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Resumo

As células-satélite musculares vém sendo muito estudadas em diferentes pesquisas,
especialmente com o objetivo de aumentar a compreensdo do mecanismo de sua a¢do na
regeneracdo muscular e as respectivas implica¢Ges nas diferentes miopatias, visando identificar
possiveis alvos terapéuticos. Dois modelos para distrofias, os camundongos Large™? e
Lama2¥?/J possuem um padrdo de degeneracdo intenso e bastante semelhante, mas com
diferencas na expressdo de genes envolvidos na cascata de regeneracdo. Por isso, estes
constituem interessantes modelos para o estudo de possiveis diferencas no mecanismo de
ativacdo e atuacdo das células-satélite no musculo distréfico. Assim, os objetivos especificos
deste projeto consistiram em: 1) isolar e caracterizar por citometria de fluxo as populacGes de
células-satélite dos modelos Large™” e Lama2®%/J em comparacdo com o normal C57Blacks,
quanto a expressao de marcadores de miogénese e de células-tronco pluripotentes; e 2) estudar e
comparar o perfil de expressdo génica destas populacfes de células satélites através de
microarray de expresséo.

Na caracterizagdo fenotipica das células isoladas do musculo normal, aquelas que
aderem mais precocemente (PP1) e mais tardiamente (PP2) mostram um padrdo fenotipico
semelhante entre si e com caracteristicas mais proximas as miogénicas. Ja a populacdo de
células de adesdo bem mais tardia (PP6) apresentou um padrdo de marcagdo misto, mantendo as
caracteristicas miogénicas, mas apresentando tambem padrdo de células-tronco mesenguimais,
sugerindo o fenétipo de células mais imaturas. Nos musculos distréficos, identificamos
diferencas na constituicdo do pool de células presentes inicialmente no musculo, onde na
linhagem Lama2®?/J h4 indicios de uma populagdo em estagio proliferativo, enquanto que na

linhagem Large™"

h& presenca de células com maior imaturidade.

Os resultados da analise de expressdo génica nas populagdes caracterizadas se
mostraram concordantes com os fenotipos celulares avaliados por citometria. Identificamos a
hipo-expressao de genes ligados a regeneracdo e remodelamento muscular em ambos modelos
distroficos. Considerando os genes diferentemente expressos somente em cada um dos modelos,
o0s resultados sugerem ativacdo de proliferagdo celular e inibi¢do da diferenciacdo na linhagem

Lama2®?/J e distGrbios na miogénese na linhagem Large™"

. Assim, pudemos identificar vias
importantes alteradas em cada um dos modelos que explicam parte das diferencas encontradas

nos trabalhos anteriores.



Abstract

Muscle satellite cells have been widely studied, especially to understand
their mechanism of action in muscle regeneration and correspondent implications in the
different dystrophic processes, aiming the identification of potential therapeutic targets. Two
mice models for muscular dystrophies, Large™" and Lama2®?/J, have a pattern of an
intense and very similar degeneration, but with differences in the expression of genes
involved in the regeneration cascade. Therefore, they are interesting models to study
possible differences in the mechanism of activation and action of satellite cells in the
dystrophic muscle. The main objectives of this project are: 1) to isolate and characterize
by flow cytometry, populations of satellite cells from Large™® and Lama2®%/J models, as
compared to normal C57Blacké, evaluating the presence of myogenic and pluripotent stem
cells markers; and 2) to study and compare gene expression profiles of these populations
of satellite cells using microarray technique.

In the phenotypic characterization of cells harvested from normal muscle, both
faster (PP1) and slower (PP2) populations to adhere in culture flasks show similar phenotypic
characteristics, which were closer to myogenic phenotype. On the other hand, the
population of cells with very delayed adhesion ability (PP6) presented a mixed pattern,
maintaining the myogenic characteristics, but associated to positive mesenchymal stem cell’s
markers, suggesting a phenotype of more immature cells. In dystrophic muscles, we could
identify differences in the constitution of the first pool of cells present in the Lama2¥?/J
muscle where there is evidence of a population in proliferative stage, while in the
Large™ strain, we found more immature cells.

Gene expression profile in the characterized populations showed consistent
concordance with the cellular phenotypes assessed by flow cytometry. In both dystrophic
models, we identified down-regulated genes related to regeneration and remodeling of the
muscle. Considering only the genes differently expressed in each dystrophic model, data
suggest the activation of cell proliferation and inhibition of differentiation pathways in
Lama2®?/J strain and altered myogenesis in the Large™'model. Thus, we identified
important altered pathways in each of the dystrophic models that could explain most of the

differences in gene expression profile in the muscle, described in our previous work.



Introducao

1. O musculo normal

O tecido muscular é o principal responsavel pelos movimentos corporais dos
organismos e surgiu quando houve a separacdo entre o filo Porifera e o clado Eumetazoa, ha
mais de 600 milhdes de anos, no periodo pré-cambriano (Steinmetz et al., 2012). Dependendo
de sua morfologia e fun¢do, pode ser dividido em liso, estriado cardiaco e estriado esquelético.

O mausculo esquelético é formado por feixes de fibras alongadas, cilindricas e
multinucleadas, com diametro que varia entre 10 e 100um, preenchidas por microfilamentos
organizados que ddo ao tecido a aparéncia estriada, alternando bandas claras e escuras. Estas
fibras sdo geradas na fusdo de precursores chamados mioblastos, formando um sincicio de
células musculares. Ap6s a década de 1950, com o uso de microscopia eletrénica (Jones e
Round, 1996), foi possivel descrever as estrias como estruturas organizadas de miofibrilas.
Estas estruturas, de didmetro de 1 a 2um, correm longitudinalmente & fibra muscular e
apresentam repeticdo de unidades iguais, os sarcomeros, a unidade béasica contrétil das fibras
musculares. A banda clara é denominada banda | (isotrépica em luz polarizada) e a banda escura
é denominada de banda A (anisotropica)(Clark et al., 2002)(figura 1).

Aproximadamente 80% do contetdo total proteico do tecido muscular esquelético e
cardiaco é formado pelas proteinas actina e miosina. Os componentes principais dos sarcobmeros
dos musculos estriados incluem arranjos paralelos de filamentos finos contendo actina que se
estendem da banda | e se sobrepdem aos filamentos grossos contendo miosina da banda A
(figura 1).

BandaA . Linha M - Bandal

Figura 1: O sarcomero, unidade contratil do musculo estriado esquelético. Em A, imagem de microscopia
eletronica onde é possivel visualizar a organizacdo das estruturas. Em B, representacdo esquematica de um
sarcOmero. Modificado de http://www.ks.uiuc.edu/Research/z1z2/ e http://www1.imperial.ac.uk/nhli/molecular/et/

10


http://www.ks.uiuc.edu/Research/z1z2/
http://www1.imperial.ac.uk/nhli/molecular/et/

A actina, proteina de expressdo ubiqua, esta envolvida em diferentes funcdes celulares,
como motilidade, citocinese e contragdo (Clark et al., 2002). Juntamente com a tropomiosina e
trés subunidades da troponina (TnC, TnT e Tnl), formam os filamentos finos do sarcémero. A
tropomiosina se extende por sete subunidades de actina e blogqueia os sitios de ligagdo a
miosina, até que seja movida pela ligacdo de célcio a troponina C (Jones e Round, 1996), ou
seja, constitui-se na molécula regulatéria da interacdo entre os filamentos grossos e o0s
filamentos finos (Clark et al., 2002)(figura 2).

Os filamentos grossos, por sua vez, sdo formados principalmente de centenas de
moléculas de miosina, as proteinas motoras do sarcémero. A miosina muscular é composta de
duas cadeias pesadas e quatro cadeias leves, sendo que destas, duas sdo da familia de cadeias
leves essenciais e as outras duas sao cadeias leves regulatérias. Por meio de hidrélise de ATP o
dominio catalitico motor da miosina que interage com a actina, chamado de cabeca, passa por
uma grande rotagdo angular, que move os filamentos uns em dire¢cdo aos outros, gerando o

movimento muscular (Clark et al., 2002) (figura 2).

Troponina € Troponinal

Figura 2: Organizacdo das moléculas responsdveis pelo movimento no sarcomero. Representacéo
esquematica das principais proteinas atuantes no movimento das fibras musculares. Modificado de (Spirito et al.,
1997).

O terceiro sistema filamentoso é formado de moléculas Unicas de titina (a maior proteina
de vertebrados identificada até hoje), que se estendem por meio sarcobmero. Outra proteina
gigante, a nebulina, se estende pelo comprimento dos filamentos de actina e forma o quarto
sistema filamentoso no masculo esquelético. Os discos Z representam as fixacOes laterais do
sarcomero, onde os filamentos finos, filamentos de titina e nebulina se ancoram (Clark et al.,
2002).
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O conjunto de miofibrilas é, por sua vez, preso a membrana plasmética da célula
muscular por meio de outras proteinas que tém afinidade pelos miofilamentos e por proteinas da
membrana plasmatica. A distrofina, proteina de localizagdo sub-sarcolemal, se liga aos
filamentos de actina e a um complexo de proteinas integrais da membrana plasmética
(complexo distrofina-glicoproteinas associadas - DGC)(Rando, 2001)(figura 3) e acredita-se
que, além de ajudar a manter a estabilidade e organizacdo da membrana e do equipamento
contrétil, tenha também a funcdo de manter o trafego de informacdes através da membrana da

célula muscular (Hoffman e Dressman, 2001).

Laminina 2 oj ro

SGs

Distrofina C

F-actina do citoesqueleto

Figura 3: Representagdo esquematica do complexo DGC. DGs - distroglicanas; SGs - sarcoglicanas.
Modificado de (Berchtold, Brinkmeier e Muntener, 2000).

A formagdo e organizagdo das miofibrilas no interior das fibras musculares ocorrem em
decorréncia do processo de diferenciacdo celular, apés a fusdo dos mioblastos e formacdo dos
miotubos. Este processo acontece tanto no periodo de desenvolvimento embrionario como
durante o processo de regeneracdo muscular, através das células-satélite presentes no musculo

maduro.

a. Desenvolvimento muscular embrionario

No periodo embrionario, a musculatura é derivada dos somitos, mais precisamente dos
miétomos, ou de diferenciacBes locais de células mesenquimais. As primeiras células
miogénicas podem ser encontradas na parte anterior da linha primitiva e nas células
mesodérmicas formadas na gastrulacdo (Krenn et al., 1988). Estas células originam a
mesoderme paraxial que se transforma depois em somitos, dermomidtomos e finalmente
miotomos. Os mioblastos sofrem diversas divisdes que levam a formacdo do miotubo

multinucleado e finalmente a fibra muscular sincicial. Os ndcleos do miotubo primeiramente
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localizam-se no centro da célula e no decorrer da sintese de miofibrilas o nucleo é gradualmente
movido para a periferia, numa posicao subsarcolemal (Abmayr e Pavlath, 2012).

Quando células mesenquimais sdo estimuladas a originar células musculares
esqueléticas, observa-se um alongamento da sua forma e do nucleo, formando os mioblastos.
Vérios mioblastos fundem-se para formarem os miotubos, que comegam a sintetizar as proteinas
musculares necessarias para sua estrutura e funcao, constituindo assim a fibra muscular.

A diferenciacdo e determinacdo da mesoderme em células musculares envolve uma
familia de fatores de transcricdo do tipo helix-loop-helix, dos quais o primeiro a ser descoberto
foi Myod1.

b. Regeneracdo muscular: células-satélite

No individuo adulto existe uma subpopulacdo de células musculares parcialmente
indiferenciadas, mononucleares, localizadas nas periferias dos miotubos maduros, entre o
sarcolema e a lamina basal das fibras musculares: sdo as células-satélite, também chamadas de
células precursoras miogénicas. Estas células conferem a musculatura uma grande capacidade
de se adaptar a demandas como crescimento e injaria. Quando ndo estimuladas, permanecem
num estado quiescente, nao proliferativo (Chen e Goldhamer, 2003). Entretanto, em resposta a
um estimulo, seja ele uma injdria ou uma demanda aumentada de trabalho, estas células tornam-
se ativas, proliferam e comecam a expressar marcadores miogénicos, diferenciando-se em
mioblastos. Estes podem se fundir as fibras pré-existentes gerando hipertrofia (aumento do
tamanho das fibras) ou fusionam-se para formar novas fibras multinucleadas causando
hiperplasia (aumento do nimero de fibras naquela regido), em um processo que recapitula os
eventos fundamentais do desenvolvimento muscular (Hawke e Garry, 2001).

Esta populagdo de células precursoras musculares pode suportar diversos ciclos de
degeneracdo e regeneracdao (Charge e Rudnicki, 2004). Na degeneracdo € possivel observar a
morte das fibras musculares por apoptose ou necrose. Este evento é marcado pelo rompimento
do sarcolema das miofibrilas, refletido por uma elevacdo do nivel sérico de proteinas
musculares como a creatina quinase, geralmente restrita ao citoplasma da célula muscular.
Assim, em decorréncia deste processo, é possivel observar a ativacdo de células mononucleadas,
especialmente células inflamatorias e células-satélite, que determinam a inducédo da regeneragdo
muscular.

A capacidade regenerativa das células-satélite, no entanto, € finita. A exaustdo do pool
de células precursoras é um importante fator que contribui com a deterioracdo muscular gradual
observada em pacientes com distrofias musculares, como veremos a seguir. Se 0 masculo perde
a sua capacidade regenerativa ocorre, entdo, a substituicdo do tecido muscular por tecido

adiposo ou conjuntivo.
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A regeneracdo muscular é, portanto, um processo complexo que requer uma modulagéo
coordenada entre as células-satélite, fatores de crescimento, citocinas, respostas inflamatérias,
componentes vasculares e da matriz extracelular (Goetsch et al., 2003). Os fatores de
transcricdo miogénicos que pertencem a familia protéica helix-loop-helix tém um papel
fundamental na miogénese e na regeneracdo: as células onde eles ndo sdo expressos nao se

diferenciam em musculo (Seale e Rudnicki, 2000).

C. Fatores envolvidos no desenvolvimento, regeneracdo e degeneracdo

musculares

Diversos fatores estdo implicados no desenvolvimento muscular, e as vias de atuagéo de
cada um deles ainda ndo s&o totalmente conhecidas.

Os mais importantes marcadores da determinagédo da via miogénica sdo 0s componentes
da familia de fatores de transcricdo chamados de fatores musculares regulatorios (MRF). As
principais proteinas deste grupo sdo MYF5, MYOD, MYF6 (também chamada de MRF4) e
miogenina (Brand-Saberi e Christ, 1999). A super-expressdo de MYOD e MYF5 levam a
diferenciagdo de variados tipos celulares em musculo (Choi et al., 1990; Weintraub, 1993) e por
isso estas proteinas foram chamadas de fatores de determinacdo muscular, enquanto que MYF6
e miogenina estariam atuando num ponto mais abaixo na via miogénica (Brand-Saberi e Christ,
1999).

Quando a inativagdo do gene Myod é induzida em camundongos, observa-se atraso no
desenvolvimento da musculatura dos membros. Entretanto, quando ha inibicdo do Myod
concomitante com inibicdo do Myf5, ha auséncia total de mioblastos e ndo h& formacdo de
tecido muscular (Muntoni et al., 2002): os camundongos duplo-nocautes Myf5-/-:Myod-/- néo
possuem musculatura esquelética porque sdo incapazes de diferenciar os precursores em
mioblastos (Rudnicki et al., 1993). Porém, como os camundongos nocaute para Myf5 e Myod
separadamente possuem musculatura, assumiu-se que estes dois fatores de determinacao
muscular atuam em vias separadas ou podem compensar a fun¢do um do outro (Rudnicki et al.,
1992; Weintraub, 1993; Braun e Arnold, 1996; Wang et al., 1996).

Assim, MYF5 esté estruturalmente relacionada @ MYOD e também atua auxiliando na
proliferacdo das células-satélite na regeneracdo muscular (Hawke e Garry, 2001). Nao ha
nenhuma patologia associada a muta¢es nos genes que codificam Myf5 e MyoD, porém a sua
expressdo pode estar aumentada em distrofias musculares e em miopatias inflamatdrias.

Na regeneracdo muscular, MYOD também funciona como o fator de transcricéo
miogénico principal que leva ao aumento da expressdo de genes ligados a diferenciagdo celular,
exercendo, portanto, um importante papel na fase pds-ativacdo das células-satélite. Assim, o

MYOD atua na regulacéo da expressdo de genes em tempos diferentes durante a miogénese e é
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essencial no reparo de lesdes musculares, uma vez que participa da ativacao das células-satélite
(Hawke e Garry, 2001).

Além disso, as células-satélite quiescentes expressam também RNA mensageiro de
MYF5 (Beauchamp et al., 2000; Zammit et al., 2006), embora até o presente momento ndo
existem evidéncias da expressao da proteina por estas células. Células-satélite de camundongo e
linhagens celulares miogénicas expressam a proteina MYF5 na fase proliferativa, e a proteina
ndo foi detectada apds diferenciacdo e fusdo em miotubos (Lindon, Montarras e Pinset, 1998;
Yablonka-Reuveni et al., 1999). Assim, em algumas fases do desenvolvimento ndo foi possivel
relacionar a expressdo génica de Myf5 com a producdo de sua proteina, 0 que ndo permite a total
elucidacédo de seu papel, levantando questdes de como este fator estd implicado na proliferacdo
dos mioblastos e na renovacgdo das células-satélite que devem permanecer em estado quiescente
(‘Yablonka-Reuveni et al., 2008).

A diferenciacdo dos mioblastos em fibra muscular também depende de MYF6 e,
particularmente, miogenina (Buckingham et al., 2003), que é um fator essencial para a
diferenciagdo de células pluripotentes em musculo. Estudos realizados com culturas de diversos
tipos celulares mostram que estes se diferenciam em musculo quando expostos & miogenina.
Um experimento realizado com camundongos mostrou que mutagdes no gene da miogenina
causam morte imediatamente ap6s 0 nascimento e 0s animais apresentam diminuicdo muito
grande de massa muscular e perda da linha Z do sarcémero (Muntoni et al., 2002).

Assim, na regeneragdo, a expressdao de Myod é observada durante a proliferacdo das
células-satélite, enquanto que sua diferenciacdo € marcada pelo inicio da expressdo de
miogenina, com um declinio concomitante da expressdo de Myf5, saida do ciclo celular e
subsequente fusdo de mioblastos em miotubos multinucleados (Yablonka-Reuveni et al., 2008).

Outros fatores também estdo implicados na degeneracdo e regeneracdo muscular (figura
4). O Fator de Crescimento Transformador B (TGFB), proteina regulatéria que controla diversas
fungdes na célula faz parte de uma superfamilia de importantes citocinas regulatorias do
crescimento celular (Charge e Rudnicki, 2004), também chamada de superfamilia do TGF beta.
A miostatina (GDF8) ¢ um dos membros desta superfamilia que inibe a proliferagdo e a
diferenciagdo muscular, pois silencia a ativacdo dos fatores de transcricdo (Hawke e Garry,
2001). Desta forma, ela determina a massa muscular esquelética e atua como regulador negativo
do crescimento muscular (Muntoni et al., 2002). Outro membro desta superfamilia é a isoforma
de TGFB chamada de TGFp-1, citocina inflamat6ria que provavelmente esta envolvida no
processo de fibrose do musculo distréfico (Gosselin et al., 2004), visto que, in vitro, estimula a
sintese de colageno (Ignotz e Massague, 1986; Grande, Melder e Zinsmeister, 1997) e inibe a
degradacdo deste colageno (Overall, Wrana e Sodek, 1991; Sharma e Ziyadeh, 1994). Mais do

que isso, 0 TGFB1, que esta superexpresso no musculo esquelético distréfico (Bernasconi et al.,
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1995; Hartel et al., 2001), é expresso também por células inflamatérias, como macrofagos
(Robertson et al., 1993). Alguns destes fatores estdo representados na figura 4.

Regeneracio

Diferenciacao e renovagao

Figura 4: Esquema dos principais fatores envolvidos na degenerac&o e regeneracdo musculares. Modificado
de (Yablonka-Reuveni et al., 2008).

Muitos outros fatores estdo envolvidos com a regulacéo das células-satélite no musculo
esquelético adulto, como Fatores de Crescimento Insulina-like | e 1l (IGFI e IGFII), que
participam da regulacdo da regeneracdo, pois aumentam a proliferacdo, diferenciagdo e fuséo
das células-satélite in vitro, provocando aumento da massa muscular e da quantidade de células
(Hawke e Garry, 2001; Muntoni et al., 2002; Charge e Rudnicki, 2004); éxido nitrico, fator de
crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento derivado de endotélio e testosterona
(Hawke e Garry, 2001). Obviamente, a regulacdo das células-satélite é orquestrada por
numerosos fatores coordenados temporalmente e dependentes de concentracdo adequada

durante a regeneragdo do masculo.

2. Distrofias Musculares: mutacdes e fenotipos

As distrofias musculares constituem um grupo heterogéneo de doencas caracterizadas
por uma degeneracdo progressiva e irreversivel da musculatura esquelética. A fraqueza
muscular se manifesta quando existe um desequilibrio nos ciclos de degeneracéo e regeneragao,
onde falhas nos processos regenerativos levam & infiltracdo do musculo por tecido conjuntivo,
adiposo e inflamatorio, processo este visivel em estudos histopatolégicos.

Dentre as diferentes formas, a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é a mais
comum, com uma incidéncia de um em cada 3500 nascimentos de sexo masculino e cerca de
1/3 dos casos ocorre pelo aparecimento de uma nova mutagao na crianga. J& a sua forma alélica,
Distrofia Muscular de Becker (BMD) é cerca de 10 vezes mais rara. Fenotipicamente nota-se
diferenca tanto na velocidade de progressdo quanto na idade de inicio dos sintomas (Zatz,
2001). Na DMD os sinais clinicos surgem entre os trés e cinco anos de idade, com quedas
frequentes, dificuldade de subir escadas, correr e levantar-se do chdo. O confinamento em
cadeira de rodas se d& na maioria dos casos até os doze anos de idade e os afetados raramente

sobrevivem apds a terceira década de vida (Kapsa, Kornberg e Byrne, 2003). Ja ha BMD os
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sintomas iniciam-se, em geral, na segunda década de vida e a velocidade de progressao € muito
variavel entre os individuos.

O gene responsavel pela DMD/BMD localiza-se no braco curto do cromossomo X
(Xp21) e é o maior gene humano, com 2.3Mb. O produto do gene é a distrofina (427kD),
proteina responsavel pela ancoragem do complexo distrofina-glicoproteinas associadas as
proteinas do sarcolema da fibra muscular (figura 5).

Ligacio com complexo
deglicoproteinas
damembrana

N-terminal:
Ligacdo com actinado
citoesqueleto

Figura 5: Esquema da proteina distrofina, mostrando seus diferentes dominios de ligacdo com outras
proteinas.

As mutagdes causadoras de DMD e BMD sédo delecdes em cerca de 60% dos casos,
duplicaces em 5-6% e mutacOes de ponto nos casos restantes (Koenig et al., 1989). A grande
maioria das mutacBes nos pacientes com DMD resulta na auséncia completa da proteina,
enquanto a presenca de baixas quantidades de distrofina é encontrada em casos de BMD
(Nawrotzki, Blake e Davies, 1996). Existe uma correlagdo entre o tipo de mutagéo e o resultado
fenotipico. Na BMD a delegdo é em fase, o quadro de leitura do RNA mensageiro € mantido e
tem-se como resultado uma proteina quantitativamente reduzida ou com dele¢Ges internas,
porém parcialmente funcional. J& na DMD a delec¢do cria uma mutacdo de mudanga de quadro
de leitura (frameshift), e tem-se uma proteina gravemente truncada, rapidamente destruida pela
célula. A auséncia da distrofina no musculo resulta em uma deficiéncia secundaria nos
componentes do complexo distrofina-glicoproteinas associadas (Ohlendieck e Campbell, 1991)
e como consequéncia as fibras musculares dos pacientes com DMD ficam mais suscetiveis ao
estresse mecanico causado pela contragdo muscular, levando a um processo de degeneragdo
acentuado.

Outra proteina importante cuja deficiéncia leva a graves doencas neuromusculares € a
laminina 2, principal proteina da matriz extracelular na membrana basal da fibra muscular
(Figura 6). A laminina 2 é composta por uma cadeia o e duas outras cadeias, § e y e é expressa
em varios tipos celulares, entre eles células musculares esqueléticas e cardiacas, células de
Schwann, trofoblastos e células de origem mesenquimal (Vilquin et al., 1999). Sua ligagdo ao

citoesqueleto subsarcolemal se da através do grande complexo de glicoproteinas associadas a
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distrofina. O bom funcionamento do complexo seria responsavel por um correto mecanismo de
contragdo muscular (Ervasti e Campbell, 1993).

