inducao da hipertrofia muscular, sugerindo uma
associacao deste orientador de ax6nio com o controle do tamanho dessas

células.

« RGMa esta possivelmente associado ao processo de inducao da fusao

de mioblastos em miotubos multinucleados.
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