A subunidade a2 da laminina 2, também chamada de merosina, foi identificada no inicio
dos anos 90 como a responsavel pela patogénese de uma forma de distrofia muscular congénita
muito grave, CMD1A, causada por mutacfes no gene LAMA2 que a codifica (Tome et al.,
1994).

Dominio de ligacio com matriz
extracelular

Dominio de ligagio com coligeno IV Dominio de ligacio com coligeno IV

Dominio de ligagdo com
receptor de superficie celular

Figura 6: Esquema da proteina laminina, mostrando suas diferentes subunidades e dominios de ligagdo com
outras proteinas.

Cerca de 95% dos pacientes com muta¢es no gene LAMA2 apresentam deficiéncia total
da proteina, enquanto que os restantes 5% apresentam deficiéncias parciais. Clinicamente, o
grupo de pacientes laminina-negativos apresenta um fendtipo mais grave e a maioria dos
pacientes é incapaz de adquirir marcha independente. A deficiéncia parcial da proteina tem sido
encontrada em pacientes com quadro clinico mais benigno.

O gene LAMAZ2 é composto por 260kb organizados em 64 éxons e a parte codificante do
RNA mensageiro tem cerca de 9.5kb. O estudo de mutacfes no gene LAMA2 mostrou grande
heterogeneidade, com presenca de delecGes e mutacOes de sentido trocado levando a codons de
parada. A mutacdo mais frequente, encontrada em cerca de 20% dos pacientes, ¢ uma delecao
de 2pb (2096-2097). Mutacdes de sentido trocado e pequenas dele¢des que ndo alteram o
quadro de leitura levam a formacéo de uma proteina truncada e deficiéncia parcial da merosina
no musculo.

Outras formas de distrofias congénitas podem ser causadas por genes envolvidos no
processo de glicosilacdo das proteinas musculares. Uma delas, a CMD1D, é causada por
mutagdes no gene da glicosil-transferase LARGE. MutacOes neste gene, muito grande (mais de
660kb entre 16 éxons e respectivos introns) e dificil de ser estudado, foram primeiramente
encontradas em uma paciente que portava a mutacao de forma heterozigota composta (Longman
et al., 2003). A pequena quantidade de pacientes identificados com mutacGes neste gene sugere

que ha semelhanca do quadro clinico dos afetados em LARGE com outras distrofias congénitas,
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0 que foi constatado quando dois irmaos diagnosticados como Walker-Warburg, outra forma de
distrofia muscular congénita com comprometimento cerebral, foram identificados como
portadores de delecdes em homozigose no gene LARGE (Van Reeuwijk et al., 2007).

Outras formas de distrofia séo as do tipo cinturas, que afetam principalmente a regido
das cinturas pélvica e/ou escapular. Estas formas podem ser de heranga autossomica dominante
ou recessiva e possuem ampla variabilidade clinica, de suave a grave, e heterogeneidade de
lécus, com muitos genes diferentes causando quadro clinico bastante semelhante. Uma das
distrofias de cinturas que estamos interessados é a LGMD-2B, causada por mutagdes no gene
que codifica a proteina disferlina. Esta proteina estd envolvida na contracdo muscular e possui
dominios gue possuem um papel em eventos de fusdo de membrana mediados por célcio, o que
sugere  seu envolvimento em reparo e regeneracao de membranas
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9215).

As distrofias musculares sdo, portanto, um conjunto bastante complexo de doengas, com
inimeros genes causadores de diversos quadros clinicos diferentes a serem considerados (figura
7).

a2 {— CMD1A

e —— T —
= % = Lamina Basal
Perlecan

Colégeno VI Schwarzz — a2 - Laminina (merosina)

Ulirich CMD CAID 2D Jampe

et LGMD 2E g

LGMD 2C ok Glicosilagao de a-distroglicana
LGMD 2F Diversas Distrofias Musculares Congénitas
Sarco. I
Membrana plasmatica Sal icanas
feod 1 Sintrofinas Caveolin-3 Disferlina
LGMD 1C LGMD2B/MM
Distrofina
DMD/BMD
Distrobrevina
o
7 e PowT1 e
Wws : MDC1CILGMD21
Membrana nuclear Emerin POMGNT1
LGMD2K MEB

LARGE

MDCID

- SEPN1 Lamin A/C
CMDIMMD LGMD18

LGMD 2H AD-EDMD

Figura 7: Esquema das diversas proteinas musculares e distrofias associadas, mostrando a enorme
variedade de possiveis genes e fenotipos relacionados. Retirado de (Dubowitz, Sewry e Lane, 2007).
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a. Degeneragdo Muscular

A degeneragdo muscular é o processo de perda das caracteristicas estruturais da
musculatura esquelética, como resultado de injuria ou como consequéncia de mutacdes nas
proteinas componentes da fibra muscular. O desequilibrio causado por estes fatores leva a
instabilidade do sarcolema e danos causados pelo movimento de contracdo (Alderton e
Steinhardt, 2000). Apds o dano ao sarcolema, um aumento no influxo de célcio foi observado
(Alderton e Steinhardt, 2000), o que, por sua vez, pode tornar as fibras musculares mais
suscetiveis a necrose, uma das principais caracteristicas patologicas das distrofias musculares
(Cohn e Campbell, 2000). Com a necrose ocorre o rompimento da fibra muscular e
extravasamento do seu citoplasma, que leva ao grande aumento de algumas proteinas
sarcoplasmaticas, como a creatina quinase, no soro de pacientes portadores de distrofia
muscular (Cohn e Campbell, 2000).

Quanto ao processo de degeneragdo muscular, Zanotti e colaboradores (Zanotti et al.,
2007) procuraram investigar se 0s componentes da matriz extracelular contribuem para a fibrose
observada nas distrofias musculares, principalmente DMD. Foram quantificados transcritos e
proteinas em culturas de miotubos de pacientes com DMD e controles. Os autores analisaram
TGFp-1, decorina, metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, TIMP 1, 2 e 3, coldgeno 1 e¢ 6 e
miostatina.

Os autores concluiram que a expressdao dos transcritos e proteinas de varios
componentes da matriz extracelular estdo alterados nas células musculares DMD in vitro,
indicando que estas células contribuem para o processo patoldgico, ja que a inflamacéo e
degeneracdo caracteristicas de DMD in vivo estdo presumivelmente ausentes em cultura.
Também observaram que a miostatina (potente inibidor de ativacdo de células-satélite e
renovagdo muscular) estd aumentada, e que a decorina (ligante e inibidor de TGFp-1 e
miostatina) estdo reduzidas, o que pode ter implicagdes nas terapias que buscam reduzir a

fibrose muscular.

b. Modelos animais

O uso de modelos animais como camundongos, cées e gatos é crucial para o melhor
entendimento das doengas genéticas humanas e para a investigacdo de terapias experimentais
(Vainzof et al., 2008). Para se estudar a distrofia muscular do tipo Duchenne, por exemplo, é
possivel utilizar o modelo Dmd™, linhagem deficiente em distrofina devido a uma mutacéo de
ponto no éxon 23 do gene, que forma um codon de parada prematura (Bulfield et al., 1984).

Como nos pacientes, o mésculo de camundongos Dmd™ ¢ afetado por degeneragdo e necrose.
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Entretanto, o camundongo exibe um quadro clinico mais brando (Pastoret e Sebille, 1995), sem
fraqueza muscular evidente nem reducdo na expectativa de vida.

Esse camundongo também apresenta um grande nimero de fibras revertentes, da ordem
de 2 a 3%. Estas fibras passam a expressar novamente a distrofina, de forma espontanea. Desta
forma, é necessario que outras formas de avaliagdo do sucesso da terapia testada sejam
desenvolvidas, ja que a simples verificacdo da expressdo de distrofina no tecido muscular ndo é
suficiente para garantir que esta distrofina venha da terapia e ndo das fibras revertentes.

Para o defeito na proteina disferlina existe 0o modelo murino SJL/J-Pde6b™, que
apresenta uma reducdo na quantidade de disferlina detectada por western blot a
aproximadamente 15% do valor encontrado nos animais normais. O camundongo SJL/J-
Pde6b™possui uma delecdo de 171pb, o que possivelmente leva & instabilidade da proteina
formada, o que explicaria a menor quantidade de proteina detectada. Este modelo apresenta
discretas alteracGes histopatoldgicas e pouco comprometimento muscular quando jovem, que
pode se intensificar com o avango da idade (Bittner et al., 1999).

Um modelo atualmente disponivel para defeitos de glicosilagdo é o camundongo
Large™", portador de uma mutacéo que causa perda de funcdo da glicosil-transferase LARGE.
Estas enzimas tém importante papel na via de glicosilagdo das proteinas da membrana muscular,
responsaveis pela conexdo entre o interior celular e a matriz extracelular. No caso de defeitos de
glicosilacdo todas estas proteinas de membrana ficam instdveis e o musculo apresenta um
quadro distréfico. A mutacdo presente no camundongo Large™" é uma delecdo de trés éxons no
gene da glycosyltransferase-like largel (acetylglucosaminyltransferase-like 1A). O
camundongo homozigoto afetado possui musculos bastante degenerados na analise histolégica e
fendtipo de fraqueza muscular significativa. O comprometimento se estende ao coragao, sistema
nervoso e sistema reprodutivo (Browning et al., 2005).

Outros modelos murinos interessantes sdo os das distrofias musculares congénitas,
relacionados com defeitos em proteinas da ldmina basal. Muitas mutages distintas no gene
codificante da cadeia o2 da laminina 2 (Lama2) foram caracterizadas, algumas das quais levam
a auséncia total da proteina, enquanto outras levam a deficiéncia parcial (Vilquin et al., 1999;
Vilquin et al., 2000). Em ambos os casos, h& presenca de uma distrofia muscular com
comprometimento muscular variando de grave a extremamente severo. Existem inimeras
linhagens de camundongos com mutacfes espontaneas no gene Lamaz2, incluindo os tipos dy/dy
e Lama2®?/J, identificados em 1955 e 1970, respectivamente. O camundongo dy/dy expressa
um polipeptideo de laminina-a2 de tamanho aparentemente normal, porém em quantidade muito
pequena e o animal sofre de uma forma bastante grave de distrofia muscular, com fraqueza
acentuada e reduzido tempo de vida (Guo et al., 2003). A mutacdo neste camundongo ainda nao
foi localizada. No caso do camundongo Lama2®?/J foi possivel detectar que a mutagdo no gene

Lama2 ocorre de tal forma que o splicing acontece de forma anormal, produzindo uma
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laminina-a2 onde falta o dominio VI N-terminal (Xu et al., 1994; Sunada et al., 1995). A
proteina truncada aparece em quantidade substancial no mudsculo esquelético do animal e seu
quadro clinico é menos grave do que no camundongo dy/dy (Guo et al., 2003), embora sua
expectativa de vida e marcha ndo se comparem as de um camundongo normal. Pelo fato de
apresentar um fendtipo diferencial e grave estes camundongos sdo bastante importantes no
estudo do sucesso de terapias diversificadas, ja que um aumento na expectativa de vida, por
exemplo, pode constituir um resultado significativo. Alguns dos modelos estdo exemplificados

na figura abaixo.

Disferlina
(Disteriina)

Figura 8: Esquema das diversas proteinas musculares e modelos animais disponiveis, mostrando a
variedade de possiveis genes e fenétipos relacionados. Modificado de (Dubowitz, Sewry e Lane, 2007).

c. Células-satélite e distrofias musculares

i. Marcadores e subpopulagdes

As células-satélite vém sendo muito estudadas em diferentes pesquisas, especialmente
com 0 objetivo de aumentar a compreensdo do mecanismo de acdo destas células na
regeneragdo muscular e as implicagdes que alteracdes nesta populacdo celular podem ter nas
diferentes miopatias.

O controle da proliferacdo e diferenciacdo das células-satélite sempre foi alvo de
investigacdo, especialmente porque a elucidagdo do mecanismo de agdo destas vias pode levar a
possiveis alvos terapéuticos que estimulem a regeneracdo muscular. Apesar dos esforcos, estes
mecanismos envolvidos ainda ndo estdo totalmente elucidados. Neste sentido, diversos trabalhos
buscam marcadores especificos de células-satélite quiescentes e/ou ativas para isolar esta
populacdo e manté-la em cultura a fim de realizar estudos diversos (Kallestad e Mcloon, 2010;
Tajika et al., 2010; Yajima et al., 2010).
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No trabalho de Yajima e colaboradores (2010), os autores utilizam a andlise de
expressao génica de genoma total (genome-wide gene expression analysis) para a identificacdo
de marcadores especificos de células-satélite quiescentes e/ou ativas. Nesta pesquisa,
conseguiram identificar o envolvimento do receptor de calcitonina na ativacdo das células-
satélite e da familia génica Six na regulacdo da proliferagdo e diferenciacdo destas células. Os
genes desta familia sdo importantes na formacgdo de diversos drgdos no desenvolvimento
embrionario e expressos no somito e mioblastos em processo de migragdo. Nas células-satélite,
a proteina SIX5 inibe a proliferacdo e quando seus niveis sdo reduzidos por RNA de
interferéncia as células voltam a proliferar. SIX1 e SIX4, por sua vez, possuem um papel
importante no estimulo & diferenciacdo celular pela ativagdo da miogenina. Os autores propdem
gue o maior entendimento da familia Six pode levar a alvos importantes no controle da
populacdo de células-satélite.

Um grupo de Minnesota aborda a heterogeneidade das populacdes de células isoladas do
musculo, especialmente no que se refere a marcadores de membrana que tornem possivel o
isolamento direto das células de interesse (Kallestad e Mcloon, 2010). Uma das abordagens de
separacdo de subpopulactes amplamente utilizada usa o corante Hoechst 33342, que separa as
células em dois grupos: uma populagdo principal, que retém o corante, e uma populacdo lateral
(ou side population), que elimina o corante (Goodell et al., 1996) e é descrita como multipotente
(Asakura e Rudnicki, 2002). O objetivo do estudo foi de determinar a identidade de
subpopulacgdes celulares dentro dos grupos de populagdo principal e populacdo lateral derivadas
de masculo esquelético imediatamente ap6s serem separadas com o auxilio do Hoechst. As
células retiradas de diferentes musculos (tibial anterior e musculos extraoculares) e espécies
(coelho, camundongo) foram fixadas, marcadas com diversos marcadores de células
multipotentes ou musculares e analisadas com auxilio de citometria de fluxo. Os autores
utilizaram Sca-1 e CD34 como marcadores de multipoténcia, Pax-7 ou M-caderina aliados a
CD34 para determinar o comprometimento com a linhagem muscular e CD45 e Sca-l para
determinar o potencial hematopoiético das células. Os autores concluiram que existem grandes
diferencas entre as amostras que testaram na quantidade de células-satélite obtidas tanto nos
diferentes tecidos quanto nas diferentes espécies. Concluiram também que o uso do Hoechst ndo
enriquece nenhuma subpopulacdo especifica derivada do mdsculo, ou seja, este método de
separacao ndo pode ser usado para predizer o comportamento das células isoladas. Os autores
ainda estdo fazendo estudos para definir um painel de marcadores exibido por diferentes
subpopulagdes, que podera ser usado para selecionar com maior precisdo as células de interesse.

Outro trabalho conclui que a side population (SP) isolada do tecido muscular possui sim
uma funcdo bioldgica importante (Penton et al., 2013). Como ja vimos, esta populacdo de
células também é residente no tecido muscular, porém em muito menor quantidade do que as

células-satélite. Estudos revelaram que as células SP podem participar da regeneragdo muscular
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dando origem a células-satélite, repovoando o seu nicho, inclusive com potencial para
regeneracdo muscular a longo prazo. Estas células sdo isoladas por FACS baseado em sua
capacidade de eliminar o corante Hoechst 33342. Porém estas células também formam uma
populagdo heterogénea no que diz respeito aos marcadores que expressam. A subpopulacéo
mais abundante (~80%) é a que relaciona as células SP com vasos e que portanto expressa 0
marcador endotelial CD31. Outra subpopulacéo (2%-10%) é derivada de linhagens sanguineas e
expressa CD45. Finalmente, a atividade miogénica das células SP provém de uma terceira
subpopulacdo (~5%), que ndo expressa CD31 ou CD45, mas pode expressar 0 marcador de
célula-satélite Pax7. Os autores do trabalho mostram que estas células SP negativas para CD45
e CD31 sao positivas nao s6 para Pax7 mas também para Scal e PDGFRa e que embora
possuam uma grande capacidade de se diferenciar em células-satélite e miotubos em seu estado
selvagem, quando sofrem lesdo por cardiotoxina ou quando sdo provenientes de animais
distroficos, falham no processo miogénico. Ao invés disso, estas células se expandem
rapidamente e dao origem a progenitores de fibroblastos ou adipdcitos, prosseguindo nestas vias
de diferenciagdo. Desta forma, os autores concluem que o dano muscular modifica as vias com
as quais as células se comprometem, o que sugere um papel para as células SP na fibrose e
substituicdo de tecido muscular por tecido adiposo e conjuntivo observada nas distrofias
musculares.

Ainda abordando a composicdo das subpopulagbes celulares residentes no musculo,
outro trabalho comparou células-satélite isoladas de cdes GRMD com células-satélite isoladas
de cdes normais, quanto a variados parametros como identidade (expressdo de Pax7),
proliferacdo, diferenciacéo e estudo de motilidade celular (Berg et al., 2011). O isolamento foi
realizado pela utilizacdo de citometria de fluxo associada a cell-sorting usando anticorpo contra
a molécula de superficie syndecan-4. Ndo foi possivel identificar diferencas entre as populactes
isoladas. Este trabalho reforca a necessidade de mais marcadores para a correta identificagéo e
isolamento das diferentes subpopulagdes celulares.

Scott e colaboradores (Scott et al., 2013) conseguiram um avanc¢o no isolamento de
células-satélite humanas através de marcadores de superficie utilizados em citometria de fluxo.
O grupo conseguiu isolar uma grande quantidade de células provenientes de tecido humano
retirado apds a morte do individuo. Estas células, selecionadas por serem positivas para CD56,
foram entdo induzidas & diferenciacdo e analisadas quanto aos fatores miogénicos que
expressavam, atraves da quantificacdo da expressdo destes genes por PCR em tempo real. O
interessante deste trabalho é a possibilidade de se retirar estas células em larga escala,
especialmente para se estudar a miogénese, tanto em individuos normais quanto em individuos
afetados, por exemplo, por distrofias musculares. As técnicas atuais, que se utilizam de bidpsias
para a realizacdo destes estudos limitam os procedimentos realizados pelo tamanho reduzido do

tecido retirado, o que também leva a um namero limitado de células derivadas da bidpsia.
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ii. Divisao celular assimétrica

Um grupo canadense conseguiu comprovar a idéia de divisdo celular assimétrica
atribuida a estas células, utilizando animais geneticamente modificados onde a expressao de
fatores miogénicos poderia ser rastreada por presenca de f-Gal (Kuang et al., 2007). O grupo
identificou um subgrupo de células-satélite que preferencialmente realiza a divisdao celular de
forma a repor o pool celular, enquanto que outra subpopulacdo estd mais comprometida com a
diferenciagdo e reparo das fibras, sendo progenitores comprometidos. Assim, 0s pesquisadores
concluiram que a populagdo de células-satélite na realidade é heterogénea e a divisdo
assimétrica é responsavel por manter a auto-renovacdo e comprometimento das células que se

dividem.

iii. Potencial regenerativo

Outro trabalho interessante avaliou o potencial regenerativo das células-satélite em
pacientes com distrofia muscular de Duchenne (DMD) nos diversos estagios da doenca
(Kottlors e Kirschner, 2010). A quantidade de nicleos destas células foi medida e a expressao
de marcadores de diferenciacdo nos pacientes foi testada. Os resultados indicaram que a
quantidade de células-satélite nos pacientes com DMD ¢é elevada em relacdo aos controles,
mesmo nos estagios mais avancados da doenga, sugerindo que a exaustdo destas células ndo é a
causa primaria da falha na regeneracdo, sendo a diferenciacdo deficiente a provavel causa do
aparecimento e piora dos sintomas. Este trabalho reforca a idéia de que é possivel que a falha na
regeneracao esteja envolvida com outras vias que ndo apenas a proliferagdo e diferenciacao,
tornando o estudo do perfil de expressdo destas células ainda mais interessante.

QOutro trabalho relaciona DMD e envelhecimento muscular, tentando encontrar 0s
pontos em comum entre estas duas condigdes (Baron, Magot, et al., 2011). O grupo divide a
pesquisa em duas etapas: uma laboratorial, onde s&o realizados microarrays de amostras de
DMD e individuos idosos. Em seguida, s&o realizados estudos de validacdo através da meta-
andlise de bancos de dados publicos. O estudo encontrou genes envolvidos em fungdo
mitocondrial e sintese proteica com expressdo reduzida tanto na DMD quanto no
envelhecimento. Assim, a disfuncdo mitocondrial pode ter um papel fundamental na
degeneracdo das fibras, pela ativacdo de cascatas nas duas condigfes. Essa reducdo na expressao
pode indicar uma “crise metabolica”, como reflexo pelo declinio crénico na fungdo e
homeostase muscular. Por outro lado, 0s genes super-expressos nas duas condi¢des pertencem a
familia de proteinas relacionadas a adesdo celular e matriz extracelular, além daqueles

codificando para componentes de resposta imune.
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iv. Estudos do perfil de expressao

Alguns trabalhos recentes trazem novidades no que se refere & anélise de dados de
microarray de expressdo. A comparacdo da expressdo génica de tecidos normais com tecidos
distroficos tem sido utilizada no estudo da patogénese de cada doenca e na busca de alvos para
drogas e biomarcadores da progressdo da doenca e do prognostico dos tratamentos. Kotelnikova
e colaboradores (Kotelnikova et al., 2012) desenvolveram uma nova abordagem para a analise
dos dados de expressdo génica que busca identificar quais os reguladores que podem estar
envolvidos na expressdo diferencial. Usando uma rede de regulacdo de expressdo génica
derivada de literatura como fonte de anotagdo funcional de proteinas os autores conseguem
identificar os fatores de transcri¢cdo e/ou proteinas responsaveis pelas diferengas na expressao.
Mesmo que estes fatores de transcricdo ndo estejam com a expressdo alterada é possivel
identifica-los, isto é, localizar o membro upstream da cascata de sinalizacdo envolvida. Os
autores aplicaram esta nova abordagem no estudo da distrofia muscular de Duchenne (DMD)
utilizando bancos de dados publicos e conseguiram identificar um painel de potenciais
reguladores e biomarcadores de progressdo e severidade, alguns ja bem estabelecidos (vias de
NFKB, TGFB, IFNG) e outros novos (ZEB1, RUNX1). O algoritmo utilizado para a
identificacdo destes genes é proprietario, ou seja, parte integrante do software Pathway Studio,
da empresa Ariadne Genomics.

Outro trabalho também desenvolve ferramentas importantes para a meta-analise de
dados de microarray especificos de muasculo (Baron, Dubois, et al.,, 2011). Baron e
colaboradores criaram um banco de dados que agrega todos os estudos publicos relacionados a
musculo presentes no GEO (Gene Expression Omnibus), que foram organizados em grupos de
genes co-expressos. O usuario pode navegar nos dados ou entdo comparar sua prépria lista de
genes com as listas do sistema criado, chamado de MADMuscle. A ferramenta est& disponivel
na internet gratuitamente (http://cardioserve.nantes.inserm.fr/madtools/home/). Este banco de
dados também agrega dados relacionados com varias condicdes fisioldgicas, variando de normal
a patoldgica (inclusive nas distrofias musculares como DMD).

Outra ferramenta desenvolvida alinha os perfis de expresséo das amostras de teste com
aquelas contidas nos bancos de dados publicos (Kilpinen, Ojala e Kallioniemi, 2011). Esta
ferramenta mostra-se bastante robusta, sendo capaz de identificar corretamente o tecido de
origem de uma determinada populacdo celular. Seu ponto fraco, no entanto, é o fato de
necessitar de um computador poderoso para fazer as andlises. Quando aplicado a um grupo
DMD em comparagdo a controles normais, o programa foi capaz de identificar mudancas de
expressao no transcriptoma, que sao criticas e causativas da doenca, além de identificar alguns

genes novos.
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Uma importante conclusdo que devemos ter ao analisar todos os artigos recém
publicados envolvendo estudos de microarray em distrofias é a necessidade da meta-analise.
Atualmente é de extrema importancia o cruzamento dos dados obtidos no laboratorio com 0s
resultados de andlises em bancos de dados publicos. A meta-anélise pode inclusive validar
resultados obtidos com pequeno nimero de amostras, embora ndo exclua a validacdo da
expressao diferencial de alguns genes por real-time PCR.

Outro fato importante a se notar é o constante desenvolvimento de ferramentas para a
analise dos dados. A maior dificuldade é sair da lista de genes para o real significado biolégico
das alteracOes observadas nos estudos de microarray. Além disso, é fundamental conectar os
genes alterados em vias de sinalizagdo e bioguimicas, para o melhor entendimento das cascatas

e sua relacdo com as doencas estudadas.
v. Avaliagdo da expressdo génica nos animais distroficos

Em meu trabalho de mestrado, analisamos a expressdo génica de genes envolvidos na
via miogénica (Myod, Myf5, miogenina) e relacionados a degeneracdo (pré-colageno e Tgfbl)
nos modelos Dmd™, Large™?, Lama2¥?/J e SJL/J, além do controle normal C57Black
(Onofre-Oliveira et al., 2009).

A anélise da gene Tgfbl mostrou que, com excecdo da linhagem Large™?, sua
expressao nos animais distréficos foi significativamente maior que nos controles, como ja foi
descrito para o modelo Dmd™™ (Li, Mcfarland e Velleman, 2008; Yablonka-Reuveni et al.,
2008). J& a expressdo do gene Pcol se mostrou significativamente elevada somente nos modelos
Dmd™ e SJL/J, que sdo animais mais brandamente afetados. O modelo Large™" apresentou
valores positivos, porém nao estatisticamente significantes. J& o grupo dos camundongos
Lama2®?/J apresentou uma reducdo nos niveis de expressdo de PCOL, apesar do padrdo de
degeneracdo intenso observado na anélise histoldgica.

Complementando estas observac@es, a quantificacdo do colédgeno pela coloracdo de
picro-sirius mostrou maior quantidade de tecido conjuntivo nos animais mais afetados Large™"
e Lama2®?3/J e menor infiltragdo nos animais com distrofias mais benignas SJL/J e Dmd™®
Estes resultados reforcam a hipdtese de que aos 2 meses de idade o processo degenerativo nos
animais com distrofias mais graves ja esta em fase mais avancada, com maior perda muscular e
substituicdo das fibras degeneradas por tecido conjuntivo.

Esta relagéo inversa de expresséo de genes da cascata de degeneragdo com o grau de
afeccdo do musculo também foi observada quando comparamos 2 muisculos diferentes do
camundongo Dmd™. O misculo gastrocnémio mostrou alta expressdo dos genes Tgfbl e Pcol
engquanto o diafragma apresentou uma reducdo na expressdo destes dois genes. Como no

Dmd™ o padrdo de degeneracdo do msculo diafragma é muito maior do que o do
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gastrocnémio (Ghedini et al., 2008), este resultado corrobora a hipétese de que os genes da
cascata de degeneracdo sdo mais expressos nos estagios iniciais do processo ou nos musculos
mais preservados.

Em conjunto, estes resultados sugerem que enquanto o gene Tgfbl é ativado pelo
processo distrofico em qualquer grau de degeneracdo, a ativacdo da expressao do gene Pcol
ocorre nos estagios iniciais deste processo. Assim, na via de degeneragdo, os animais distroficos
exibem um aumento de expressdo de TGF-B1, citocina que sinaliza para a substitui¢do tecidual
e ativacdo da cascata inflamatoria (Gosselin et al., 2004), que induz a expressao de Pcol (Li et
al., 2004).

A anélise dos genes da cascata de regeneracdo mostrou grande variabilidade nos niveis
de expressdo dos diferentes modelos murinos. Considerando-se que estes genes sdo expressos
pelas células-satélite do musculo, responsaveis pela regeneragdo deste tecido, o perfil de
expressao observado pode refletir como estas células estdo atuando nos respectivos musculos
degenerados (Wagers e Conboy, 2005; Yablonka-Reuveni et al., 2008). Alta expressdo dos
genes MyoD e Myf5 refletem o comprometimento e proliferacdo das células-satélite, quando
ativadas para iniciar o processo de regeneracdo. A miogenina é um importante indutor de
diferenciagdo muscular, levando a fusdo de mioblastos para a formacdo de miotubos
diferenciados.

De um modo geral, a expressdo de miogenina detectada nos modelos murinos Dmd™,
Lama2®3/J e Large™ foi compativel com a presenca de grupos de pequenas fibras com
caracteristicas regenerativas, observadas na analise histoldgica nestes modelos.

Os valores baixos de expressdo de MyoD e Myf5 observados nos animais SJL/J sugerem
que as células-satélite presentes nestes musculos estdo quiescentes. A falta de expressdo da
miogenina confirma este resultado, pois ndo houve estimulo para a diferenciagdo destas células.
Este resultado é compativel com o padrdo histopatol6gico observado neste modelo, onde o
masculo é muito preservado, sem evidéncias significativas de degeneragdo e consequente
ativacdo da regeneracao.

d™™* e Lama2®%%/J observamos aumento na expressdo dos genes

J& nos animais Dm
MyoD e Myf5, refletindo a ativacdo das células-satélite para a sua proliferacdo. Também foi
observado aumento na expressdo da miogenina, compativel com o estimulo para a diferenciagdo
destas células. Nestes dois modelos, portanto, o0 processo degenerativo levou, de forma
esperada, ao estimulo da cascata regenerativa.

Uma regeneracdo muito ativa ja é bem descrita no modelo Dmd™. O musculo destes
animais exibe ap6s a 3% ou 4% semana de vida uma elevacdo muito grande no nimero de fibras
centronucleadas, que sdo consideradas fibras recém regeneradas (Dimario, Uzman e Strohman,
1991). Os nossos resultados no modelo Lama2®%/J mostram que este padréo de degeneracio

seguida por um processo de regeneracdo também ocorre neste camundongo.
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No camundongo Large™?, que apresenta um padréo histopatolégico muito semelhante
ao camundongo Lama2%%/J, observamos uma baixa expressio dos genes MyoD e Myf5,
sugerindo baixa atividade proliferativa das células-satélite nestes animais (Yablonka-Reuveni et
al., 2008). Se os estimulos promovidos pelas fibras em degeneracdo atuam de forma similar na
ativacdo da regeneracdo nos diferentes modelos distréficos, os resultados observados no modelo
Large™" podem sugerir uma falha na ativacio e/ou capacidade de proliferacdo destas células
neste modelo murino com defeito de glicosilagdo. De fato, estudos realizados em camundongo
nocaute condicional para a expressao da proteina a-distroglicana (a-DG) mostraram que quando
este gene € silenciado leva ao surgimento de um processo degenerativo muscular decorrente da
deficiéncia desta proteina. Entretanto, curiosamente, estes musculos foram regenerados de
forma muito répida e eficaz, o que levou a uma anélise mais detalhada das células-satélite destes
animais. Verificou-se que a proteina o-DG se manteve funcional e, com isso, estas células
mantiveram boa capacidade proliferativa e regenerativa, reparando o musculo lesionado. Estes
resultados levaram os autores a sugestdo de que um mecanismo de glicosilacdo da o-DG
funcional constitui importante requisito para o bom funcionamento e renovagdo das células-
satelite (Cohn et al., 2002).

O balancgo entre a capacidade degenerativa e regenerativa do masculo constitui ponto
importante do processo distréfico onde as células-satélite desempenham um papel fundamental.
Nossos resultados sugerem que ha diferencas na expressao dos genes da via de degeneracdo
dependendo do grau de afec¢do do musculo, pois o gene Tgfbl foi expresso no musculo
distréfico independentemente do grau de comprometimento do tecido, enquanto o gene Pcol
parece ser ativado nos estagios iniciais deste processo. A cascata de degeneracdo de cada via
patofisioldgica atuou de forma diversa na ativacao da regeneracao, com diferencas na inducao
da proliferacdo das células-satélite, mas sem alteragdes no estimulo a diferenciacdo. Defeitos em
proteinas do complexo distrofina-glicoproteinas associadas (DGC) poderiam, portanto, levar
também a alteragdes especificas na capacidade de proliferacdo destas células, o que poderia
resultar no processo de regeneracdo deficiente nos modelos envolvidos. Assim, a disfuncéo na
populacdo de células-satélite pode representar um mecanismo importante na patogénese da

distrofia muscular (Onofre-Oliveira et al., 2009).
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Objetivos

Considerando as diferencas observadas nos modelos murinos estudados, quanto a
inducéo da proliferagdo das células-satélite, mas sem alteragcBes no estimulo a diferenciagéo,
sugerimos gue a cascata de degeneracdo de cada via patofisiolégica pode atuar de forma diversa
na ativacdo da regeneracdo (Onofre-Oliveira et al., 2012). E importante, portanto, que se
conheca melhor o perfil e a atuacdo das células-satélite no musculo dos diferentes modelos
murinos distroficos.

4 e Lama2®¥/J possuem padrdo de degeneragdo

Visto que os camundongos Large™
bastante semelhante, mas com diferencas no padrdo de regeneracdo, estes modelos tornam-se
interessantes para estudarmos as possiveis diferencas nos mecanismos de ativagao e atuagéo das
células-satélite no masculo distrofico.

Assim, os objetivos especificos deste projeto consistem em comparar os modelos
Large™® e Lama2®3/J através de:

e Isolamento e caracterizacdo por citometria de fluxo de suas
populacdes de células-satélite quanto a expressao de marcadores
de miogénese e de células-tronco pluripotentes.

e Estudo do perfil de expressdo génica destas células através de

microarray de expressao.
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Materiais e Métodos

1. Camundongos

Todos os animais foram mantidos em gaiolas com agua e comida a vontade, em salas
com temperatura e iluminacdo controlada até 0 momento do sacrificio, realizado por exposicao
a CO2. Os experimentos aqui descritos foram aprovados pela comissao de ética do Instituto de
Biociéncias, conforme documento anexo.

Os animais destinados aos cruzamentos foram mantidos em gaiolas apropriadas, na
proporcao de duas fémeas para cada macho.

Para a obtencédo do tecido animal, os diversos camundongos foram eutanasiados através

de exposigdo ao CO,, e 0s musculos gastrocnémio e quadriceps foram dissecados.

a. Linhagens utilizadas

Foram utilizadas as linhagens de camundongos B6.WK- Lama2®3/J (Meier e Southard,
1970), Large™ (Grewal e Hewitt, 2002) e C57Black6 (camundongo normal).

Os camundongos Lama2®?/J (000524) e Large™"J (000226) foram importados do
laboratério Jackson (www.jaxmice.org). Os animais C57Black6é ja eram criados em nosso
centro. Todos os camundongos sdo atualmente mantidos em nosso proprio biotério e nos

biotérios do IPEN e da Faculdade de Veterinaria da USP (departamento de Patologia).

b. Genotipagem dos camundongos

Os camundongos tiveram seu DNA da cauda extraido através da incubacdo overnight
com solucdo de extracdo (100mM Tris HCI, pH 8,5; 5mM EDTA; 0,2% SDS; 200mM NaCl) e
proteinase K (10mg/mL), ap6s serem identificados por marcagdes nas orelhas. O DNA extraido
é entdo purificado pela adicdo de isopropanol.

No caso da linhagem Lama2®?/J, o DNA extraido foi submetido a um PCR que
amplifica um fragmento de 170pb, contendo a regido com a mutacdo. Nesta linhagem a mutacao
cria um sitio de restricdo para a enzima NDEL, portanto apés a amplificacdo por PCR o0s
fragmentos foram digeridos e aplicados em gel de acrilamida para sua visualizacdo. Podem
surgir fragmentos ndo digeridos, que se referem ao alelo normal ou dois fragmentos menores, ja
que o alelo mutado é cortado em dois pela enzima.

myd

Os camundongos Large™" sdo genotipados através de um PCR utilizando-se de dois

pares de primers, um que amplifica um fragmento do alelo normal e outro que amplifica um
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fragmento do alelo mutado. Da mesma forma, apds a reagdo, aplica-se o produto amplificado
em gel de agarose, que pode revelar um fragmento menor, referente ao alelo normal ou um
fragmento maior, referente ao alelo portando a delecdo. Esta divergéncia (alelo com delecéo ser
maior) deve-se ao desenho dos primers e seus produtos amplificados.

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados nas genotipagens das linhagens distréficas murinas utilizadas.

A Tamanho do
Nome Sequéncia
produto

Lama2¥?/J F 5-TTG CTT CGA ATG CACTCAT-3 1700b
Lama2®¥/J R 5-CTT TGA ACT TAATGC AAT TTAGCC -3’ P

Large™ WT F 5-GGC CGT GTT CCATAAGTT CAA-3 1620b
Large™WT R 5-GGC ATACGCCTCTGT GAAAAC-3 P
Large™MUT F 5- ATC TCA GCT CCA AAG GGT GAAG -3 4910b
Large™MUT R 5- GCC AAT GTA AAATGA GGG GAAA -3 P

2. Cultura de células

Todo o material retirado dos animais foi coletado em DPBS (Gibco-Invitrogen) estéril
suplementado com 4% de penicilina-estreptomicina (Gibco-Invitrogen). Os musculos foram
entdo levados para ambiente estéril em fluxo laminar onde foram lavados duas vezes em DPBS
com 4% de penicilina-estreptomicina e os tecidos conjuntivo, adiposo e vasos mais aparentes
foram retirados com material cirargico estéril. Ap6s este primeiro processamento, os musculos
podem passar por diferentes protocolos de isolamento das células-satélite.

Todas as células foram cultivadas em frascos de cultura ou placas de petri estéreis
contendo meio de cultura Dulbecco modified Eagle medium — DMEM, ou Dulbecco's Modified
Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12 (DMEM / F-12) com 4 mM de L-Glutamina, ajustado
para conter 1.5g/L de bicarbonato de sédio, 4.5g/L de glicose e 1.0mM de piruvato de sédio. A
este meio adicionamos também os antibi6ticos penicilina e estreptomicina a 1% e aminoacidos
ndo essenciais (NEAA - Invitrogen) 1X. Todo o material utilizado foi esterilizado por
autoclavagem, por filtragem em filtros de poro 0,22uM ou por irradiagdo e as células foram
mantidas em estufa imida a 37°C com 5% de COs..

As celulas foram observadas a cada dois dias em sua fase proliferativa. Nesta fase,
quando observado que o frasco possuia aproximadamente 60-70% de confluéncia as células
eram descoladas do frasco com tripsina por 5 minutos (TripLExpress - Invitrogen), divididas em
novos frascos e mantidas com meio de cultura fresco. Quando ndo havia confluéncia o meio de
cultura apenas era trocado.

Uma parte destas células foi congelada em soro fetal bovino com 10% de DMSO e
mantida em nitrogénio liquido.

Testamos dois diferentes protocolos para avaliar a eficiéncia da separacdo das células.
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a. Método do explante

Neste método (Rando e Blau, 1994), utilizado rotineiramente em nosso laboratério, as
células-satélite foram isoladas a partir de sua habilidade de migrar do tecido muscular para a
superficie da garrafa de cultura. Os musculos limpos foram picotados com bisturi até atingir
pedacos de nfo mais que 1mm?. Cada pequeno pedaco de musculo foi colocado em garrafas de
cultura celular preparadas anteriormente com uma fina pelicula de soro fetal bovino para que o
musculo permanecesse aderido a garrafa. Apos dois dias as garrafas contendo os fragmentos
musculares foram preenchidas com 5mL de meio de cultura DMEM (LGC) suplementado com
1% de penicilina-estreptomicina, 1% L-Glutamina (Sigma — 200mM), 1% de Non-Essential
Amino Acids (NEAA-Gibco-Invitrogen) e 20% de soro fetal bovino (Gibco-Invitrogen). Apos
trés dias do inicio da migracdo das células do fragmento para a superficie da garrafa de cultura
as células foram tripsinizadas (TriPLE Express, Invitrogen) e plaqueadas em outra garrafa
contendo meio de cultura suplementado. As células foram mantidas em concentragéo abaixo da

confluéncia para evitar a diferenciagdo induzida por contato.

b. Meétodo da digestao

Outro teste realizado foi o do isolamento através de digestdo e posterior pre-plating para
purificacdo das células através de seus diferentes tempos de adesdo (Li, Pan e Huard, 2010). Na
técnica de digestdo, as garrafas de cultura foram preparadas 24 horas antes dos procedimentos
com Matrigel (BD) diluido 1:500 em 5mL de DMEM sem soro ou antibiético. Os musculos
limpos foram picotados grosseiramente com bisturi estéril até os pedagos ndo excederem 1mm?®.
Em seguida o material foi colocado em uma solucéo estéril contendo 15mL de meio DMEM,
0,039 de colagenase tipo Il (Sigma) e 4% de penicilina-estreptomicina. Os fragmentos foram
incubados a 37°C, 80RPM, durante 30 minutos. O produto da digestdo foi entdo centrifugado
(300g, 4°C, 10 min) e colocado em uma segunda solucdo, contendo 15mL de meio DMEM,
0,04g de colagenase tipo Il, 2mL de tripsina, 2mL de DNAse (Sigma — 1mg/mL) 1% de
penicilina-estreptomicina. O material foi incubado nesta solugdo por 20 minutos a 37°C,
80RPM. Foram entdo adicionados 15mL de meio DMEM suplementado (1% de penicilina-
estreptomicina, 1% L-Glutamina, 1% NEAA, 20% de soro fetal bovino) e o material foi
centrifugado & 300g, 4°C, 10 minutos. O sobrenadante foi entdo desprezado e todo o material
sedimentado foi ressuspendido em meio DMEM suplementado. Ap6s uma nova centrifugacao

(300g, 4°C, 5 min) o material foi ressuspendido novamente em DMEM suplementado e as
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células foram dissociadas das fibras mecanicamente, passando o material diversas vezes de
maneira gentil em uma pipeta pasteur descartavel.

Nesta etapa é possivel purificar o produto da digestdo passando todo o material por um
filtro de 100 ou 60uM (Steriflip — Millipore) ou esperando por alguns minutos o material maior,
ndo digerido, decantar no fundo do tubo de centrifugacéo. Nesta etapa € realizado o pre-plating.

As células foram mantidas em concentragdo abaixo da confluéncia para evitar a

diferenciagdo induzida por contato.

i. Técnica de pre-plating

Para a purificagdo da linhagem celular obtida através de pre-plating o sobrenadante
obtido na técnica de digestdo foi passado para uma garrafa de cultura com Matrigel denominada
PP1 (pre-plating 1), que ficou na estufa durante 24 horas. Apoés este periodo, o sobrenadante foi
colocado em uma nova garrafa (PP2) e a garrafa anterior foi preenchida com DMEM
suplementado. ApoOs esta primeira passagem, o sobrenadante foi removido para uma nova

garrafa contendo Matrigel a cada 24 horas, até o pre-plating desejado.

C. Método da fibra Unica

Para o isolamento das células-satélite ainda quiescentes, testamos o protocolo de
isolamento de fibra Unica (Rosenblatt et al., 1995). Nesta técnica os musculos limpos foram
cortados no sentido das fibras musculares e colocados em solucéo estéril contendo 15mL de
meio DMEM, 0,03g de colagenase tipo Il (Sigma) e 4% de penicilina-estreptomicina a 37°C,
80RPM, durante uma hora e meia a duas horas. Fragmentos pequenos de fibras foram entdo
colocados em placas de petri previamente cobertas com soro fetal bovino, para evitar a adesao
do material, e sob microscopia Optica as fibras isoladas foram separadas com material cirirgico
estéril. Apés a separacdo de algumas fibras intactas, estas foram colocadas em estufa em meio

de cultura suplementado.

d. Cultura de células C2C12

As células C2C12, disponiveis comercialmente e adquiridas do Cell Bank da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, foram cultivadas em meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células foram mantidas em concentracdo

abaixo da confluéncia para evitar a diferenciacéo induzida por contato.
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3. Citometria

Todos os estudos de citometria foram realizados no minimo em duplicatas técnicas e 0s
resultados apresentados sdo a média dos valores de intensidade de fluorescéncia. Nos ensaios
utilizando marcadores miogénicos foram realizados 5 ensaios para cada amostra. Realizamos as
citometrias em amostras provenientes de 2 diferentes individuos de cada uma das populacGes de
células isoladas.

Para a fenotipagem das células com relagdo aos marcadores de membrana que
expressam, realizamos ensaios de citometria de fluxo. Para estes ensaios, e necessario que as
células estejam em suspensdo de células Unicas, isoladas umas das outras. Assim, parte das
células que foram expandidas para os estudos de expressdo génica foi separada, contada,
centrifugada, ressuspensa em um pequeno volume de DPBS e 100uL da suspensdo contendo as
células foram tranferidos para tubos de 1,5mL. O ideal é que as células estejam em uma
concentragéo final proxima a 2x10" céls/mL. A esta suspensdo foram adicionados os anticorpos
marcados com fluorocromos de interesse. As células permanecem incubando com os anticorpos
por 1h a 4°C. S&o entdo lavadas com PBS para finalmente serem aplicadas e lidas em citdmetro
de fluxo.

a. Marcadores utilizados:
i. CD13-PE (BD), CD29-PE (Biolegend), CD31-PE (abcam),
CD44-PE (abcam), CD45-PerCP-Cy5.5 (BD), CD90-PE (abcam),

CD105-PE (Biolegend). Marcadores de células-tronco mesenquimais.

ii. CD29-Alexa700 (Biolegend), CD90-APC-Cy7 (Biolegend),
CD105-PE-Cy7 (Biolegend), CD133-PE (Biolegend), CD44-PE-Cy5
(BD), CD56-APC (abcam), CD73-Alexa647 (Biolegend), Scal-APC
(abcam), CXCR4-Alexa647 (Biolegend). Marcadores relacionados com

celulas-satélite e/ou células com origem muscular.

4. Estudos de expressao génica

a. Extracéo e purificacdo de RNA

A técnica de extracdo de RNA utilizada para posterior analise através de microarray de

expressao é fundamental para o sucesso do experimento. A pureza e qualidade do RNA obtido
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deve ser méaxima para que a quantificagdo da expressdo ocorra de maneira correta e
reprodutivel.

Partindo de garrafas de cultivo celular de 75mm? utilizamos o kit de extragéo
Nucleospin RNA Il (Macherey-Nagel). Com este kit é possivel fazer tanto a extracdo quanto a
purificacdo do RNA total extraido das células.

Uma solu¢do de 350 uL de tampao de lise contendo 3,5ul. de p-mercaptoetanol foi
adicionada as células previamente tripsinizadas. O tampédo possui ions que inativam possiveis
RNAses e cria condi¢des favoraveis a ligacdo do RNA a membrana de silica. Em seguida o
lisado foi filtrado de particulas maiores em filtro mecéanico. Foram adicionados ao liquido
filtrado 350 pL de etanol 70% e entdo o lisado foi passado por uma coluna de silica através de
centrifugacdo (11.000g, 30 seg). O DNA contaminante foi removido pela agdo de uma DNAse
fornecida juntamente com o kit. As lavagens sucessivas removem sais, metabélitos e
macromoléculas. O RNA purificado foi eluido com &gua livre de RNAses.

Utilizando este protocolo foi possivel obter 300ng/puL de RNA total, quantidade mais do
que suficiente para os experimentos de microarray posteriores (sd0 necessarios pelo menos
100ng de RNA).

b. Microarray

O primeiro passo para o processamento do RNA é sua quantificacdo, realizada através
da leitura no espectrofotbmetro Nanodrop. Além disso, 0 RNA extraido é avaliado quanto a
qualidade, medida na razéo obtida ap6s a quantificagdo, onde A260/A280 deve estar entre 1,7 e
2,1. Avaliamos também a integridade do RNA, observando as bandas do RNA ribossdmico em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Devemos conseguir visualizar as bandas 28S
e 18S claramente, sem arrasto, e a banda do 28S deve ser duas vezes mais intensa que a do 18S.

O RNA quantificado é entdo diluido para 250ng de RNA em um volume de 3uL de 4gua
livre de RNAses.

Para a preparacdo das amostras utilizamos o kit WT Expression Kit (Ambion). Este kit
possui dois controles de qualidade. O primeiro, fornecido no kit, € uma amostra de RNA que
deve produzir >20ug de cRNA e >6ug de cDNA de 2° ciclo. Outro controle utilizado é o poly-
A, um conjunto de marcadores que sdo lidos nas laminas. A preparacéo destes controles ¢ feita
antes da primeira reacdo de cDNA.

O RNA previamente diluido é adicionado aos controles poly-A e a primeira fita de

cDNA é preparada, segundo a reacao abaixo:
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Tabela 2: Reacéo de cDNA de primeira fita.

Componente V (ul) Termociclador (tampa aquecida)

RNA 5 1 hora 25°C
1st strand buffer mix 4 1 hora 42°C
1st strand enzyme mix 1 No minimo 2 minutos 4°C
Total Volume 10

Os tubos provenientes desta reacdo devem ser colocados 2 minutos no gelo, para que
resfriem. Em seguida, é sintetizada a 22 fita de cDNA:

Tabela 3: Reacéo de cDNA de segunda fita.

Componente V (ul) Termociclador (tampa aquecida desativada ou aberta)
1st. strand cDNA 10 1 hora 16°C
nuclease-free water 32,5 10 minutos 65°C

2nd strand buffer mix 12,5 No minimo 2 minutos 4°C

2nd strand enzyme mix 5

Total Volume 60

Em seguida passam para a etapa de transcri¢do, que ira sintetizar cRNA:

Tabela 4: Reacdo de cRNA.

Componente V (ul) | Termociclador (tampa aquecida)

2nd strand cDNA 60 16 horas 40°C
IVT buffer mix 24 No minimo 2 minutos 4°C
IVT enzyme mix 6

Total Volume 90

Em seguida as amostras passam por um protocolo de purificacdo, realizado através da
ligacdo das amostras a microesferas metélicas, que sdo depois lavadas e recolhidas com o uso de
uma placa magnética. As amostras sdo eluidas com o uso de 40uL de solugdo de eluicdo
(fornecida no kit) e mantidas no gelo. O cRNA deve ser entdo quantificado novamente no
Nanodrop. Para a reacdo seguinte é necessario 10ug de cRNA em 22uL de agua, ou seja, as
concentragdes devem estar acima de 455ng/uL.

Se as amostras estiverem na concentracdo correta sdo diluidas e adicionamos 2uL de
Random Primers a cada uma delas. S&o entdo colocadas em termociclador com tampa aquecida
por 5 minutos a 70°C, 5 minutos a 25°C e no minimo 2 minutos a 4°C. Em seguida, passamos a

preparacdo do cDNA de 2° ciclo, conforme tabela abaixo:
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Tabela 5: reagdo de cDNA de segundo ciclo.

Componente V (ul) | Termociclador (tampa aquecida)

cRNA + random primers |24 10 minutos 25°C
2nd-cycle buffer mix 8 90 minutos 42°C
2nd-cycle enzyme mix 8 10 minutos 70°C
Total Volume 40 No minimo 2 minutos 4°C

As amostras sdo entdo colocadas novamente em termociclador com tampa aquecida por

10 minutos a 25°C, 90 minutos a 42°C, 10 minutos a 70°C e no minimo 2 minutos a 4°C. Em
seguida passamos a etapa de hidrélise, adicionando 2L de RNAse H a cada uma das amostras,
gue € entdo colocada em termociclador com tampa aquecida por 45 minutos a 37°C, 5 minutos a
95°C e no minimo 2 minutos a 4°C. Este cDNA de segundo ciclo (ss-cDNA) é entdo purificado
seguindo o mesmo protocolo com as microesferas metalicas. Apos a purificagdo as amostras sdo
novamente quantificadas e diluidas a 220ng/pL em um volume de 31,2pL.

As amostras diluidas sdo entdo fragmentadas, segundo a tabela abaixo:

Tabela 6: Reagdo de fragmentacdo de ss-cDNA.

Componente V (ul) | Termociclador (tampa aquecida)

ss-cDNA diluido 31,2 1 hora 37°C
RNAse free water 10 2 minutos 93°C
10x cDNA Frag buffer 4,8 No minimo 2 minutos 4°C
UDG 10U/uL 1

APE 1, 1000U/uL 1

Total Volume 48

45uL desta reacdo sdo transferidos para um novo tubo para o0 prosseguimento do

processamento. O restante é aplicado em gel de agarose 2% para verificacdo da fragmentacao,

gue deve produzir um arrasto entre 40 e 70 nucleotideos.

Apos a verificacdo da qualidade da fragmentacdo as amostras passam para a etapa de

marcagédo do cDNA:

Tabela 7: reagdo de marcagdo do cDNA.

Componente V (ul) Termociclador (tampa aquecida)

Frag ss-cDNA 45 1 hora 37°C
5X TdT Buffer 12 10 minutos 70°C
TdT 2 No minimo 2 minutos 4°C
DNA label Reagent, 5mM 1

Total Volume 60

Nesta etapa 0 cDNA esté pronto para ser hibridado nas laminas de microarray, que sdo

entdo identificadas e equilibradas a temperatura ambiente. As amostras sdo acrescidas de

controles de hibridacéo:
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Tabela 8: reagdo de hibridagao

Componente V (ul) Termociclador (tampa aquecida)

Frag and label DNA target 27 5 minutos 99°C
control oligo B2 (3nM) 1,7 5 minutos 45°C
20x Euk Hybr Controls 5

2X hybridization mix 50

DMSO 7

Nuclease free water 9,3

Total volume 100

Apos esta rapida reacdo, 80uL das amostras sdo aplicados nas ldminas, colocadas entéo
em forno de hibridacdo a 45°C, 60RPM, durante 17+1 horas. No dia seguinte, as laminas sdo
lavadas e marcadas na estacdo fluidica (Affymetrix) e em seguida s&o escaneadas.

Os dados gerados sdo entdo pré-analisados para verificacdo de erros de pipetagem,
hibridacéo e operagdo, partindo-se da avaliacdo dos controles fornecidos no proprio kit (poly-A,

controles de hibridacéo, sinal das sondas, entre outros).

5. Softwares utilizados

Para a pré-analise dos dados utilizamos o software Expression Console (Affymetrix).
Neste software é possivel verificar os controles de qualidade dos microarrays e realizar a
normalizacdo dos dados com o uso do algoritmo RMA (Robust Multi-array Average).

Apbs esta pré-andlise os dados normalizados sdo entdo tratados no MeV
(MultiExperiment Viewer)(Saeed et al., 2003; Saeed et al., 2006) com o uso do algoritmo SAM
(Significance Analysis of Microarrays). Este teste identifica os genes diferencialmente
expressos através de uma analise estatistica derivada do teste t, desenvolvida especificamente
para uso com os dados de microarray. Esta analise usa estatistica ndo-paramétrica, visto que 0s
dados podem ndo seguir uma distribuicdo normal. Neste método, permutacdes repetidas dos
dados sdo usadas para determinar se a expressao de qualquer gene € significante, relacionando-a
a expressdo dos outros genes. O uso das permutacdes evita que sejam assumidas distribuigdes
paramétricas dos genes individualmente, o que representa uma vantagem com relagdo a outros
algoritmos (como ANOVA e Bonferroni), que assumem variancia igual e/ou independéncia dos
genes (Tusher, Tibshirani e Chu, 2001).

Com a lista dos genes diferencialmente expressos selecionados é possivel também
realizar o estudo das provaveis vias relacionadas a eles com o uso do software IPA (Ingenuity®

Systems, www.ingenuity.com).
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As andlises do PCR em tempo real foram feitas no software 7500 Software v2.0.6,
fornecido pela Life Technologies. As analises estatisticas destes experimentos foram realizadas
utilizando o Minitab 16.

6. PCR em tempo real (Real-time PCR - Q-PCR) — Quantificacdo

Relativa

Utilizando das mesmas amostras de RNA que foram extraidas para aplicacdo nos
microarrays, sintetizamos cDNA pelo protocolo da enzima MMLV (Invitrogen), seguindo-se
entdo para o protocolo de Q-PCR conforme descrito em Gosselin, 2004 (Gosselin et al., 2004).
As amostras de cDNA foram aplicadas em triplicata em placa de 96 pogos. A cada amostra foi
adicionado o par de primers do gene de interesse e 0 MasterMix contendo Sybr Green (Applied
Biosystems), num volume total de 25ul.. Cada placa foi corrida no termociclador para Real-

Time 7500 Fast da Applied Biosystems / Life segundo o seguinte programa:

Tabela 9: Programa seguido pelo equipamento de PCR em tempo real.

Perfil de Ciclagem Térmica

Etapa Repeticbes | Temperatura | Tempo

1 1 50.0 °C 2 minutos

2 1 95.0°C 10 minutos
95.0°C 15 segundos

3 40 60.0 °C 1 minuto

Para a quantificacdo relativa, & necessario que seja feita uma curva-padrdo para cada
gene estudado, onde sera calculada a eficiéncia daquela reagdo. Esta curva-padrdo determina o
limiar (threshold), valor arbitrario de sinal de fluorescéncia para que seja possivel a
determinacgdo do Ct (ciclo onde é medida a fluorescéncia em cada reagdo). O limiar deve estar
acima da linha basal de fluorescéncia e suficientemente baixo para estar na regido de
crescimento exponencial da regido de amplificacdo de uma curva de amplificacdo por PCR. O
limiar é a linha cuja interseccdo com a curva de amplificacdo define o Ct para cada reacdo. Para
nossas analises decidimos deixar o programa localizar o melhor limiar em nossa curva padrao, e
este valor foi utilizado nas analises posteriores. O programa busca o valor ideal onde a
eficiéncia de amplificagdo dos primers é proxima a 100%.

O Ct para uma curva de amplificacdo especifica depende de dois fatores: nimero de
copias inicial da amostra (template) e eficiéncia da amplificacdo pelo sistema de PCR. Em
seguida, o programa calcula o ACt, que ¢ a diferenca entre a média das triplicatas do Ct de um

gene alvo e a média das triplicatas do Ct do gene enddgeno:
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AC+ = Cr(amostra) - Cr(controle endégeno)

Em seguida, o programa calcula o AACt, que ¢ a diferenca entre a média dos ACt de
uma amostra alvo com a média dos ACt de uma amostra chamada de calibrador, que sera a
unidade de expresséo:

AACT (eest sampley = Média ACrest sampte) — Média ACrcatibrator sample).

E este valor é utilizado para calcular o valor da expresséo:

Valor de expressdo = 2 4%

O valor final da o nivel de expressdo para cada gene relativo ao nivel de expressdo na
amostra calibradora. O software do equipamento mostra os resultados das quantificacdes
relativas numa escala logaritmica onde cada incremento corresponde a uma diferenca de 10
vezes na expressao génica. Os valores obtidos foram comparados quanto a sua significancia
estatistica com o auxilio do programa Minitab. O teste realizado foi o0 ndo-paramétrico de
Mann-Whitney.

Para a validagdo dos experimentos de microarray, realizamos a quantificacdo relativa da
expressao génica do gene Largemyd nas trés linhagens estudadas, em todos os individuos onde
foi realizado o experimento de microarray. Abaixo estdo as sequéncias dos pares de primer

utilizados para a amplificacéo dos fragmentos dos genes estudados.

Tabela 10: Sequéncia de primers utilizados para validagdo por Q-PCR dos experimentos de microarray de
expressao.

Nome Sequéncia Tamanho do produto
Gapdh F 5-AGGTCGGTGTGAACGGATTTIG-3 123pb

Gapdh R 5-TGT AGACCATGT AGT TGAGGTCA -3

LargeF 5-CACCTGTACTTCCTGCACTACGA -3 108pb

Large R 5-CAGATGGCCTCCAGCATCTG-3

As amostras foram agrupadas conforme sua linhagem e verificamos se os dados obtidos

via Q-PCR estavam concordantes com os dados obtidos nas analises dos microarrays.
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Resultados

1. Extracao de células-satélite

Testamos os diferentes protocolos de extracdo das células-satélite que
obtivemos, inicialmente buscando investigar qual destes protocolos viabilizaria a
produgdo de maior quantidade de células, no menor tempo possivel, sem afetar sua
qualidade. Abaixo, algumas imagens do material resultante dos dois métodos
testados, em diferentes dias apds a implantacdo - ap6s 10 dias, no método do

explante e apds 2 dias, no método da digestéo.

a. Método do explante

= _JF \ :
Figura 9: Células-satélite migrando de fragmentos musculares para a garrafa de cultura ap6s 10 dias.

Aumento: 50x.

b. Método da digestao

Figura 10: Células-satélite isoladas através do método da digestdo. A- Produto da primeira digestdo com
colagenase Il. B- Material ainda em suspensdo apds a solugdo decantar por alguns minutos, composto de restos de
fibras musculares e células-satélite individualizadas. C- Colbnia de células-satélite apds 2 dias da implantacdo do
material. Aumento: 50x.



Conseguimos desta forma isolar células com caracteristicas morfoldgicas de mioblastos
com ambas as metodologias, embora seja possivel notar que com o método da digestdo
conseguimos um maior nimero de células num periodo de tempo menor. Em contrapartida, com
0 método do explante existe uma chance menor de surgirem células contaminantes, ndo
pertencentes a linhagem dos mioblastos, jA& que a técnica se aproveita da caracteristica
migratdria das células-satélite. Optamos por realizar nossos estudos com as células obtidas
através do método da digestao.

Tendo em vista a possibilidade de uma contaminagdo com outros tipos celulares

residentes no masculo, decidimos realizar uma purificacao das culturas através de pre-plating.

i. Pre-plating
Na populagdo de células obtidas pos-digestdo do fragmento muscular, segundo Li e
colaboradores, as diferentes linhagens celulares aderem a placa na seguinte ordem de tempo: nas
primeiras 24h os principais tipos celulares a aderir sdo principalmente miofibroblastos (aderem
rapidamente, nas primeiras 2h), fibroblastos e mioblastos (PP1). Mais lentamente aderem as
células-satélite (PP2 - Figura 11) e por fim as células-tronco derivadas de tecido muscular, apds
PP6; ou seja, apos 6 passagens de 24 horas (Li, Pan e Huard, 2010).

FigurAa li. Células-satélite isoladas através do método da digestdo seguido por pre-plating. Aumento: A-
50x e B-100x.

E possivel identificar pequenas diferencas morfoldgicas nas células isoladas através da
técnica de pre-plating, porém também caracterizamos as diferentes populacGes isoladas através
de citometria de fluxo com marcadores de superficie celular. Utilizamos o PP2 para nossos

ensaios e comparamos com as células isoladas em PP1 e em PP6, como mostraremos abaixo.

C. Método da fibra Gnica
Inicialmente imaginamos também poder trabalhar com as células-satélite quiescentes.

Com as técnicas de extracdo acima, so € possivel a obtencdo de células-satélite ativadas. Para o
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isolamento das células-satélite ainda quiescentes, testamos o protocolo de isolamento de fibra
Unica (Rosenblatt et al., 1995).

Apos a separacdo de algumas fibras intactas, estas foram colocadas em estufa em meio
de cultura suplementado e buscamos através de microscopia Optica algumas fibras com células-

satélite aderidas.

Figura 12: Fragmento de feixe de fibras mostrando na seta provavel célula-satélite, de acordo com sua
localizagdo, intimamente ligada a fibra muscular. Aumento: 100x.

Com a utilizacdo desta técnica foi possivel visualizar células-satélite quiescentes
aderidas as fibras musculares isoladas (Figura 6A e 6B), caracterizadas como tal por sua
localizag&o. Entretanto, ndo foi possivel que estas fibras e as células quiescentes a elas aderidas
se mantivessem vidveis por um periodo de tempo maior que algumas horas em cultura sem
tornarem-se ativas. Além disso, a quantidade de células obtida foi pequena e insuficiente para os

estudos de expressdo mantendo-as quiescentes.

Is d. ‘
Figura 13: Fibras musculares isoladas com células-satélite aderidas. A- microscopia optica com contraste
de fase B- nicleos corados com DAPI. Na seta, uma célula-satélite quiescente. Aumento: 50x.
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2. Caracterizacdo fenotipica e identificagdo de subpopulagdes

Pudemos avaliar as células isoladas através dos métodos acima descritos quanto aos
marcadores de superficie celular relacionados com pluripoténcia (BM-MSC - células tronco
mesenguimais de medula 6ssea) e comprometimento com a via de diferenciacdo muscular
(células C2C12). Pudemos também comparar PP1 e PP2 quanto a estes diferentes marcadores.
As aliquotas das células separadas para esta caracterizagdo sdo marcadas com anticorpos
conjugados a flaoréforos e analisadas em citdmetro de fluxo. Apos a contagem de pelo menos
5000 eventos os resultados sdo apresentados pelo equipamento na forma de gréficos e a

porcentagem de células marcadas € fornecida pelo aparelho.

a. Verificacdo de caracteristicas mesenquimais
Com este painel de marcadores é possivel verificar a presenca de caracteristicas
fenotipicas semelhantes as apresentadas por células mesenquimais:

Tabela 11: Citometria de fluxo de amostras em PP1 e PP2. Nas colunas, as diferentes amostras e nas linhas
os diferentes marcadores. CTRL - Controle ndo marcado. Abaixo, os valores em porcentagem de células positivas
para cada um dos marcadores. A célula BM-MSC é controle do perfil exibido por uma célula sabidamente
mesenquimal.
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CD31 5,32 0,02 6,92
CD44 94,64 40,42 69,36| 52,02 39,28 99,14 98,03
CD45 6,92 16,12 11,_54_| 3,22 5,08 1,44 0,76

Foram feitas as caracterizacBes de 6 linhagens celulares, tanto isoladas em PP1 quanto
em PP2. Consideramos como varia¢do quando os valores encontrados diferiam em mais de

25%; abaixo desta margem, consideramos dois dados como iguais.
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A comparagdo de PP1 com PP2 mostrou, no masculo normal, um aumento de células
CD44+ em PP2 (42%). Ja nas duas linhagens distréficas, o padrdo de marcacao foi similar em
PP1e PP2.

O padrdo de marcagdo dos 3 CDs avaliados nas linhagens BM-MSC, foi compativel
com o esperado para células tronco mesenquimais. Este mesmo padrdo foi encontrado na
linhagem LG, mas n&o no linhagem normal C57Black6 e Lama2%*/J que mostraram marcagéo

mais reduzida para CD44.

b. Verificacdo de caracteristicas relacionadas a miogénese
Além disso, outros marcadores foram selecionados e testamos a homogeneidade das
populacdes isoladas nas diferentes linhagens, além de comparar com o perfil de uma célula

sabidamente muscular - C2C12. O resultado obtido pode ser visto na tabela 12.

Tabela 12: Citometria de fluxo de amostras de C2C12, BM-MSC, PP1 e PP2, de animais C57black®,
Lama2®?/J e Large™". Nas linhas os diferentes marcadores. Os valores d&o a porcentagem de células positivas para
cada um dos marcadores. Os valores sdo a média de 5 experimentos

C2Cl2  BL-PP1  BL-PP2  2J-PPL  2J-PP2  LG-PP1  LG-PP2
CB290N 85,69 49,72 51,83 65,78 39,98 59,98 51,99
Chisa 47,33 36,76 37,72 33,76 27,78 438 31,11
BN 51 39,5 41 63,1 353 54,2 452
G5 21,45 8,6 29,45 12 17,6 178 238
SCATIN 41,95 30,6 36,7 61,8 36,45 43,1 42,95
EXERAN 50,1 408 39,95 56 29 51,9 45,35
GO 41,25 445 416 62 348 495 49
B3N 0,12 1,76 0,08 0 5,32 0,02 6,92
COIEN 7,64 14,18 9,48 9,56 14,88 3,42 11,92
16,12 11,54 322 5,08 144 0,76

A comparagdo de PP1 com PP2 mostrou 0 mesmo padrdo no musculo normal, a excecao
do marcador CD56, que apresentou um aumento de 3X em PP2. Na linhagem Large™", n&o
houve diferencas entre PP1 e PP2. J& na linhagem 2J Lama2%%/J, a populacdo de células em
PP1 mostrou um aumento nos valores de marcacao de 6 marcadores miogénicos: CD29 (40%),
CD73 (40%), SCAL (40%), CXCR4 (48%) e CD44 (44%). Isto pode ser melhor evidenciado
pela figura 14, com a representacdo grafica dos dados da tabela 12.

Comparando com o padrdo observado nas células C2C12, em PP2, todas as linhagens
mostraram um padrdo similar, com excecdo do marcador CD29. J& em PP1, as linhagens
C57Blacké e Large™® comportam-se da mesma forma. A populacdo de células PP1-
Lama2®?/J, por sua vez, ndo se assemelha ao padréo apresentado por C2C12, constituindo de
uma populagéo diferente das outras estudadas.
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Figura 14: Padrdo de expressdo de marcadores de superficie nas populagdes das linhagens celulares
estudadas.

Conforme os dados de literatura (Beauchamp et al., 2000; Helgason e Miller, 2005;
Wagers e Conboy, 2005; Li, Pan e Huard, 2010) que confirmam a contaminagdo por outros
tipos celulares em PP1, optamos por trabalhar apenas com as amostras obtidas em PP2 ou
posteriores.

C. PP6 - Muscle Derived Stem Cells - MDSC

Conforme ja descrevemos anteriormente, se prosseguirmos na técnica de pre-plating por
mais tempo, re-semeando o sobrenadante de garrafa apds cada 24h, ap6s o PP6 teremos isolado
células cuja capacidade de adesdo a garrafa € menor e portanto permanecem um grande tempo
em suspensdo. Estas células isoladas sdo células tronco residentes no musculo, as chamadas
muscle-derived stem cells. Estas células sdo mais indiferenciadas que as células-satélite, sdo
descritas como pluripotentes e auto-renovaveis.

Comparamos o perfil fenotipico apresentado pela populacéo de células-tronco derivadas
de masculo obtida através dos pre-platings com células mesenquimais de medula Gssea de
camundongo, como forma de testar se a técnica de pre-plating estava de fato separando
diferentes populagdes de células, como podemos ver abaixo.
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Tabela 13: Citometria de fluxo de amostras de células-tronco mesenquimais derivadas de medula dssea
(BM-MSC) e células-tronco derivadas de misculo (MDSC), de animais normais eGFP e C57black. Foram realizados
estudos em duas amostras de MDSC (1 e 2). Nas linhas os diferentes marcadores. Nas colunas, cada uma das
amostras. Os valores dao a porcentagem de células positivas para cada um dos marcadores.
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Estes resultados demonstram que a populacdo de células isolada em PP6 possui um
fendtipo muito semelhante ao das células-tronco mesenquimais de medula, com exce¢do do
marcador CD105. Este marcador estd muito mais expresso nas células MDSC do que nas
derivadas da medula 6ssea.

Quando comparadas com os PPs de onde tiveram origem, podemos perceber também

um enriquecimento da populagéo para alguns marcadores, conforme resultados abaixo:
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Black PP1 Black PP2 MDSC
— CD29 49,72 51,83 77,76
e CD90/105 42,64 43,14 69,56
e CD133 36,76 37,72 67
e CD73 39,5 41 67
s CD56 8,6 29,45 10,4
e SCAL 30,6 36,7 66,5
e CD44 44,5 41,6 61,9

Figura 15: Expressdo de marcadores de superficie nas populagdes de células normais estudadas. Na tabela,
valores em porcentagem.

A andlise deste painel de marcadores sugere um aumento da populacdo de células
positivas para os marcadores estudados, a exce¢do do CD56, nos animais C57Black6, ao longo
dos pre-platings.

100

8/\ BM-MSC

C2C12

———BL-PP1
BL-PP2

———BL-PP6

CD29 CD44 CD31 CD45 CD73 56 SCA1  CXCR4

Figura 16: Expresséo de marcadores de superficie na populacéo de células MDSC normais estudadas em
comparacdo aos mioblastos C2C12, células-tronco mesenquimais de medula (BM-MSC), PP1 e PP2 de animais
C57Black.

A andlise comparativa dos marcadores em relagdo as linhagens BM-MSC e C2C12 esta
ilustrada na figura 16. Neste painel podemos visualizar uma maior semelhanca das curvas das
populacdo PP6 e BM-MSC em rela¢do aos marcadores mesenquimais e com a linhagem C2C12,
em relagdo aos marcadores musculares. Estes resultados sugerem que as células PP6 sdo mais
imaturas e precursoras (marcadores de MSC) porém mantém sua determinacdo muscular

(marcadores miogénicos).
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Utilizando dos métodos ja descritos previamente, realizamos a coleta e processamento

das células-satélite ativas dos animais das trés linhagens. Abaixo, tabelas com o destino de todo

3.

Estudo do perfil de expressao génica

a.

Capacidade proliferativa das células isoladas

0 material coletado, por linhagem.

Tabela 14: Amostras - C57Black6

Animais Sexo [PP1 RNA PP2 Array
1 BL1 F OK OK OK
2 BL 2 F NAO PROLIFEROU NAO PROLIFEROU |NAO PROLIFEROU
3 BL 3 F NAO PROLIFEROU NAO PROLIFEROU |NAO PROLIFEROU
4 BL 4 F NAO PROLIFEROU NAO PROLIFEROU |NAO PROLIFEROU
5 BL5 M OK oK oK
6 BL 6 M NAO PROLIFEROU NAO PROLIFEROU |NAO PROLIFEROU
3 BL S M OK oK oK
9 BL9 M NAO PROLIFEROU NAO PROLIFEROU |NAO PROLIFEROU
10 BL 10 M NAO PROLIFEROU NAO PROLIFEROU |NAO PROLIFEROU
11 BL 11 M OK oK oK
12 BL 12 M OK NAO PROLIFEROU |NAO PROLIFEROU
14 BL 14 F OK oK oK
15 BL 15 F OK OK OK
16 BL 16 F OK oK OK
17 BL 17 F OK oK oK
18 BL 18 F OK oK oK
19 BL 19 F OK OK OK
20 BL 20 F OK oK OK’

Foram coletadas amostras de 20 animais da linhagem C57Black6, sendo que 11 foram

processadas e tiveram RNA extraido. Destas 11 que tiveram o RNA extraido foi possivel

realizar o estudo por microarray em todas.

Tabela 15: Amostras — Large™*

Animais Sexo |PP1 RNA PP2 Array
1 |LG21 M OK OK OK
2 |LG24 M OK OK OK
3 [LG25 M OK OK OK
5 |LG27 M OK OK OK
6 |LG28 F OK OK OK
7 LG 55A F OK OK OK
8 |LG56A F OK OK OK
9 |LGT73 F OK OK OK
10 | LG 108 F OK OK OK
11 | LG 109 F OK OK OK
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Foram coletadas amostras de 11 animais da linhagem Large™"

. Esta linhagem é mantida
em heterozigose e isso causa uma maior dificuldade de conseguirmos os animais afetados, visto
que apenas 25% dos animais de cada ninhada séo os animais de interesse. 10 das 11 amostras

foram processadas e destas, foi possivel realizar o estudo por microarray em todas.

Tabela 16: Amostras - Lama2®%?/J

Animais Sexo |PP1 RNA PP2 Array
1 |2339D F NAO PROLIFEROU NAO PROLIFEROU
2 |[2340D F oK OK 0
3 [2341D F NAO PROLIFEROU 0
4 [2J67D F oK OK 0
5 |2J73D F OK oK 0
6 [2375D F oK OK oK
7 |[2376D M oK OK oK
8 |2178D M OK OK OK
9 |2187D M OK oK OK
10 |2J88D M oK OK oK
11 |2389D F oK OK oK
12 [2J90D F OK OK OK

Foram coletadas amostras de 12 animais Lama2®?//J. Esta linhagem também é mantida
em heterozigose, tendo as mesmas dificuldades de obtencdo do que a linhagem Large™". 10 das
12 amostras foram processadas e tiveram seu RNA extraido e destas foi possivel realizar o
microarray em 7. Trés amostras foram que ser descartadas, devido & baixa concentracdo do
RNA ou problemas no processamento deste RNA no protocolo do microarray.

Nas trés linhagens pudemos verificar que as células isoladas possuem capacidade
proliferativa semelhante. Em todos os casos pudemos congelar e expandir as células até a
quantidade necessaria para o processamento e extracdo do RNA utilizado nos experimentos
posteriores. Atribuimos as dificuldades iniciais na proliferacdo das amostras de C57Blacké ao
aperfeicoamento da técnica de extracdo destas células.

Em uma das amostras (2J 40D) a extracdo do RNA foi ineficiente e a concentracdo
obtida foi baixa demais para prosseguirmos com o processamento do RNA para aplicagdo no
microarray. Em duas outras amostras (2J 67D e 73D) o problema foi no préprio processamento
deste RNA.
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b. Extracéo e purificacdo de RNA

O primeiro passo para o processamento do RNA ¢ sua quantificacdo, realizada através
da leitura no espectrofotdbmetro Nanodrop. Abaixo, os valores desta quantificacdo inicial de

todas as amostras processadas.

Tabela 17: Quantificagdo do RNA extraido das células-satélite ativas (PP2)

Amostra ng/uL Amostra ng/uL Amostra ng/uL
BL-1 277,35 2J-40 43,00 LG-21 320,36
BL-5 122,83 2J-67 152,60 LG-24 225,05
BL-8 129,06 2J-75 163,73 LG-25 262,50
BL-11 222,20 2J-76 162,40 LG-27 124,54
BL-14 399,90 2J-78 171,60 LG-28 298,83
BL-15 310,80 2J-87 254.8 LG-55 138,21
BL-16 239,30 2J-88 174,90 LG-56 245,00
BL-17 263,10 2J-89 108,10 LG-73 258,80
BL-18 370,40 2J-90 369,10 LG-108 121,20
BL-19 202,80 LG-109 118,40
BL-20 118,00

Nas amostras acima, verificamos que com excec¢do da amostra 2J-40 a extracdo de RNA
se deu de forma adequada. Também verificamos que a qualidade do RNA estava satisfatoria,
uma vez que a razao Axso/Asg Obtida apds a quantificacdo estava entre 1,7 e 2,1. Avaliamos
também a integridade do RNA através da observacdo de seu comportamento apds aplicacéo e

corrida em gel de agarose, como podemos observar no exemplo abaixo.

PM LG21 LG24 LG25 LG27 LG28

Figura 17: Gel de agarose 2% corado com brometo de etideo mostrando a qualidade do RNA extraido das
células-satélite. E possivel visualizar as bandas correspondentes a0 RNA ribossémico 28S e 18S. PM — peso
molecular.

Como j& comentamos anteriormente, ndo foi possivel prosseguir com o processamento
da amostra 2J-40 devido a sua baixa concentracdo de RNA inicial, provavelmente devido a
alguma falha na extracdo. As amostras com concentragdo adequada passaram pela dilui¢do do
RNA e, em seguida, foram preparadas no kit WT Expression Kit (Ambion), como j& descrito

anteriormente. As amostras de RNA total passam pelas etapas de sintese de cDNA 1?2 fita,
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sintese de cDNA 22 fita, sintese de cCRNA e purificacdo de cRNA. Para prosseguirmos com o
processamento é necessario 10pug de cRNA em 22uL de agua, ou seja, as concentracOes
deveriam estar acima de 455ng/pL.

Tabela 18: Quantificacdo de cRNA

Amostra ng/uL Amostra ng/uL Amostra ng/uL
BL-1 704,48 2J-67 591,50 LG-21 608,56
BL-5 985,45 2J-75 619,40 LG-24 578,85
BL-8 804,76 2J-76 1070,80 | LG-25 611,56
BL-11 608,02 2J-78 668,05 LG-27 709,80
BL-14 682,30 2J-87 638,50 LG-28 726,82
BL-15 851,80 2J-88 928,20 LG-55 955,17
BL-16 1157,20 2J-89 967,10 LG-56 1095,80
BL-17 1107,00 2J-90 895,10 LG-73 469,80
BL-18 777,30 LG-108 471,00
BL-19 1055,00 LG-109 1755,00
BL-20 929,90

Neste ponto, todas as amostras estavam com concentragdo adequada para prosseguir
com o protocolo de processamento de RNA.
Depois das etapas de sintese de cDNA de 2° ciclo, hidrdlise e purificacdo do cDNA de

2° ciclo as amostras devem ser novamente quantificadas e diluidas a 220ng/uL.

Tabela 19: Quantificagdo de cDNA de segundo ciclo purificado

Amostra ng/uL Amostra | ng/pL Amostra | ng/uL
BL-1 349,25 2J-67 147,36 LG-21 320,36
BL-5 342,70 2J-75 277,21 LG-24 291,90
BL-8 331,25 2J-76 280,50 LG-25 357,60
BL-11 369,56 2J-78 294,58 LG-27 282,57
BL-14 261,60 2J-87 219,30 LG-28 315,18
BL-15 213,60 2J-88 261,60 LG-55 354,00
BL-16 245,70 2J-89 189,90 LG-56 275,20
BL-17 193,30 2J-90 274,10 LG-73 224,20
BL-18 251,90 LG-108 | 211,10
BL-19 213,30 LG-109 | 292,80
BL-20 184,10

O ss-cDNA deve ser diluido de forma a ficar numa concentragdo de 220ng/pL em um
volume de 31,2pL. Assim, as amostras 2J-67 e 2J-89 ndo puderam ser utilizadas para prosseguir
no protocolo de processamento do RNA. O RNA controle fornecido no kit e processado
juntamente com as outras amostras deveria produzir mais que 6ug de cDNA de segunda fita e
no caso produziu aproximadamente 7 pg. Este controle s6 é utilizado para avaliar o sucesso do
processo até este ponto e ndo prossegue nas etapas posteriores.

Apos a diluicdo do ss-cDNA passamos a etapa de fragmentacdo. 45uL do produto desta
reacdo sdo transferidos para um novo tubo para o prosseguimento do processamento. O restante
é aplicado em gel de agarose 2% para verificacdo da fragmentacdo, que deve produzir um

arrasto entre 40 e 70 nucleotideos, conforme demonstrado no exemplo abaixo:



BL1 BL5 BL8 BL11 2J75 278 LG21 LG24 LG25 LG27 LG28 LG55

Figura 18: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando a fragmentagdo das amostras.
Avrrasto entre 40 e 70nt. PM — peso molecular.

Todas as amostras descritas passaram por todas estas etapas se fossem aprovadas nos
controles de qualidade descritos e apenas trés amostras das culturas conseguidas dos animais

Lama2®?/J foram excluidas.

C. Pré-analise dos resultados dos microarrays de

expressao

i. Controles de qualidade

Os dados provenientes da leitura das Iaminas sdo pré-analisados com a utilizagdo do

programa Expression Console fornecido pela propria Affymetrix.
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Figura 19: Imagens das laminas de microarray no
momento da leitura da intensidade de fluorescéncia. Cada
quadrado é uma lamina, de uma amostra diferente.
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Através da andlise das imagens dos arrays, optamos por excluir a amostra BL-20, pois
este apresentou uma regido onde aparentemente ndo ha marcagdo nenhuma, provavelmente
causada por uma bolha de ar no momento da hibridagéo.

Abaixo, os dados de controle de qualidade para todos os chips analisados.

Figura 20: Controles de hibrida¢do 3°, 5’ e Poly-A de todas as amostras realizadas, com intensidades
crescentes que comprovam a qualidade dos ensaios.
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Figura 21: Histograma de intensidade de sinal para todas as amostras avaliadas, com padrdo préximo a
normal, atestando a qualidade dos chips testados.
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Figura 22: Gréaficos com intensidade de grupamentos de sondas antes da normalizacdo. Diferencas na
distribuicdo sdo esperadas e serdo corrigidas com a normalizagdo. Do lado direito os dados de cada array e do lado
esquerdo a distribui¢do das intensidades de cada array com o valor de mediana do grupo.
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Figura 23: Correlagdo das intensidades de sinal entre os arrays.O teste de Spearman é utilizado quando o
nimero de amostras € menor, ja que se trata de um teste baseado em ranking. O teste de Pearson é utilizado quando

existe mais dados, 0 que permite que a normalidade seja confirmada. O valor de r? é convertido na escala de cores,
onde o maior valor equivale ao vermelho e o menor valor equivale ao azul.

ii. Normalizacdo

O proximo passo foi, entdo, a analise dos dados gerados. Para isso, 0S arquivos com as
imagens das laminas, com os valores de intensidade de cada sonda (de extensdo .CEL) devem
ser normalizados. A normalizacdo corrige os erros introduzidos por diferencas técnicas e de
intensidade da fluorescéncia dos fluordforos. Esta normalizagcdo pode ser feita de diferentes
maneiras. Optamos por utilizar a normalizacdo por RMA (Robust Multi-array Average).
Podemos realizar esta normalizacdo no programa Expression Console, da Affymetrix.

Assim, realizamos a normalizagcdo comparando os grupos dois a dois. Para cada analise,
é realizado um novo RMA, visto que 0s parametros para normalizacdo dependem das amostras.

Abaixo, cada um dos resultados dos RMA realizados para cada analise.
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Figura 24: Graficos com intensidade de grupamentos de sondas antes e apds a normalizagdo, dos grupos
C57Blacké e Lama2®?/J. Diferencas na distribuicdo sio esperadas e serdo corrigidas com a normalizago. A e C -
dados ndo normalizados. B e D - dados apds a normalizacdo. Do lado direito os dados de cada array e do lado
esquerdo a distribuicdo das intensidades de cada array com o valor de mediana do grupo.
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Figura 25: Graficos com intensidade de grupamentos de sondas antes e apds a normalizagéo, dos grupos

Log Probe Cell Intensity

A -

C57Blacké e Large™!. Diferencas na distribuicio s&o esperadas e serdo corrigidas com a normalizagio. A e C - dados
ndo normalizados. B e D - dados ap6s a normalizagdo. Do lado direito os dados de cada array e do lado esquerdo a
distribuicdo das intensidades de cada array com o valor de mediana do grupo.
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Figura 26: Graficos com intensidade de grupamentos de sondas antes e apds a normalizagdo, dos grupos

myd

. Diferengas na distribuicdo sdo esperadas e serdo corrigidas com a normalizagdo. A e C -
dados ndo normalizados. B e D - dados ap6s a normaliza¢do. Do lado direito os dados de cada array e do lado
esquerdo a distribui¢do das intensidades de cada array com o valor de mediana do grupo.

Apds a normalizagdo, podemos verificar que a variancia dos valores de intensidade de

fluorescéncia foi reduzida drasticamente, 0 que sugere uma correta normalizacdo e a

possibilidade de uso destes dados posteriormente.

d. Andlise dos resultados dos microarrays de expresséo

i. Genes diferencialmente expressos

Cada um dos resultados do Expression Console foi entdo transferido para analise no

software MeV, onde foi aplicado inicialmente um filtro inespecifico de varidncia, ou seja,
retiramos da analise aqueles genes que ndo variaram entre as amostras. Este filtro foi

configurado para fazer um ranking dos genes baseado no desvio padrdo e entdo manter apenas
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50% dos genes com maior varia¢do. Desta forma, dos 35556 genes iniciais, foram considerados

apenas os 17778 genes (50%) com maior variancia.

Em seguida, utilizamos o método estatistico SAM (Significance Analysis of

Microarrays) para a selecdo dos genes diferencialmente expressos. Optamos por nao inserir a

identificacdo de cada gene neste momento, visto que nas etapas posteriores esta nomenclatura é

adicionada automaticamente.

Utilizamos como parametros para a analise SAM 1000 permutages e falso positivo = 0

para cada par, como podemos ver a segulir.

3 axis = Expected, ¥ axis = Observed

[Mumber of Significant Genes: 110 Median

Use slider to setdelta value: L fF——————y

number of false significant genes: 0,00000

Or enter delta value here: |1.2815627

¥ axis = Expecled, ¥ axis = Observed

Number of significant genes: 383

Use slider to set defta value: o F———————

Median number of falsely significant genes: 0,00000

Or enter deita value here: |[1.3527771
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* axis = Expected, ¥ axis = Observed

Number of Significant Genes: 101

Use slider to set delta value: ——1_F—————x

Median number of false significant genes: 0,00000

Or enter delta value here:|1.3420663

Figura 27: Grafico gerado apés a
analise estatistica SAM, realizada pelo
programa MeV. O valor delta é
estabelecido como sendo o menor
possivel onde o nimero mediano de

falsos positivos é zero. Analise
realizada entre o0s grupos de
C57Blacké e Lama2®?/J. Foram
selecionados 110 genes

diferencialmente expressos.

Figura 28: Gréafico gerado apos a
andlise estatistica SAM, realizada pelo
programa MeV. O valor delta é
estabelecido como sendo o menor
possivel onde o nimero mediano de
falsos positivos é zero. Anélise
realizada entre os grupos de C57Black
e Large™’. Foram selecionados 383
genes diferencialmente expressos.

Figura 29: Grafico gerado ap6s a
analise estatistica SAM, realizada
pelo programa MeV. O valor delta é
estabelecido como sendo o menor
possivel onde o nimero mediano de
falsos positivos é zero. Analise

realizada entre 0s grupos de
Lama2®?/J e Large™. Foram
selecionados 101 genes

diferencialmente expressos.
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As listas de genes resultantes destas analises foram entdo preparadas para serem
adicionadas ao IPA (Ingenuity Systems Inc.). Neste programa € possivel construir redes
funcionais e avaliar o enriquecimento de cada via de sinalizagdo com nossos genes. Os arquivos
resultantes do MeV, em formato .TXT, devem ser exportados ao Excel e as observacfes devem
ser transformadas em valores que permitam a interface com o software IPA. No caso das
andlises pareadas, € necessario fazer o célculo do log2 para o célculo do fold change. Abaixo, as

tabelas com a identificacdo dos genes diferencialmente expressos selecionados pela analise.
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Tabela 20: Dados brutos da comparacéo entre C57Black e Lama2¥?/J.

Fold
Change Symbol Entrez Gene Name Location Type(s)
-3,682 PENK proenkephalin Extracellular Space other
-2,911 NT5E 5'-nucleotidase, ecto (CD73) Plasma Membrane phosphatase
serpin  peptidase inhibitor, clade A (alpha-1
-2,852 SERPINA3 antiproteinase, antitrypsin), member 3 Extracellular Space other
-2,416 LCN2 lipocalin 2 Extracellular Space transporter
-2,254 IGFBP3 insulin-like growth factor binding protein 3 Extracellular Space other
-2,122 DCN decorin Extracellular Space other
-2,034 PALMD palmdelphin Cytoplasm other
-2,005 EDIL3 EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3 Extracellular Space other
-1,987 CP ceruloplasmin (ferroxidase) Extracellular Space enzyme
-1,953 CDH13 cadherin 13, H-cadherin (heart) Plasma Membrane other
-1,882 ANGPTL7 angiopoietin-like 7 Extracellular Space other
-1,835 RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa Nucleus other
-1,697 MAB21L2 mab-21-like 2 (C. elegans) Nucleus other
-1,655 SLITRKG SLIT and NTRK-like family, member 6 unknown other
-1,58 MKX mohawk homeobox Nucleus other
-1,571 CAPNG6 calpain 6 Cytoplasm peptidase
-1,544 ESM1 endothelial cell-specific molecule 1 Extracellular Space growth factor
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
-1,498 GALNT14 acetylgalactosaminyltransferase 14 (GalNAc-T14) Cytoplasm enzyme
-1,497 NNT nicotinamide nucleotide transhydrogenase Cytoplasm enzyme
-1,435 PRG4 proteoglycan 4 Extracellular Space other
-1,402 TBX4 T-box 4 Nucleus transcription regulator
-1,372 CH25H cholesterol 25-hydroxylase Cytoplasm enzyme
v-maf  musculoaponeurotic  fibrosarcoma oncogene
-1,336 MAF homolog (avian) Nucleus transcription regulator
ANXAB8L2
-1,333 (includes others) | annexin A8-like 2 Plasma Membrane other
-1,325 PCDH20 protocadherin 20 unknown other
-1,272 MMP16 matrix metallopeptidase 16 (membrane-inserted) Extracellular Space peptidase
-1,269 LTBP1 latent transforming growth factor beta binding protein 1 Extracellular Space other
-1,263 GRB14 growth factor receptor-bound protein 14 Plasma Membrane other
-1,249 MGLL monoglyceride lipase Plasma Membrane enzyme
-1,243 PTGIS prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase Cytoplasm enzyme
-1,223 PCOLCE2 procollagen C-endopeptidase enhancer 2 Extracellular Space other
-1,195 ADCY2 adenylate cyclase 2 (brain) Plasma Membrane enzyme
-1,134 SLC38A1 solute carrier family 38, member 1 Plasma Membrane transporter
-1,107 LRRC8B leucine rich repeat containing 8 family, member B unknown other
-1,104 TMEM154 transmembrane protein 154 unknown other
-1,069 EZR ezrin Plasma Membrane other
-1,057 WDFY1 WD repeat and FYVE domain containing 1 Cytoplasm other
-1,048 CCDC85A coiled-coil domain containing 85A unknown other
-1,043 NRN1 neuritin 1 Cytoplasm other
-1,041 MBOAT2 membrane bound O-acyltransferase domain containing 2 | unknown enzyme
-1,03 GLRB glycine receptor, beta Plasma Membrane ion channel
-1,03 GRIK5 glutamate receptor, ionotropic, kainate 5 Plasma Membrane ion channel
-1,016 HS6ST2 heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 2 Plasma Membrane enzyme
-1,016 RARRES1 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1 Plasma Membrane other
-0,984 MAPK13 mitogen-activated protein kinase 13 Cytoplasm kinase
-0,975 C100rf57 chromosome 10 open reading frame 57 Cytoplasm other
-0,974 0oDZz3 odz, odd Oz/ten-m homolog 3 (Drosophila) Plasma Membrane other
-0,972 HBEGF heparin-binding EGF-like growth factor Extracellular Space growth factor
-0,97 LPCAT2 lysophosphatidylcholine acyltransferase 2 Cytoplasm enzyme
-0,961 C100rf57 chromosome 10 open reading frame 57 Cytoplasm other
-0,961 C100rf57 chromosome 10 open reading frame 57 Cytoplasm other
-0,961 CA5B carbonic anhydrase VB, mitochondrial Cytoplasm enzyme
-0,943 MET met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor) Plasma Membrane kinase
disabled homolog 2, mitogen-responsive phosphoprotein
-0,934 DAB2 (Drosophila) Plasma Membrane other
integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2
-0,934 ITGA2 receptor) Plasma Membrane other
-0,924 MEF2C myocyte enhancer factor 2C Nucleus transcription regulator
-0,921 AUTS2 autism susceptibility candidate 2 Extracellular Space other
ras-related C3 botulinum toxin substrate 3 (rho family,
-0,917 RAC3 small GTP binding protein Rac3) Cytoplasm enzyme
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-0,904 IL16 interleukin 16 Extracellular Space cytokine
-0,883 GJALl gap junction protein, alpha 1, 43kDa Plasma Membrane transporter
-0,877 SLC38A1 solute carrier family 38, member 1 Plasma Membrane transporter
-0,869 SH3RF2 SH3 domain containing ring finger 2 Extracellular Space other
-0,864 CACNB2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit Plasma Membrane ion channel
-0,853 FLRT3 fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 Plasma Membrane other
-0,832 PRKAR1B protein kinase, CAMP-dependent, regulatory, type I, beta | Cytoplasm kinase
-0,821 PITX1 paired-like homeodomain 1 Nucleus transcription regulator
-0,82 CD109 CD109 molecule Plasma Membrane other
-0,786 IGFBP2 insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa Extracellular Space other
solute carrier family 24 (sodium/lithium/calcium
-0,776 SLC24A6 exchanger), member 6 Plasma Membrane transporter
-0,756 MAP3K8 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 Cytoplasm kinase
-0,748 FAMS59A family with sequence similarity 59, member A unknown other
-0,725 PRRX1 paired related homeobox 1 Nucleus transcription regulator
-0,715 MYO1D myosin ID Plasma Membrane other
-0,715 TGFB3 transforming growth factor, beta 3 Extracellular Space growth factor
-0,707 CGREF1 cell growth regulator with EF-hand domain 1 Extracellular Space other
-0,699 SMPDL3B sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3B Extracellular Space enzyme
-0,652 RCAN1 regulator of calcineurin 1 Nucleus transcription regulator
-0,645 TNS3 tensin 3 unknown phosphatase
-0,643 LIN7A lin-7 homolog A (C. elegans) Cytoplasm other
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
-0,625 NFKBIA in B-cells inhibitor, alpha Cytoplasm transcription regulator
-0,611 ELL2 elongation factor, RNA polymerase Il, 2 Nucleus transcription regulator
-0,608 PHOSPHO1 phosphatase, orphan 1 Extracellular Space enzyme
-0,591 TNFAIP8 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8 Cytoplasm other
0,696 TACC1 transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 Nucleus other
0,731 ENTPD4 ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 4 Cytoplasm enzyme
0,789 CX3CL1 chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 Extracellular Space cytokine
0,832 PFKFB4 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4 Cytoplasm kinase
0,866 TRANK1 tetratricopeptide repeat and ankyrin repeat containing 1 Nucleus transcription regulator
0,87 SLC25A45 solute carrier family 25, member 45 Cytoplasm transporter
0,899 FBN1 fibrillin 1 Extracellular Space other
0,902 BCL6B B-cell CLL/lymphoma 6, member B Nucleus transcription regulator
0,937 VAMPS vesicle-associated membrane protein 5 (myobrevin) Plasma Membrane transporter
1,131 TNFSF13B tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b Extracellular Space cytokine
Csprs  (includes G-protein coupled
1,198 others) component of Sp100-rs Plasma Membrane receptor
1,251 EFNB1 ephrin-B1 Plasma Membrane other
G-protein coupled
1,333 ADRA2A adrenoceptor alpha 2A Plasma Membrane receptor
1,491 ASIC3 acid-sensing (proton-gated) ion channel 3 Plasma Membrane ion channel
1,536 HHIPL1 HHIP-like 1 unknown other
1,626 Sp100 nuclear antigen Sp100 Nucleus transcription regulator
1,649 SYNPO2 synaptopodin 2 Cytoplasm other
1,716 MARC1 mitochondrial amidoxime reducing component 1 Cytoplasm enzyme
1,784 PLAC8 placenta-specific 8 Nucleus other
1,844 SMOC2 SPARC related modular calcium binding 2 Extracellular Space other
1,932 CDH3 cadherin 3, type 1, P-cadherin (placental) Plasma Membrane other
1,936 ALDH1A3 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3 Cytoplasm enzyme
2,055 Gm10002 predicted gene 10002 unknown other
2,085 PLA1A phospholipase A1 member A Extracellular Space enzyme
2,494 DIO3 deiodinase, iodothyronine, type Il Plasma Membrane enzyme
2,898 Gzme granzyme C Cytoplasm other
4,522 AKR1E2 aldo-keto reductase family 1, member E2 Cytoplasm enzyme

Nota-se que a grande maioria de genes esta com expressdo reduzida e apenas alguns
poucos estdo super-expressos. Dos 110 genes, 27 estdo super-expressos (24,55%), enquanto 0s
83 restantes (75,45%) estdo com a expressdo reduzida em ceélulas-satélite de camundongos

Lama2¥?’/J.
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Tabela 21: Dados brutos da comparacéo entre C57Black6 e Large™.

Fold
Change Symbol Entrez Gene Name Location Type(s)
-3,802 ANGPTL7 angiopoietin-like 7 Extracellular Space other
-3,5625 CRABP1 cellular retinoic acid binding protein 1 Cytoplasm transporter
serpin  peptidase inhibitor, clade A (alpha-1
-3,455 SERPINA3 antiproteinase, antitrypsin), member 3 Extracellular Space other
-3,297 CA9 carbonic anhydrase IX Nucleus enzyme
-3,229 LCN2 lipocalin 2 Extracellular Space transporter
-3,041 PENK proenkephalin Extracellular Space other
-2,79 Chr2 carbonyl reductase 2 Cytoplasm enzyme
sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic
-2,75 SEMA3A domain, secreted, (semaphorin) 3A Extracellular Space other
-2,6 PTGIS prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase Cytoplasm enzyme
-2,575 ESM1 endothelial cell-specific molecule 1 Extracellular Space growth factor
-2,451 MKX mohawk homeobox Nucleus other
-2,367 1L33 interleukin 33 Extracellular Space cytokine
-2,344 THBS4 thrombospondin 4 Extracellular Space other
-2,322 ILIRL1 interleukin 1 receptor-like 1 Plasma Membrane transmembrane receptor
-2,276 SCXA/SCXB scleraxis homolog A (mouse) Nucleus other
-2,259 DLK1 delta-like 1 homolog (Drosophila) Extracellular Space other
-2,211 GREM2 gremlin 2 Extracellular Space other
-2,174 MAB21L2 mab-21-like 2 (C. elegans) Nucleus other
-2,107 MGLL monoglyceride lipase Plasma Membrane enzyme
-2,099 LTBP1 latent transforming growth factor beta binding protein 1 Extracellular Space other
-1,917 CAPNG6 calpain 6 Cytoplasm peptidase
-1,875 MBOAT2 membrane bound O-acyltransferase domain containing 2 | unknown enzyme
-1,834 MMP16 matrix metallopeptidase 16 (membrane-inserted) Extracellular Space peptidase
-1,819 ADCY?2 adenylate cyclase 2 (brain) Plasma Membrane enzyme
-1,812 MEOX1 mesenchyme homeobox 1 Nucleus transcription regulator
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
-1,797 GALNT14 acetylgalactosaminyltransferase 14 (GalNAc-T14) Cytoplasm enzyme
-1,789 TNFAIP6 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 Extracellular Space other
-1,773 PCOLCE2 procollagen C-endopeptidase enhancer 2 Extracellular Space other
-1,765 COMP cartilage oligomeric matrix protein Extracellular Space other
-1,695 GRB14 growth factor receptor-bound protein 14 Plasma Membrane other
-1,678 LHX9 LIM homeobox 9 Nucleus transcription regulator
ANXAB8L2
-1,67 (includes others) | annexin A8-like 2 Plasma Membrane other
-1,667 Zfp125 zinc finger protein 125 Nucleus transcription regulator
transcription elongation factor B (SlllI), polypeptide 2
-1,634 Gm15698 pseudogene unknown other
-1,63 C130021120Rik | Riken cDNA C130021120 gene unknown other
-1,623 TBX4 T-box 4 Nucleus transcription regulator
-1,613 LARGEMYD like-glycosyltransferase Cytoplasm enzyme
-1,583 PRG4 proteoglycan 4 Extracellular Space other
-1,564 MGP matrix Gla protein Extracellular Space other
-1,539 HHIP hedgehog interacting protein Plasma Membrane other
-1,522 C3 complement component 3 Extracellular Space peptidase
-1,521 DCN decorin Extracellular Space other
-1,505 CLEC11A C-type lectin domain family 11, member A Extracellular Space growth factor
-1,499 C10orfll chromosome 10 open reading frame 11 unknown other
-1,486 AQP1 aquaporin 1 (Colton blood group) Plasma Membrane transporter
-1,484 GJB2 gap junction protein, beta 2, 26kDa Plasma Membrane transporter
-1,438 SLC35G2 solute carrier family 35, member G2 Cytoplasm other
-1,435 NT5E 5'-nucleotidase, ecto (CD73) Plasma Membrane phosphatase
-1,42 RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa Nucleus other
-1,41 Gstm6 glutathione S-transferase, mu 6 Cytoplasm enzyme
G-protein coupled
-1,368 GPRC5A G protein-coupled receptor, family C, group 5, member A | Plasma Membrane receptor
integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2
-1,355 ITGA2 receptor) Plasma Membrane other
-1,35 GAS5 growth arrest-specific 5 (non-protein coding) unknown other
Gm10393
-1,346 (includes others) | predicted gene 9780 unknown other
Gm10393
-1,346 (includes others) | predicted gene 9780 unknown other
Gm10393
-1,345 (includes others) | predicted gene 9780 unknown other
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-1,338 PRSS35 protease, serine, 35 Extracellular Space peptidase
-1,331 APLN apelin Extracellular Space other
-1,322 CPM carboxypeptidase M Plasma Membrane peptidase
-1,316 EYA2 eyes absent homolog 2 (Drosophila) Nucleus phosphatase
-1,301 FBLN1 fibulin 1 Extracellular Space other
-1,292 SLPI secretory leukocyte peptidase inhibitor Cytoplasm other
-1,284 IGFBP2 insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa Extracellular Space other
-1,271 TTC9 tetratricopeptide repeat domain 9 Extracellular Space other
-1,254 KLHDCB8A kelch domain containing 8A unknown other
-1,249 MFAP4 microfibrillar-associated protein 4 Extracellular Space other
-1,246 ATP10A ATPase, class V, type 10A Plasma Membrane transporter
-1,242 ACP1 acid phosphatase 1, soluble Cytoplasm phosphatase
-1,24 MOGAT2 monoacylglycerol O-acyltransferase 2 Cytoplasm enzyme
-1,238 Raetlb retinoic acid early transcript beta Plasma Membrane other
PCDH11X/PCD
-1,233 H11lY protocadherin 11 X-linked Plasma Membrane other
-1,229 RARRES1 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1 Plasma Membrane other
-1,214 HS6ST2 heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 2 Plasma Membrane enzyme
-1,21 SNORD22 small nucleolar RNA, C/D box 22 unknown other
-1,201 SERINC2 serine incorporator 2 Plasma Membrane transporter
-1,177 CISH cytokine inducible SH2-containing protein Cytoplasm other
-1,168 EZR ezrin Plasma Membrane other
-1,143 CSPG4 chondroitin sulfate proteoglycan 4 Plasma Membrane other
-1,142 EEF1A2 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 Cytoplasm translation regulator
-1,142 FAMS59A family with sequence similarity 59, member A unknown other
-1,142 Rpl391 ribosomal protein L39-like unknown other
-1,141 CCDC85A coiled-coil domain containing 85A unknown other
-1,138 FLRT3 fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 Plasma Membrane other
-1,12 CACNB2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit Plasma Membrane ion channel
-1,114 LMO7 LIM domain 7 Cytoplasm enzyme
-1,112 CD109 CD109 molecule Plasma Membrane other
-1,111 MAOB monoamine oxidase B Cytoplasm enzyme
-1,11 MBOAT1 membrane bound O-acyltransferase domain containing 1 | unknown other
-1,102 HLA-DQB1 major histocompatibility complex, class 11, DQ beta 1 Plasma Membrane other
-1,084 SLC38A1 solute carrier family 38, member 1 Plasma Membrane transporter
-1,081 CD200 CD200 molecule Plasma Membrane other
-1,081 SIX2 SIX homeobox 2 Nucleus transcription regulator
-1,06 1L16 interleukin 16 Extracellular Space cytokine
G-protein coupled
-1,052 LPHN2 latrophilin 2 Plasma Membrane receptor
-1,046 MDK midkine (neurite growth-promoting factor 2) Extracellular Space growth factor
-1,036 SMPDL3B sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3B Extracellular Space enzyme
-1,033 SLC38A1 solute carrier family 38, member 1 Plasma Membrane transporter
-1,018 GJA1l gap junction protein, alpha 1, 43kDa Plasma Membrane transporter
-1,016 MGST2 microsomal glutathione S-transferase 2 Cytoplasm enzyme
-1,016 TGFB3 transforming growth factor, beta 3 Extracellular Space growth factor
5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A, G protein- G-protein coupled
-1,015 HTR2A coupled Plasma Membrane receptor
-1,007 LIF leukemia inhibitory factor Extracellular Space cytokine
-1,004 RGS17 regulator of G-protein signaling 17 Cytoplasm other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
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-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other

-1,002 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
G-protein coupled

-0,997 LPHN2 latrophilin 2 Plasma Membrane receptor

-0,997 STRBP spermatid perinuclear RNA binding protein Cytoplasm other

-0,996 PTPRK protein tyrosine phosphatase, receptor type, K Plasma Membrane phosphatase

-0,996 RPS24 ribosomal protein S24 Cytoplasm other

-0,996 TMEM154 transmembrane protein 154 unknown other
G-protein coupled

-0,994 LPHN2 latrophilin 2 Plasma Membrane receptor
G-protein coupled

-0,982 LPHN2 latrophilin 2 Plasma Membrane receptor

-0,976 WASF1 WAS protein family, member 1 Nucleus other

-0,975 CA5B carbonic anhydrase VB, mitochondrial Cytoplasm enzyme

sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic

-0,965 SEMA3F domain, secreted, (semaphorin) 3F Extracellular Space other

-0,964 PRRX1 paired related homeobox 1 Nucleus transcription regulator

-0,962 HSPH1 heat shock 105kDa/110kDa protein 1 Cytoplasm other

-0,96 MARS2 methionyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial Cytoplasm enzyme

-0,959 STRBP spermatid perinuclear RNA binding protein Cytoplasm other

-0,954 Mei4 meiosis-specific, MEI4 homolog (S. cerevisiae) Nucleus other

-0,951 BAIAP2L1 BAl1-associated protein 2-like 1 Cytoplasm other

-0,949 SH3RF2 SH3 domain containing ring finger 2 Extracellular Space other

-0,938 FGL2 fibrinogen-like 2 Extracellular Space peptidase

-0,934 TLL1 tolloid-like 1 Extracellular Space peptidase

-0,926 EMP2 epithelial membrane protein 2 Plasma Membrane other

-0,926 RPS24 ribosomal protein S24 Cytoplasm other

-0,918 PITX1 paired-like homeodomain 1 Nucleus transcription regulator

-0,912 COL11A1 collagen, type XI, alpha 1 Extracellular Space other

-0,896 GRIK5 glutamate receptor, ionotropic, kainate 5 Plasma Membrane ion channel

-0,896 TCEAL5 transcription elongation factor A (S1l)-like 5 unknown other

-0,891 FGF13 fibroblast growth factor 13 Extracellular Space growth factor

-0,876 NRN1 neuritin 1 Cytoplasm other

TATA box binding protein (TBP)-associated factor, RNA

-0,866 TAF1D polymerase I, D, 41kDa Nucleus other

-0,862 HSPB2 heat shock 27kDa protein 2 Cytoplasm other

-0,862 HSPB6 heat shock protein, alpha-crystallin-related, B6 Cytoplasm other

-0,855 GYPC glycophorin C (Gerbich blood group) Plasma Membrane other
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-0,854 TUBG2 tubulin, gamma 2 Cytoplasm other
ligand-dependent nuclear
-0,843 NR4A2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 Nucleus receptor
-0,832 ZDHHC15 zinc finger, DHHC-type containing 15 unknown enzyme
-0,831 DNM1 dynamin 1 Cytoplasm enzyme
-0,819 MAP3K6 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6 unknown kinase
-0,818 FAMT73A family with sequence similarity 73, member A unknown other
-0,817 USP11 ubiquitin specific peptidase 11 Nucleus peptidase
-0,814 PLXNA3 plexin A3 Plasma Membrane transmembrane receptor
-0,811 MYO1D myosin ID Plasma Membrane other
-0,808 CNKSR3 CNKSR family member 3 Plasma Membrane other
Duxbl (includes
-0,804 others) predicted gene 10394 unknown other
Duxbl (includes
-0,804 others) predicted gene 10394 unknown other
-0,794 TDRKH tudor and KH domain containing Cytoplasm other
-0,79 MAMDC2 MAM domain containing 2 Extracellular Space other
-0,789 ACOT11 acyl-CoA thioesterase 11 Cytoplasm enzyme
-0,788 ABCD2 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 2 Cytoplasm transporter
-0,78 C100rf57 chromosome 10 open reading frame 57 Cytoplasm other
-0,78 FNDC4 fibronectin type 111 domain containing 4 unknown other
-0,777 C100rf57 chromosome 10 open reading frame 57 Cytoplasm other
-0,761 SSPN sarcospan Plasma Membrane other
membrane protein, palmitoylated 7 (MAGUK p55
-0,754 MPP7 subfamily member 7) Plasma Membrane other
-0,751 C100rf57 chromosome 10 open reading frame 57 Cytoplasm other
membrane protein, palmitoylated 7 (MAGUK p55
-0,748 MPP7 subfamily member 7) Plasma Membrane other
-0,747 RRAD Ras-related associated with diabetes Cytoplasm enzyme
-0,745 CHST1 carbohydrate (keratan sulfate Gal-6) sulfotransferase 1 Cytoplasm enzyme
-0,739 DPY19L1 dpy-19-like 1 (C. elegans) unknown other
-0,737 SDC4 syndecan 4 Plasma Membrane other
-0,736 AIF1L allograft inflammatory factor 1-like Plasma Membrane other
-0,726 FAM46C family with sequence similarity 46, member C Extracellular Space other
-0,72 LEPROT leptin receptor overlapping transcript Plasma Membrane other
-0,716 SHANK1 SH3 and multiple ankyrin repeat domains 1 Cytoplasm other
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
-0,716 SMARCA1 regulator of chromatin, subfamily a, member 1 Nucleus transcription regulator
-0,715 ZNF462 zinc finger protein 462 Nucleus other
-0,706 SOX6 SRY (sex determining region Y)-box 6 Nucleus transcription regulator
-0,702 CCNO cyclin O Nucleus enzyme
-0,699 MAP3K8 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 Cytoplasm kinase
BMP and activin membrane-bound inhibitor homolog
-0,698 BAMBI (Xenopus laevis) Plasma Membrane other
-0,689 LIN7A lin-7 homolog A (C. elegans) Cytoplasm other
Duxbl  (includes
-0,682 others) predicted gene 10394 unknown other
-0,682 SEPW1 selenoprotein W, 1 Cytoplasm enzyme
-0,657 ANKRD29 ankyrin repeat domain 29 unknown other
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax
-0,647 MLLT3 homolog, Drosophila); translocated to, 3 Nucleus other
-0,642 RGMA RGM domain family, member A Plasma Membrane other
-0,622 ZNF575 zinc finger protein 575 Nucleus other
-0,6 PLS3 plastin 3 Cytoplasm other
-0,591 MYO1D myosin ID Plasma Membrane other
-0,584 Clorf198 chromosome 1 open reading frame 198 unknown other
-0,569 6330512M04Rik | RIKEN cDNA 6330512M04 gene unknown other
-0,564 MED13L mediator complex subunit 13-like Nucleus other
-0,526 TUBAS8 tubulin, alpha 8 Cytoplasm other
-0,518 ARF6 ADP-ribosylation factor 6 Plasma Membrane transporter
0,585 ERAP1 endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 Extracellular Space peptidase
0,592 EXOC3L4 exocyst complex component 3-like 4 unknown other
0,607 RND3 Rho family GTPase 3 Cytoplasm enzyme
0,641 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
0,643 TRAPPC12 trafficking protein particle complex 12 unknown other
0,644 TMEM18 transmembrane protein 18 Nucleus other
0,648 VAMP5 vesicle-associated membrane protein 5 (myobrevin) Plasma Membrane transporter
0,658 FAM178A family with sequence similarity 178, member A unknown other
0,66 PPIL4 peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 4 Nucleus enzyme
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0,666 ARHGEF28 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 28 Cytoplasm other
0,669 DPPA2 developmental pluripotency associated 2 Nucleus other
pleckstrin  homology domain containing, family B
0,675 PLEKHB2 (evectins) member 2 unknown other
0,678 CDR2L cerebellar degeneration-related protein 2-like unknown other
0,691 PSD3 pleckstrin and Sec7 domain containing 3 Cytoplasm other
0,702 CNDP2 CNDP dipeptidase 2 (metallopeptidase M20 family) Cytoplasm peptidase
0,704 TACC1 transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 Nucleus other
0,706 ABHD2 abhydrolase domain containing 2 unknown enzyme
0,718 CCNYL1 cyclin Y-like 1 Plasma Membrane other
0,728 PLAU plasminogen activator, urokinase Extracellular Space peptidase
0,733 PARP14 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 14 Cytoplasm other
0,74 LGALS9 lectin, galactoside-binding, soluble, 9 Extracellular Space other
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1
0,763 ADAMTS1 motif, 1 Extracellular Space peptidase
0,772 HLA-F major histocompatibility complex, class I, F Plasma Membrane transmembrane receptor
0,785 KIAA1109 KIAA1109 unknown other
0,79 ZNF41 zinc finger protein 41 Nucleus other
0,792 KIAA1109 KIAA1109 unknown other
0,799 FAM161A family with sequence similarity 161, member A Cytoplasm other
0,802 FGGY FGGY carbohydrate kinase domain containing unknown other
0,84 ZNF41 zinc finger protein 41 Nucleus other
0,846 GSR glutathione reductase Cytoplasm enzyme
0,853 KIAA1109 KIAA1109 unknown other
0,856 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
0,869 PLCB4 phospholipase C, beta 4 Cytoplasm enzyme
0,875 OCEL1 occludin/ELL domain containing 1 unknown other
0,876 TUBB3 tubulin, beta 3 class 111 Cytoplasm other
ribonuclease L  (2'5'-oligoisoadenylate  synthetase-
0,877 RNASEL dependent) Cytoplasm enzyme
0,892 KIAA1109 KIAA1109 unknown other
v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene
0,916 LYN homolog Cytoplasm kinase
0,931 CDK18 cyclin-dependent kinase 18 Cytoplasm kinase
tissue factor pathway inhibitor (lipoprotein-associated
0,932 TFPI coagulation inhibitor) Extracellular Space other
0,936 SP110 SP110 nuclear body protein Nucleus other
0,943 PTK2B PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta Cytoplasm kinase
Ifnz  (includes
0,958 others) interferon zeta Extracellular Space cytokine
0,96 GPX3 glutathione peroxidase 3 (plasma) Extracellular Space enzyme
0,973 PDE2A phosphodiesterase 2A, cGMP-stimulated Cytoplasm enzyme
Ifnz  (includes
0,98 others) interferon zeta Extracellular Space cytokine
Ifnz  (includes
0,986 others) interferon zeta Extracellular Space cytokine
haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing
0,994 HDHD3 3 Cytoplasm enzyme
0,997 TNFAIP2 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2 Extracellular Space other
0,998 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
Ifnz (includes
1,001 others) interferon zeta Extracellular Space cytokine
1,014 RBPMS RNA binding protein with multiple splicing unknown transcription regulator
1,014 RDH10 retinol dehydrogenase 10 (all-trans) Nucleus enzyme
1,024 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
G-protein coupled
1,029 Olfr56 olfactory receptor 56 Plasma Membrane receptor
1,039 IRF1 interferon regulatory factor 1 Nucleus transcription regulator
Trim30a/Trim30
1,042 d tripartite motif-containing 30A Nucleus other
1,049 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
1,075 C330024D21Rik | RIKEN cDNA C330024D21 gene unknown other
1,08 SLC25A45 solute carrier family 25, member 45 Cytoplasm transporter
1,081 MBNL3 muscleblind-like splicing regulator 3 Nucleus other
1,082 ZNF41 zinc finger protein 41 Nucleus other
1,101 GDA guanine deaminase Cytoplasm enzyme
1,109 ATXN7L1 ataxin 7-like 1 unknown other
1,115 DENND4A DENN/MADD domain containing 4A Nucleus other
1,125 UGCG UDP-glucose ceramide glucosyltransferase Cytoplasm enzyme
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leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor G-protein coupled
1,135 LGR4 4 Plasma Membrane receptor
1,142 NAV1 neuron navigator 1 Cytoplasm enzyme
1,177 DENND4A DENN/MADD domain containing 4A Nucleus other
1,178 DENND4A DENN/MADD domain containing 4A Nucleus other
1,178 DENND4A DENN/MADD domain containing 4A Nucleus other
1,246 EFNB1 ephrin-B1 Plasma Membrane other
1,26 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
1,275 CYGB cytoglobin Cytoplasm transporter
1,29 SP110 SP110 nuclear body protein Nucleus other
1,292 FRZB frizzled-related protein Extracellular Space other
G-protein coupled
1,315 GLP1R glucagon-like peptide 1 receptor Plasma Membrane receptor
1,321 GXYLT2 glucoside xylosyltransferase 2 unknown other
branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta
1,331 BCKDHB polypeptide Cytoplasm enzyme
1,347 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
1,367 DENND4A DENN/MADD domain containing 4A Nucleus other
1,382 TLR6 toll-like receptor 6 Plasma Membrane transmembrane receptor
1,386 Gm4983 predicted gene 4983 unknown other
1,39 SP110 SP110 nuclear body protein Nucleus other
1,39 SP110 SP110 nuclear body protein Nucleus other
1,401 DENND4A DENN/MADD domain containing 4A Nucleus other
1,426 SMOC2 SPARC related modular calcium binding 2 Extracellular Space other
G-protein coupled
1,428 GPR39 G protein-coupled receptor 39 Plasma Membrane receptor
1,436 SYNPO2 synaptopodin 2 Cytoplasm other
1,443 THSD7A thrombospondin, type I, domain containing 7A unknown other
1,444 DENND4A DENN/MADD domain containing 4A Nucleus other
1fi204  (includes
1,475 others) interferon activated gene 204 Nucleus transcription regulator
1,477 TEX15 testis expressed 15 Extracellular Space other
1,503 TNFSF13B tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b Extracellular Space cytokine
1,515 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
1,524 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
1,525 DENND4A DENN/MADD domain containing 4A Nucleus other
Csprs  (includes G-protein coupled
1,533 others) component of Sp100-rs Plasma Membrane receptor
1,566 SLFN5 schlafen family member 5 Nucleus enzyme
1,579 DPEP1 dipeptidase 1 (renal) Cytoplasm peptidase
1,596 HHIPL1 HHIP-like 1 unknown other
1,652 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
1,657 DENND4A DENN/MADD domain containing 4A Nucleus other
1,662 SCEL sciellin Cytoplasm other
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP),
1,687 ABCC3 member 3 Plasma Membrane transporter
1,698 HMCN1 hemicentin 1 Extracellular Space other
1,828 MARC1 mitochondrial amidoxime reducing component 1 Cytoplasm enzyme
1,868 GLIPR1 GLI pathogenesis-related 1 Extracellular Space other
1,872 Gstad glutathione S-transferase, alpha 4 Cytoplasm enzyme
peptidase domain containing associated with muscle
1,879 PAMR1 regeneration 1 Extracellular Space peptidase
1,896 ASB5 ankyrin repeat and SOCS box containing 5 Nucleus transcription regulator
cytidine monophospho-N-acetylneuraminic acid
1,9 CMAHP hydroxylase, pseudogene Cytoplasm enzyme
protein  tyrosine phosphatase, receptor type, V,
1,924 PTPRVP pseudogene Plasma Membrane other
1,991 ALDH1A3 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3 Cytoplasm enzyme
1,993 PLA1A phospholipase A1 member A Extracellular Space enzyme
2,027 CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase Cytoplasm peptidase
ATPase, H+/K+ transporting, nongastric, alpha
2,137 ATP12A polypeptide Plasma Membrane transporter
2,207 Sp100 nuclear antigen Sp100 Nucleus transcription regulator
2,373 PLAC8 placenta-specific 8 Nucleus other
G-protein coupled
2,407 NPY6R neuropeptide Y receptor Y6 (pseudogene) Plasma Membrane receptor
2,521 RGS4 regulator of G-protein signaling 4 Cytoplasm other
2,723 Gzmce granzyme C Cytoplasm other
2,85 DIO3 deiodinase, iodothyronine, type I Plasma Membrane enzyme
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3,518

SPON1

spondin 1, extracellular matrix protein

Extracellular Space

other

3,967

1fi202b

interferon activated gene 202B

Nucleus

other

4,693

AKR1E2

aldo-keto reductase family 1, member E2

Cytoplasm

enzyme

entre células satélites de camundongos Large™® e C57Black6. Dos 361 genes, 126 estdo super-
expressos (34,9%), enquanto os 235 restantes estdo com a expressdo reduzida (65,1%) nas
células de camundongos Large
lamina de array s&o redundantes, ou seja, existem diversos marcadores para um sé gene. Alguns
outros genes exibem splicing alternativo e mais de um mRNA, portanto aparecem Vvarias vezes

na lista. O gene Large, mutado nestes animais, esta com a expressdo reduzida em células-

myd

satélite de camundongos Large™",

Nota-se que a maioria de genes também estd com expressdo reduzida na comparagdo

. Existem alguns genes repetidos, ja que os marcadores da
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Tabela 22: Dados brutos da comparacéo entre Lama2%?/J e Large™".

Fold
Change Symbol Entrez Gene Name Location Type(s)
-1,954 Zfpl25 zinc finger protein 125 Nucleus transcription regulator
-1,632 LARGEMYD like-glycosyltransferase Cytoplasm enzyme
-1,627 ANGPTL1 angiopoietin-like 1 Plasma Membrane other
-1,595 Gm10002 predicted gene 10002 unknown other
-1,549 GAS5 growth arrest-specific 5 (non-protein coding) unknown other
-1,525 MEOX1 mesenchyme homeobox 1 Nucleus transcription regulator
-1,343 C10orfll chromosome 10 open reading frame 11 unknown other
-1,331 PTGIS prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase Cytoplasm enzyme
-1,287 ACP1 acid phosphatase 1, soluble Cytoplasm phosphatase
-1,185 2700079J08Rik | RIKEN cDNA 2700079J08 gene unknown other
UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-
-1,06 B3GNT5 acetylglucosaminyltransferase 5 Cytoplasm enzyme
membrane protein, palmitoylated 7 (MAGUK p55
-0,963 MPP7 subfamily member 7) Plasma Membrane other
-0,855 MAP3K6 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6 unknown kinase
-0,804 Vmn1r90 vomeronasal 1 receptor 90 unknown other
G-protein coupled
-0,709 GPR124 G protein-coupled receptor 124 Plasma Membrane receptor
-0,693 2410018L13Rik | RIKEN cDNA 2410018L13 gene unknown other
-0,624 LTBP4 latent transforming growth factor beta binding protein 4 Extracellular Space growth factor
-0,607 HAUS8 HAUS augmin-like complex, subunit 8 Cytoplasm other
-0,552 GLT25D1 glycosyltransferase 25 domain containing 1 Cytoplasm other
asparagine-linked glycosylation 9, alpha-1,2-
-0,488 ALG9 mannosyltransferase homolog (S. cerevisiae) Cytoplasm enzyme
-0,447 HDAC1 histone deacetylase 1 Nucleus transcription regulator
0,63 PPIL4 peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 4 Nucleus enzyme
0,76 TRAPPC12 trafficking protein particle complex 12 unknown other
haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing
0,953 HDHD3 3 Cytoplasm enzyme
Ifnz (includes
0,955 others) interferon zeta Extracellular Space cytokine
Ifnz  (includes
0,985 others) interferon zeta Extracellular Space cytokine
0,992 FRZB frizzled-related protein Extracellular Space other
Ifnz  (includes
0,992 others) interferon zeta Extracellular Space cytokine
Ifnz  (includes
1,027 others) interferon zeta Extracellular Space cytokine
1,08 NNT nicotinamide nucleotide transhydrogenase Cytoplasm enzyme
1,113 OCEL1 occludin/ELL domain containing 1 unknown other
1,219 TLR6 toll-like receptor 6 Plasma Membrane transmembrane receptor
1,232 Gm4983 predicted gene 4983 unknown other
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP),
1,35 ABCC3 member 3 Plasma Membrane transporter
branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta
1,383 BCKDHB polypeptide Cytoplasm enzyme
1,525 Hdac9 histone deacetylase 9 Nucleus transcription regulator
protein  tyrosine phosphatase, receptor type, V,
1,723 PTPRVP pseudogene Plasma Membrane other
peptidase domain containing associated with muscle
2,65 PAMR1 regeneration 1 Extracellular Space peptidase
3,8 1fi202b interferon activated gene 202B Nucleus other

N&o observamos neste grupo predomindncia marcante de genes com expressao
reduzida/aumentada. Dos 39 genes, 18 est&o super-expressos em Large™? (46%) enquanto os 21
restantes estdo com a expressao reduzida em Large™® (53%), quando os dados de expressdo
génica das células da linhagem Large™" é comparada a expressdo génica medida nas células

Lama2®?/J.
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O programa IPA pode, entdo, analisar os dados brutos e criar redes de relacdo entre as

moléculas que estdo diferencialmente expressas. Essas redes podem ser mais ou menos

enriquecidas e podemos utilizar pardmetros para tentar elencar redes que sejam mais relevantes

aos nossos estudos, ao invés de trabalhar com a lista completa de genes diferencialmente

expressos. Isto é importante pois ja sabemos que a distrofia e a lesdo celular que causa podem

interferir de maneira indireta em vias de sinalizagdo e metabolismo celular ndo relacionadas ao

defeito priméario ou tecido-alvo. Além disso, elimina-se genes com fungdo desconhecida ou

predita, sem observacdo na literatura.

Realizamos entdo um primeiro filtro, apenas determinando que o tecido de origem foi

musculo esquelético, visto que estamos trabalhando com células provenientes deste tecido. Com

este filtro, reduzimos a quantidade de moléculas avaliadas nas vias, conforme tabela abaixo.

Tabela 23: Quantidade de genes diferencialmente expressos selecionados, antes e apos filtro.

C57Blacké x Lama2¥?%/J

C57Blacké x Large™®

Lama2¥?/J x Large™"

Inicial

110 (207 conhecidos)

383 (294 conhecidos)

39 (36 conhecidos)

Apos filtro - origem muscular

62

160

22

Para facilitar a analise, comparamos os resultados das trés analises pareadas.

A Black x 2)-2013 muscle (Analysis)
B Blackx LG-2013 muscle (Analysis)
C 2JxLG-2013 muscle (Analysis)

A B

5
ava
DY

c

Figura 30: Diagrama de Venn comparando as moléculas obtidas em cada uma das analises.

Neste diagrama de Venn, os nimeros dentro de cada circulo representam a quantidade

de genes que estdo na interseccdo entre dois grupos. Inicialmente, podemos verificar quais

moléculas sdo Unicas de cada uma das andlises, ou seja, as que dao a caracteristica de cada uma

das diferentes distrofias.
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C

Figura 31: Diagrama de Venn ilustrando o grupo de genes diferencialmente expressos apenas nos animais
Lama2%2/J.

Neste grupo selecionado, dos genes alterados apenas nos animais Lama2d*?/J, foram

identificados 20 genes, sendo 4 ainda caracterizados, como podemos ver na tabela 24 abaixo.

Tabela 24: Genes diferencialmente expressos identificados apenas nos animais Lama2%2/J.

© 2000-2013 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Symbol Entrez Gene Name

ADRA2A | --

ASIC3 acid-sensing (proton-gated) ion channel 3
CDH3 cadherin 3, type 1, P-cadherin (placental)

CDH13 cadherin 13, H-cadherin (heart)

CH25H cholesterol 25-hydroxylase

CP ceruloplasmin (ferroxidase)

EDIL3 EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3
GLRB glycine receptor, beta

Gm10002 | predicted gene 10002

GRIK5 glutamate receptor, ionotropic, kainate 5

IGFBP3 insulin-like growth factor binding protein 3

LRRC8B | leucine rich repeat containing 8 family, member B

MAF v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog (avian)

NNT --

NRN1 --

PALMD palmdelphin

PCDH20 | protocadherin 20

SLITRK6 | SLIT and NTRK-like family, member 6
TMEM154 | transmembrane protein 154

WDFY1 --

(N4

c

Figura 32: Diagrama de Venn ilustrando o grupo de genes diferencialmente expressos apenas
nos animais Large™".
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Neste grupo selecionado, dos genes alterados apenas nos animais Large™", foram

identificados 118 genes, sendo 11 ainda ndo mapeados, como podemos ver na tabela abaixo.

Tabela 25: Genes diferencialmente expressos identificados apenas nos animais Large™¢.

© 2000-2013 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Symbol Entrez Gene Name

2700079J08Rik RIKEN cDNA 2700079J08 gene

ABCC3 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3
ACP1 acid phosphatase 1, soluble

APLN apelin

AQP1 aquaporin 1 (Colton blood group)

ASB5 ankyrin repeat and SOCS box containing 5
ATP10A ATPase, class V, type 10A

ATP12A ATPase, H+/K+ transporting, nongastric, alpha polypeptide
ATXN7L1 ataxin 7-like 1

BCKDHB branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide
C3 complement component 3

C10orfl1 chromosome 10 open reading frame 11
C130021120Rik Riken cDNA C130021120 gene

C330024D21Rik RIKEN cDNA C330024D21 gene

CA9 carbonic anhydrase IX

CACNB?2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit
CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase
Chr2 -

CD109 CD109 molecule

CD200 CD200 molecule

CISH cytokine inducible SH2-containing protein
CLEC11A C-type lectin domain family 11, member A
CMAHP -

COMP -

CPM carboxypeptidase M

CRABP1 cellular retinoic acid binding protein 1

CSPG4 chondroitin sulfate proteoglycan 4

CYGB cytoglobin

DENND4A -

DLK1 delta-like 1 homolog (Drosophila)

DPEP1 dipeptidase 1 (renal)

EEF1A2 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2
EYA2 eyes absent homolog 2 (Drosophila)

FBLN1 fibulin 1

FLRT3 fibronectin leucine rich transmembrane protein 3
FRZB frizzled-related protein

GAREM GRB2 associated, regulator of MAPK1

GAS5 growth arrest-specific 5 (non-protein coding)

GDA guanine deaminase

GJAL gap junction protein, alpha 1, 43kDa

GJB2 gap junction protein, beta 2, 26kDa

GLIPR1 GLI pathogenesis-related 1

GLP1R glucagon-like peptide 1 receptor

Gm4983 predicted gene 4983

Gm15698 transcription elongation factor B (SlII), polypeptide 2 pseudogene
GPR39 G protein-coupled receptor 39

GPRC5A G protein-coupled receptor, family C, group 5, member A
GREM2 gremlin 2, DAN family BMP antagonist

Gstad glutathione S-transferase, alpha 4

Gstm6 glutathione S-transferase, mu 6

GXYLT2 glucoside xylosyltransferase 2
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HHIP hedgehog interacting protein

HLA-DQB1 major histocompatibility complex, class Il, DQ beta 1

HMCN1 hemicentin 1

HTR2A 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A, G protein-coupled
Ifi202b interferon activated gene 202B

Ifi204 (includes others)

interferon activated gene 204

Ifnz (includes others)

interferon zeta

IGFBP2

insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa

IL16 interleukin 16

IL33 interleukin 33

ILIRL1 interleukin 1 receptor-like 1

IRF1 interferon regulatory factor 1

ITGA2 integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor)
KLHDCB8A kelch domain containing 8A

LARGEMYD -

LGR4 leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 4
LHX9 LIM homeobox 9

LIF leukemia inhibitory factor

LMO7 LIM domain 7

LPHN2 latrophilin 2

MAOB monoamine oxidase B

MBNL3 muscleblind-like splicing regulator 3
MBOAT1 membrane bound O-acyltransferase domain containing 1
MDK midkine (neurite growth-promoting factor 2)
MEOX1 mesenchyme homeobox 1

MFAP4 microfibrillar-associated protein 4

MGP matrix Gla protein

MGST2 microsomal glutathione S-transferase 2
MOGAT?2 monoacylglycerol O-acyltransferase 2

NAV1 -

NPY6R -

OIfr56 olfactory receptor 56

PAMR1 peptidase domain containing associated with muscle regeneration 1
PCDH11X/PCDH11Y | protocadherin 11 X-linked

Plac9b placenta specific 9b

PRSS35 protease, serine, 35

PTPRVP -

Raetlb retinoic acid early transcript beta

RBPMS RNA binding protein with multiple splicing
RDH10 retinol dehydrogenase 10 (all-trans)

RGS4 regulator of G-protein signaling 4

RGS17 regulator of G-protein signaling 17

RPL39L ribosomal protein L39-like

SCEL sciellin

SCXA/SCXB scleraxis homolog A (mouse)

SEMA3A sema domain, immunoglobulin domain (lg), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3A
SERINC2 serine incorporator 2

SIX2 SIX homeobox 2

SLC25A45 solute carrier family 25, member 45

SLC35G2 solute carrier family 35, member G2

SLFN5 schlafen family member 5

SLPI secretory leukocyte peptidase inhibitor
SMPDL3B sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3B
SNORD22 small nucleolar RNA, C/D box 22

SP110 SP110 nuclear body protein

SPON1 spondin 1, extracellular matrix protein

TEX15 testis expressed 15

TGFB3 transforming growth factor, beta 3

THBS4 thrombospondin 4
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THSD7A thrombospondin, type I, domain containing 7A
TLR6 toll-like receptor 6

TNFAIP6 -

Trim30a/Trim30d -

TTC9 tetratricopeptide repeat domain 9

UGCG UDP-glucose ceramide glucosyltransferase
Zfpl125 zinc finger protein 125

ZNF41 -

Identificamos também as moléculas que apareceram tanto na andlise entre C57Blacké e

Lama2®®/J quanto na anélise entre C57Blacké e Large™".

provavelmente

estdo

4 Estas moléculas em comum

relacionadas com a caracteristica distrofica destes animais,

independentemente da mutacdo que carregam.

A

c

Figura 33: Diagrama de Venn ilustrando o grupo de genes diferencialmente expressos tanto nos animais
Lama2%%/J quanto nos animais Large™".

Nestes animais foram encontrados 42 genes, sendo que uma delas ainda ndo esta

mapeada.

Tabela 26: Genes diferencialmente expressos identificados nas duas linhagens distrdficas.

© 2000-2013 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Symbol Entrez Gene Name

ADCY?2 adenylate cyclase 2 (brain)

AKR1E2 aldo-keto reductase family 1, member E2
ALDH1A3 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3
ANGPTL7 angiopoietin-like 7

ANXABL2 (includes others)

annexin A8-like 2

CAPNG6

calpain 6

CCDCB85A

coiled-coil domain containing 85A

Csprs (includes others)

DCN decorin

DIO3 deiodinase, iodothyronine, type I11

EFNB1 ephrin-B1

ESM1 endothelial cell-specific molecule 1

EZR ezrin
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 14 (GalNAc-

GALNT14 T14)

GRB14 growth factor receptor-bound protein 14

GZMH granzyme H (cathepsin G-like 2, protein h-CCPX)

HHIPL1 HHIP-like 1

HS6ST2 heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 2

LCN2 lipocalin 2

LTBP1 latent transforming growth factor beta binding protein 1
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MAB21L2 mab-21-like 2 (C. elegans)

MARC1 mitochondrial amidoxime reducing component 1
MBOAT2 membrane bound O-acyltransferase domain containing 2
MGLL monoglyceride lipase

MKX mohawk homeobox

MMP16 matrix metallopeptidase 16 (membrane-inserted)

NT5E 5'-nucleotidase, ecto (CD73)

PCOLCE2 procollagen C-endopeptidase enhancer 2

PENK proenkephalin

PLALA phospholipase A1 member A

PLACS8 placenta-specific 8

PRG4 proteoglycan 4

PTGIS prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase

RARRES1 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1
RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa

SERPINA3 serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 3
SLC38A1 solute carrier family 38, member 1

SMOC2 SPARC related modular calcium binding 2

Sp100 nuclear antigen Sp100

SYNPO2 synaptopodin 2

TBX4 T-box 4

TNFSF13B tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b

Por fim, é possivel também identificar um grupo onde existem genes que estdo

diferentes entre as duas linhagens distréficas mas ndo entre cada uma delas e o controle.

A B

C

C

Figura 34: Diagrama de Venn ilustrando o grupo de genes diferencialmente expressos tanto nos animais
Lama2®?/J quanto nos animais Large™?, porém que néo deram diferencialmente expressos entre cada linhagem
distrofica e o controle.

Foram identificados 4 genes, sendo que um deles ndo esta mapeado. Este grupo € dos
genes que estdo subexpressos em uma das linhagens e superexpressos na outra. Quando cada
linhagem é comparada com o controle a diferenca na expressdo destes quatro genes ndo €

suficientemente significante.

Tabela 27: Genes diferencialmente expressos identificados nas duas linhagens distréficas porém ndo
guando comparadas ao controle.

© 2000-2013 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Symbol Entrez Gene Name

ANGPTL1 angiopoietin-like 1

B3GNT5 UDP-GIcNACc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 5
Hdac9 -

OCEL1 occludin/ELL domain containing 1
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De um modo geral, 0 que podemos perceber destes genes é que a mutagao presente nos
animais Large™? esta alterando muito mais vias do que a mutacdo em Lama2. Também
podemos verificar que a situacdo de um gene subexpresso em um dos modelos e superexpresso
no outro modelo é um evento raro, que aconteceu apenas com 4 genes.

Para aprofundar a analise destes genes é possivel buscar vias nas quais eles estdo
envolvidos, todas com referéncias em literatura e automaticamente selecionadas pelo IPA com
base em parametros que podemos especificar. Para conseguirmos 0 maior nimero possivel de
vias, decidimos especificar apenas o tecido de origem, muscular. Também é possivel conseguir
as principais fungdes das vias levantadas e para auxiliar na compreensdo destes dados
tentaremos relacionar com as 5 funcGes mais representadas.

Iniciamos com o0s 20 genes diferencialmente expressos identificados apenas nos animais

Lama2®?/J. Abaixo, um panorama geral das relagdes entre 0s genes e 0s niveis de expressao
identificados.
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Figura 35: llustracio dos genes diferencialmente expressos identificados apenas na linhagem Lama2®%%/J.
Em A, estdo as moléculas relacionadas e em B, o espacgo celular onde residem. Em verde, genes com expressdo
reduzida e em vermelho genes com expressdo aumentada.

Os graficos sugerem um maior envolvimento de proteinas de membrana plasmatica e
matriz extracelular neste modelo. Isto condiz com o esperado, visto que a subunidade da
proteina mutada neste modelo é uma das responsaveis pela ligacdo de proteinas de membrana a
matriz extracelular no musculo.

Dentre as principais funcdes selecionadas, estdo morte celular por apoptose, proliferacéo
de células e necrose. Além disso, alguns destes genes estdo relacionados com movimento
celular e migracédo de células. Embora nesta via tenhamos dois genes superexpressos, estes sao
periféricos e provavelmente ndo mudam o comportamento da célula. Genes com baixa
expressao estdo tanto na periferia quanto no centro das vias.

Este tipo de analise, no modelo Large™®, é muito mais complexo, visto que a
quantidade de genes diferencialmente expressos selecionados foi muito maior. Apenas a titulo

de exemplo, abaixo estdo os graficos gerados para esta linhagem.
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Figura 36: llustragdo dos genes diferencialmente expressos identificados apenas na linhagem Large™". Em
A, estdo as moléculas relacionadas e em B, o espaco celular onde residem. Em verde, genes com expressao reduzida e
em vermelho genes com expressdo aumentada. Cada nimero (1-4) corresponde a uma via diferente.

No modelo Large™", de maneira bem geral e simplificada, o que podemos verificar é o

envolvimento de diversas cascatas, tanto com ativagcdo como com desligamento de vias. Muitas

funcbes diferentes estdo envolvidas, inclusive algumas relacionadas com diferenciacgéo,
migragéo, proliferacdo e morte celular.

O que as duas linhagens distroficas possuem em comum pode ser resumido nos
diagramas abaixo.
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Figura 37: Ilustragdo dos genes diferencialmente expressos identificados nos dois modelos distroficos. Em
verde, genes com expressao reduzida e em vermelho genes com expressdo aumentada.

Os animais distroficos apresentam, em sua maioria, genes com expressdo reduzida,
sendo as principais funcbes relacionadas com a progressdo do ciclo celular, resposta
inflamatdria, sintese de DNA e fibrose. Estas fungdes levantadas estdo de acordo com resultados
anteriores de nosso grupo, além de serem confirmados pelas altera¢cBes causadas nos tecidos
distroficos. Mais interessante, estes sinais estdo sendo enviados pelas proprias células que
seriam responsaveis pelo reparo do tecido.

No grupo onde alguns genes estavam com expressdo aumentada em uma linhagem e
reduzida no outro modelo existem apenas trés genes identificados: ANGPTL1 (expresséo

™% B3GNT5 (expressdo reduzida no Large™) e OCEL1 (expressdo

reduzida no Large
aumentada no Large™?).
O gene ANGPTL1 tem como funcdo principal a sinalizacdo para a formacéo de vasos.

Este gene pertence a familia de fatores de crescimento endoteliais vasculares e é expresso em
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uma vasta quantidade de tecidos. Alguns estudos in vitro mostram que este fator secretado nédo é
um mitogeno endotelial.

B3GNT5 é uma enzima que transfere galactosil-N-acetilglicosaminil para substratos de
glicolipides e participa do processamento de O-glicanos. O fato desta enzima estar subexpressa
em animais Large™? é extremamente interessante visto que a enzima Large também participa
destes processos de O-glicosilacéo.

Para tornar os dados obtidos mais robustos e tentar esclarecer ainda mais a participagédo
dos genes nos processos complexos envolvidos, realizamos o cruzamento das listas de genes
diferencialmente expressos, sem nenhum tipo de filtro, com o banco de dados MADMuscle
(Baron, Dubois, et al., 2011).

A andlise comparativa cria um ranking com 0s genes que tiveram similaridade com os
grupos do banco de dados, além de listar as principais fun¢Ges envolvidas com 0s genes
diferencialmente expressos.

Selecionando apenas aquelas vias onde o ranking foi maior de 50, temos que na analise
que compara os animais Lama2®?/J com C57Black6é e Large™“ com C57Blacké temos o
envolvimento de transporte mediado por vesicula / migracdo celular / matriz extracelular /
regulacdo de qualidade bioldgica.

Apesar de serem as mesmas funcBes 0s genes com sobreposicdo foram outros: Adcy?2 /
Aldhla3 / Angptl7 / Bcl6b / Capn6 / Ccdc85a / Cdh13 / Ch25h / Cp / Cx3cll / Dab2 / Den /
Edil3 / Efnbl / Esm1 / Fbnl / Gjal / Glrb / Grik5 / 1116 / Lcn2 / Ltbpl / Mab2112 / Map3k8 /
Mef2c / Mgll / Mmp16 / Myold / Nfkbia / Nt5e / Palmd / Pcdh20 / Pitx1 / Plala / Plac8 / Prg4 /
Prrx1 / Rcanl / Rgs2 / Slc24a6 / Slc25a45 / Smoc2 / Sp100 / Tgfb3 / Tnfaip8 / Tnfsf13b /
Wdfy1 (47) em Lama2®?/J.

Adamtsl / Adcy2 / Aldhla3 / Angptl7 / Agpl / Arfé / Atpl0a / Bambi / Bckdhb / C3/
Trim21 / Capn6 / Caspl/ Cbr2 / Ccdc85a / Cd200 / Cd99 / Cdr2l / Chstl / Cish / Cleclla /
Cmah / Cndp2 / Col1lal / Comp / Cspg4 / Cygb / Dcn / DIkl / Dnml / Dpepl / Eefla2 / Efnbl
[ Emp2 / Erapl / Esml/ Eya2 / Fbinl/ Fgl2 / Fndc4 / Frzb / Gas5 / Gda / Gjal / Gjb2 / Gpx3/
Grik5 / Gypc / 1116 / 133 / Irf1 / Lcn2 / Leprot / Lgals9 / Lif / Ltbpl / Lyn / Mab2112 /Map3k6 /
Map3k8 / Mdk / Meox1 / Mfap4 / Mgll / Mgp / Mmp16 / Mpp7 / Myold / Nr4a2 / Nt5e / Ocell
/ Parpl4 / Pde2a / Pitx1 / Plala / Plac8 / LOC100039246 / Plau / Plcb4 / PIs3 / Prg4 / Prrx1 /
Prss35 / Psd3 / Ptprk / Rbpms / Rdh10 / Rgs2 / Rgs4 / Rnasel / Rnd3 / Rpl391 / Rps24 / Rrad /
Sdc4 / Sema3f / Sepwl / Slc25a45 / Smarcal / Smoc2 / Sp100 / LOC100041034 / Sponl / Sspn
[ Tceal6 / Tfpi / Tgfb3 / Thbs4 / TII1 / TIr6 / Tmem140 / Tnfaip6 / Tnfsf13b / Tuba8 / Uspll /
(115) em Large™".

Na analise que comparou Lama2¥?’/J com Large™* foram selecionadas duas vias: uma
relacionada com fosforilacdo oxidativa / transporte de elétrons pela mitocondria/NADH (15

genes) e processo metabdlico de &cidos graxos / beta-oxidacdo de acidos graxos / mecanismos
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anti-apoptose / processo metabdlico monocarboxilico (13 genes). Foi muito interessante termos
encontrado processos associados a mitocondria, pois em nenhuma destas distrofias sabe-se do

envolvimento desta organela no processo distrofico.

e. Validacéo por Q-PCR do gene LARGE

Apesar da técnica de microarray ja estar bem estabelecida e ser bastante reprodutivel,
adota-se como padrdo ouro a validacdo de alguns genes selecionados entre os diferencialmente
expressos pela técnica de Real Time PCR. O resultado de expressao semelhante obtido por uma
técnica diferente serve para confirmar que os dados obtidos sdo verdadeiramente resultado da
expressao génica analisada e ndo um artefato.

As amostras de RNA extraido previamente foram novamente quantificadas para a
sintese de cDNA.

Tabela 28: Quantificagdo de RNA para a sintese de cDNA necessaria a0 Q-PCR. Amostras sinalizadas em
amarelo ndo possuiam quantidade suficiente (volume) para prosseguir na reacéo.

pg/mL
BL-01 214,70
BL-05 123,30
BL-08 129,40
BL-11 208,90
BL-14 394,60
BL-15 297,20
BL-16 236,30
BL-17 259,80
BL-18 373,60
BL-19 201,60
2J-75 160,00
2J-76 161,20
2)-78 192,20
2J-87 291,00
2J-88 173,00
2J-89 106,80
2J-90 368,20
LG-021 307,90
LG-024 219,70
LG-025 261,10
LG-027 121,40
LG-028 294,90
LG-055 147,40
LG-056 244,10
LG-073 302,70
LG-108 123,90
LG-109 154,10
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As amostras sinalizadas em amarelo ndo possuiam quantidade de RNA suficiente para a
sintese de cDNA, portanto ndo puderam prosseguir para a valida¢do. Passamos, entdo, a sintese
de cDNA com as amostras restantes, que foram entdo amplificadas:
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Figura 38: Amplificacdo das amostras das trés linhagens estudadas. Em verde o gene Gapdh e em vermelho
0 gene Large.

Passamos, entdo, para a quantificacdo relativa das amostras. O threshold escolhido para
os célculos foi automaticamente selecionado pelo programa. Apds a quantificacéo, a diferenca
obtida entre os grupos foi testada quanto a sua significancia através do teste ndo-paramétrico de

Mann-Whitney.
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Figura 39: Quantlflca(_;ao relatlva da expressdo do gene Large ;as diferentes amostras estudadvz‘is (A) ou
média da expressao relativa nos grupos (B). No asterisco, p<0,05.

Pudemos confirmar, com estes resultados, a reprodutibilidade e confiabilidade dos
experimentos de microarray, visto que os valores de expressdo obtidos para 0s animais Largemyd
através de Q-PCR estdo concordantes com os valores obtidos por microarray, tanto na
comparagdo com os controles normais quanto na comparagio com os animais Lama2®%/J. Da
mesma forma, os valores obtidos para os animais normais e os animais da linhagem Lama2¥?"/J

por meio do Q-PCR também estdo concordantes com os valores obtidos por microarray.
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Discussao

As miofibras, unidades funcionais responsaveis pela contracdo muscular, séo formadas
na embriogénese, quando células mononucleares denominadas mioblastos se fundem em fibras
musculares imaturas, 0s miotubos. Os nucleos das fibras maduras, em condi¢cdes normais, nao
podem entrar novamente em estado proliferativo. Dessa forma, durante a vida pés-natal, todo o
crescimento e reparo musculares sdo realizados pela populacdo de células mononucleares
miogénicas conhecida como células-satélite (Hawke e Garry, 2001; Zammit, Partridge e
Yablonka-Reuveni, 2006).

As células-satélite foram inicialmente descritas na década de 60, primeiramente por sua
localizagdo anatdmica na superficie das fibras musculares, entre a lamina basal e a membrana da
fibra muscular (Mauro, 1961). Entretanto, s6 se provou que estas células eram de fato
progenitores musculares quando foram capazes de produzir linhagens miogénicas, capazes de
proliferar, diferenciar e se auto-renovar in vitro e in vivo (Bischoff, 1975; Konigsberg, Lipton e
Konigsberg, 1975; Rosenblatt et al., 1995; Collins et al., 2005). Na maioria dos musculos
normais adultos, as células-satélite estdo em seu estado quiescente, até que sua ativacdo é
desencadeada por lesdes musculares (Schultz, Gibson e Champion, 1978; Grounds e Yablonka-
Reuveni, 1993; Hawke e Garry, 2001). Lesdes sutis podem levar a uma pequena proliferacdo de
células satélite ativadas enquanto que um trauma maior pode recrutar um grande nimero de
células-satélite e promover um periodo de proliferagdo mais longo antes do inicio da
diferenciagdo. Como pequenas lesGes nas miofibras ocorrem rotineiramente durante as
atividades diarias, este mecanismo de reparo é essencial para a manutencdo do musculo ao
longo da vida do individuo (Danoviz e Yablonka-Reuveni, 2012).

A ativacdo dos precursores miogénicos é controlada por sinais dados pelo nicho
muscular, rede de microvasos e células inflamatdrias (Bischoff, 1989; Yablonka-Reuveni, Seger
e Rivera, 1999; Gopinath e Rando, 2008). Fatores sistémicos também podem regular a ativagdo
(Conboy et al., 2005; Carlson et al., 2009). O comportamento das células-satélite esta sob
controle regulatério rigido, de forma a equilibrar os varios estados mantidos ativamente,
incluindo a quiescéncia, entrada na proliferacdo e continuidade no ciclo celular e diferenciagéo
terminal (Day, Paterson e Yablonka-Reuveni, 2009; Danoviz e Yablonka-Reuveni, 2012). Além
disso, estas células também possuem a capacidade de repovoar um pool de reserva e se auto-
renovar, tornando-as células-tronco tecido-especificas (Collins et al., 2005; Sacco et al., 2008).
Nas distrofias musculares, entretanto, imagina-se que ocorra a exaustdo das células-satélite

devido a demanda continua por células miogénicas de reparo (Blau, Webster e Pavlath, 1983;
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Webster e Blau, 1990; Aguennouz et al., 2011). O isolamento e estudo desas células, portanto, é

crucial para o entendimento de seu papel no masculo.
1. Extracao de células-satélite

Para conseguir realizar nossos estudos com as células-satélite, decidimos inicialmente
trabalhar com estas células in vitro. Embora seu nicho seja bem conhecido, o isolamento destas
células ndo é trivial e diversas metodologias surgiram para conseguir retirar a célula-satélite de
sua posi¢do proxima ao musculo.

Existem técnicas extremamente sofisticadas para fazer o isolamento das células.
Em alguns trabalhos é possivel inclusive verificar a remoc¢édo das células por meio de
microdisseccdo a laser e estudo de expressdo génica de cada célula individualmente
(Vanderburg e Clarke, 2013). Entretanto, estas metodologias requerem uma
especializacdo e equipamentos proprios, e se aplicam a estudos basicos, onde basta uma
célula ou linhagem para responder a questdo em estudo. Como em nosso trabalho,
comparamos as populacdes de diversas linhagens distréficas e controle normal,
selecionamos metodologias possiveis de serem aplicadas em um numero grande de
amostras. Além disso, 0s objetivos deste trabalho ndo envolvem as especificidades dos
perfis de expressdo de cada célula individualmente, mas sim um perfil de expressao
global que pudesse explicar parte das diferengas encontradas entre os dois modelos
estudados (Lama2??’/J e Large™) e o animal normal. Assim, para este trabalho é mais
interessante ter um pool representativo das diversas subpopulaces de células-satélite
presentes no musculo dos animais, 0 que conseguimos através das técnicas de
isolamento testadas.

Testamos também a técnica de isolamento de fibra Unica (Yablonka-Reuveni e
Rivera, 1994; Rosenblatt et al., 1995; Shefer et al., 2006; Yablonka-Reuveni e
Anderson, 2006), buscando estudar células-satélite quiescentes, embora ndo tenhamos
conseguido manter essas fibras e células por mais tempo em cultura, além de termos

conseguido um rendimento extremamente baixo.
a. Meétodo do explante

Neste metodo, um dos primeiros a serem desenvolvidos (Rosenblatt et al., 1995),

pudemos verificar que as células-satélite migram do tecido implantado no frasco de



cultura e permanecem aderidas, multiplicando-se. Esta migracdo, entretanto, € lenta.
Ainda assim, este método possibilita a obtencdo de uma cultura de células-satélite e

mioblastos com menos células contaminantes de outros tipos, tais como fibroblastos.

b. Método da digestado

Ao usar enzimas para digerir o tecido muscular é possivel isolar um ndmero
maior de células-satélite e povoar o frasco de cultura num periodo de tempo muito mais
curto. As células do meio do tecido, que ndo migrariam espontaneamente no método do
explante, podem ser liberadas e aderirem livremente na garrafa. Assim, este método
possibilita uma maior quantidade de células num periodo muito mais curto, ja que nao
precisa se aproveitar da mobilidade e capacidade de migracdo das células (Shefer et al.,
2006). De fato, em nossos experimentos, obtivemos comparativamente uma quantidade
de células muito maior ap6s mesmo periodo em cultura, esta de acordo com o descrito
em literatura.

Por outro lado, a contaminacdo de outros tipos celulares na cultura é,
infelizmente, muito maior com o uso da técnica da digestdo (Li, Pan e Huard, 2010).
Especialmente nas linhagens distroficas, onde existe infiltragdo de tecido conjuntivo e
adiposo em todo o tecido muscular, € claro que estes tecidos também serdo digeridos e
poderdo contribuir com células com capacidade de aderir a garrafa, como fibroblastos,
células endoteliais, mesenquimais, entre outras. Um método de purificacdo da cultura se
faz necessario, portanto realizamos pre-plating em todas as nossas amostras, conforme
descrito por Li (Li, Pan e Huard, 2010).

Uma dificuldade encontrada, portanto, para a obtencdo de uma linhagem de
células-satélite musculares foi a de como retirar estas células sem ativa-las e mantendo
suas caracteristicas, necessarias para a avaliacdo da expressao génica. Infelizmente nédo
foi possivel para este trabalho conseguirmos as celulas-satélite quiescentes, portanto

trabalhamos apenas com as obtidas pela técnica da digestdo, que sdo células ativas.

90



2. Caracterizacdo fenotipica e identificacdo de subpopulagdes

A caracterizacdo das celulas-satélite por marcadores de superficie celular
também ndo € trivial. Existem diversos marcadores que podem ser usados para
identificar essas células nos varios estagios de diferenciagdo tais como PAX3, PAX7,
MYOD e miogenina. E possivel identificar as células-satélite em sua posigéo fisioldgica
com a utilizacdo de anticorpos anti-PAX7, em diferentes espécies, como camundongo
(Seale et al., 2000; Zammit et al., 2004), rato (Shefer et al., 2010), galinha (Halevy et
al., 2004) e humano (Lindstrom e Thornell, 2009). Porém todos estes anticorpos
especificos para células-satélite sdo intracelulares e requerem a fixacdo e
permeabilizacdo das células para sua utilizacdo na identificacdo de subpopulagdes por
citometria seletiva. Assim, mesmo identificando estas sub-populacdes de interesse, estas
células ndo estardo mais viaveis para cultivo e analise.

Procuramos entdo identificar o perfil fenotipico das células com diversos outros
marcadores. Alguns deles sdo utilizados para identificacdo de células mesenquimais
(Dominici et al., 2006; Patki et al., 2010), tais como CD29+, CD44+, CD73+, CD90+,
CD 105+ e SCALl. Ao mesmo tempo, alguns marcadores sdo reconhecidamente
negativos em células mesenquimais por serem especificos de outros tipos celulares:
CD45, que marca células hematopoiéticas e CD31, que marca células endoteliais. O
marcador CD13 é indicativo de senescéncia celular (Dominici et al., 2006).

Também testamos a contribuicdo de células CD133+ em nossas linhagens.
Torrente et al. identificaram uma subpopulacdo de células-tronco musculares que
expressavam este marcador e eram capazes de diferenciar em musculo, endotélio e
tecido hematopoiético (Torrente et al., 2004). Em outro estudo (Negroni et al., 2009) o
grupo comparou a capacidade regenerativa de células humanas CD133+ e mioblastos
derivados de células-satélite em um modelo de crio-lesdo. As células CD133+ foram
mais eficientes regenerando o musculo, repovoando o nicho de células-satélite e
migraram mais extensivamente. Depois destes trabalhos, outros grupos tentaram
identificar o potencial miogénico destas células (Fishman et al., 2013; Ohkawa et al.,
2013), e seus resultados sugerem que estas possuem sim um potencial miogénico maior
que outras populagoes.

Com relagéo aos marcadores especificamente miogénicos, algumas publicacdes
estabeleceram que as células-satélite podem ser isoladas baseada na selegcdo positiva
para CD29, CD34, CD56 e CXCR4 (Cerletti et al., 2008; leronimakis et al., 2010;
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Uezumi et al., 2010; Chirieleison et al., 2012). O potencial miogénico de células da side
population também parece estar aumentado em células Scal positivas (Penton et al.,
2013).

Em nossas linhagens, primeiramente observamos que as amostras nao foram
contaminadas por outros tipos celulares, conforme os baixos valores de CD45 (< 16%) e
CD31 (< 7%), nem estavam em estagio de senescéncia, com valores abaixo de 15% de
marcacdo em CD13.

A caracterizacdo das populacGes de células-satélite isolada de animais normais
identificou que ndo houve diferenca nos marcadores testados em PP1 e PP2, a exce¢do
do marcador CD56 e CD44, mais expresso nas células de PP2, o que sugere um
enriquecimento da populacdo miogénica com caracteristica mesenquimal. Além disso,
observamos o aumento das células CD29+, CD44+, CD90/105+, CD73+, SCA1+,
CXCR4+ e CD133+ em PP6. Isto sugere um enriquecimento de células com capacidade
miogénica/mesenquimal ao longo dos pre-platings. Existem trabalhos que dizem que as
células isoladas em PP2 sdo os mioblastos mais comprometidos e que as células
isoladas em PP6 sdo mais proximas a tronco (Chirieleison et al., 2012; Fishman et al.,
2013). Nas comparacdes das linhagens normais, observamos estas mesmas
caracteristicas, evidenciadas pelos marcadores de superficie que identificaram em PP1 e
PP2 um padrdo de expressdo mais proximo ao observado na linhagem controle de
mioblastos C2C12 e em PP6, um padrdo semelhante ao controle de células-tronco
mesenquimais de medula dssea .

O que podemaos concluir é que: 1) a populacao de células obtidas apds PP1 e PP2
mostram um padrdo fenotipico observado em linhagens com caracteristicas miogénicas,
como mioblastos indiferenciados; 2) foi possivel identificar um enriquecimento de uma
sub-populacdo em PP2 expressando mais o marcador CD56; 3) a técnica de pre-plating,
quando levada ao ponto maximo de PP6, destacou este padrdo de selecdo misto de
celulas com caracteristicas mesenquimais e miogénicas. Em etapa posterior,
pretendemos testar a potencialidade das células PP6 em ensaios de diferenciacdo destas
células em diferentes tecidos de origem mesenquimal, como 0sso, cartilagem e gordura.
Ja nas células provenientes das linhagens de animais distréficos, observamos que em
PP1 da linhagem Lama2%%/J a populagéo inicial de células foi mais enriquecida com
fendtipo CD29+, CD44+, CD90/105+, CD73+, SCA1+ e CXCR4+ que nos controles e
em relagdo as outras linhagens isoladas. A expressdo de todos estes marcadores é

diferente em PP1 com relacdo a PP2, evidenciando uma populacdo inicial mais
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heterogénea. Estas observagdes sugerem que nas culturas dos modelos distréficos houve
um padrdo de selecdo diferente, onde nas amostras provenientes da linhagem
Lama2%%/J foram implantadas populacdes iniciais mais ricas em células semelhantes as
C2C12. Estes marcadores podem indicar uma populacdo inicial maior de células em
estado de proliferacdo, que se perdem na passagem de PP1 para PP2. Concluimos que:
1) na linhagem Lama2®?/J a populacéo inicial é mais heterogénea e rica em células
semelhantes a mioblastos C2C12, sugerindo maior numero de células em estagio
proliferativo; 2) a técnica de pre-plating, quando usada nos animais distroficos,
seleciona negativamente estas células, tornando os PP2 das duas linhagens distroficas
mais semelhantes entre si; 3) as células isoladas em PP2 exibem padrdo de expressao de
marcadores semelhante aos mioblastos C2C12, sendo portanto constituidas de

populacdo com caracteristica miogénica.
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3. Estudo do perfil de expressao génica

a. Capacidade proliferativa das células isoladas

Observamos que varias culturas dos animais C57Black ndo proliferaram
adequadamente, enquanto que o grau de sucesso das culturas dos animais distréficos foi
muito maior. Atribuimos esta diferenca ao ganho de experiéncia técnica do
experimentador. N&o foi possivel verificar diferencas na proliferacdo entre as linhagens,
mas sabemos que estamos selecionando as células com a maior capacidade de
proliferagédo dentre aquelas presentes no tecido.

Infelizmente no prazo para realizacdo deste trabalho, apesar de termos coletado
células de 12 animais, apenas 10 proliferaram e destas 7 foram para os estudos de
expressdo. N&o conseguimos todos os 10 animais Lama2®?/J que esperdvamos obter
para a realizacdo das anélises. Como dito anteriormente, essa linhagem é mantida em
heterozigose e apenas 25% dos animais de cada ninhada sdo de interesse. Por este
mesmo motivo, ndo determinamos um sexo especifico para a coleta das amostras - 0

que iria reduzir ainda mais a quantidade de animais de interesse em cada ninhada.

b. Extracdo e purificacdo de RNA, Pré-analise, normalizacéo e

controles de qualidade

De todas as amostras extraidas e purificadas, apenas uma amostra ndo teve a
extracdo adequada de seu RNA, por motivos desconhecidos, e duas amostras de
Lama2®®/J n3o foram purificadas adequadamente, também por problemas ndo
identificados.

A andlise dos controles de qualidade dos microarrays excluiu apenas uma lamina
de C57Black6. Todas as outras foram aprovadas nestes controles e seguiram para a
andlise.

Escolhemos realizar o pré-processamento por RMA (Robust Multichip Average),
ja disponivel no software distribuido pela Affymetrix responsavel pelos controles de
qualidade das laminas. No pré-processamento por RMA séo realizados trés passos:
ajuste do background, normalizagdo por quantil (quartis) e sumarizacdo (Bolstad et al.,
2003; Irizarry, Bolstad, et al., 2003; Irizarry, Hobbs, et al., 2003).
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C. Anélise dos resultados dos microarrays de expressao

i. Genes diferencialmente expressos

Utilizamos o método estatistico SAM (Significance Analysis of Microarrays)
para a selecdo dos genes diferencialmente expressos. O SAM é um método
desenvolvido especificamente para o uso com dados de microarrays, que ird selecionar
0s genes através de célculos ndo-paramétricos. Neste método, permutagdes repetidas
dos dados sdo usadas para determinar se a expressdo de qualquer gene é significativa
(Tusher, Tibshirani e Chu, 2001). Anélises baseadas em permutacdo sdo usadas para
estabelecer correlacédo entre genes e evita que se assuma a distribuicdo normal.

Os genes diferencialmente expressos foram selecionados e colocados em listas
para a seguir serem adicionadas as notacdes de cada um deles. Nestas listas é possivel
perceber um enriquecimento de genes com expressdo diminuida, independentemente da
distrofia associada. Estas listas de genes diferencialmente expressos, porém, sdo dificeis
de serem analisadas pela quantidade de genes envolvidos, portanto aplicamos um filtro
determinando a origem muscular das amostras analisadas. Este filtro reduziu os genes a
aproximadamente 50%. Analisamos entdo os genes com expressdo modificada em cada

uma das distrofias e entre elas.
e Células-satélite de animais Lama2¥%/J

No perfil de expressdo apresentado pelas células provenientes dos animais
Lama2%?/J foi possivel unir todos os genes com modificacies em apenas uma via, que
parece estar preferencialmente inibida. A andlise da distribuicdo das moléculas com
expressao variada identifica um maior numero de alteracdes na membrana plasmatica
ou matriz extracelular, mesmo compartimento celular da laminina 2.

Dentre as principais func6es da via selecionada podemos destacar crescimento e
proliferacdo celular, movimento celular, morte e sobrevivéncia celular. A molécula
regulatoria, de acdo nuclear, existente na via € MAF. MAF é um fator de transcricao
responsavel por regular a diferenciagdo em varios processos, especialmente em
neurdnios mecanosensoriais, (Wende et al.,, 2012), células oculares, células
hematopoiéticas, (Wende, Lechner e Birchmeier, 2012) entre outros. Quando inibido,
ndo sinaliza para promover o inicio da diferenciacdo (Wende et al., 2012). Seu papel na

diferenciacdo muscular ainda ndo foi elucidado. Nos animais Lama2®?/J obsevamos
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reducdo na expressao de MAF, o que pode ser compativel com a manutencdo do estado
proliferativo destas células no musculo destes animais. De acordo com nossa publicagdo
anterior, quando ha estimulo a diferenciacdo as células reduzem a expressdo de
marcadores de proliferacéo e vice-versa (Onofre-Oliveira et al., 2012).

J& GLRB codifica para subunidade beta do receptor de glicina, que funciona
como um canal iénico mediado por neurotransmissor e que produz hiperpolarizagéo por
aumento na condutancia de fons cloro. E interessante notar que mutacdes neste gene
levam a "doenca do sobressalto” (startle disease)(Andermann et al., 1980), que quando
associada a mutagdes no gene GLRB possui heranga autossomica recessiva (Rees et al.,
2002) e perda de sensibilidade ao agonista. Animais Lama2®%/J apresentam
comportamento semelhante ao descrito, especialmente quando submetidos a stress.
Outros fatores certamente estdo envolvidos no fenétipo do Lama2¥?/J, como a falta de
mielinizacdo correta nos nervos periféricos (Yang et al., 2005), mas a baixa expressdo
desta proteina também pode dar informacdes importantes para a descrigdo do modelo.

Em relacdo aos genes superexpressos neste modelo, dois deles merecem
destaque: Asic3 - sensor de acidose extracelular e outros metabdlitos relacionados com
isquemia e exercicio (Gautam e Benson, 2013), recentemente descrito e cujo papel no
masculo distréfico ainda ndo foi elucidado; e Cdh3, uma caderina, glicoproteina de
adesdo celular dependente de calcio, envolvida em eventos de perda de heterozigose e
desenvolvimento de cancer (Hibi et al., 2009).

Assim, alguns dos genes identificados nas células provenientes de animais
Lama2®?/J sugerem regulagdo positiva da proliferacdo celular e inibicdo a
diferenciacdo, com alteracGes significativas da membrana e matriz extracelular,

condizentes com a mutagdo que carregam.

e Células-satélite de animais Large™¢

Ja nas células provenientes dos animais Large™? observamos uma quantidade
notavel de genes diferencialmente expressos. A mutagdo no gene Large leva a perda de
um dominio funcional da enzima por ele codificada, membro da familia das N-
acetilglicosaminiltransferases. Esta enzima participa da glicosilacio da alfa-
distroglicana e pode tambeém participar da sintese de glicoproteinas e cadeias de
glicoesfingolipides. Também pode estar envolvida na adicdo de unidades repetidas de
dissacarideos (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/9215). Estas diferentes fun¢Ges podem
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explicar a alteragdo de tantos genes diferentes, que podem ser regulados direta ou
indiretamente por LARGE. Também verificamos que o gene Large, nos animais que
possuem mutacgdo, esta com expressdo reduzida, evidenciando instabilidade do RNA
mensageiro do gene mutado.

Na via 1 selecionada observamos intensa ativagdo nuclear, levando a reducdo na
expressdo de genes da membrana plasmaética e espaco extracelular. Dentre os genes
ativados podemos salientar interferon zeta e outros genes regulados/de regulacdo ao
interferon, como [fi202b e Irfl, além de TIr6. Interferon é uma molécula
imunomodulatdria secretada em resposta principalmente a patdgenos. Esta citocina ativa
0 sistema imune e diferentemente de outros interferons o interferon zeta possui uma
atividade mais especifica, com um namero limitado de sinais e atividades bioldgicas
(Oritani e Tomiyama, 2004). Sabe-se que em mioblastos C2C12 a adicdo de interferon
no meio de cultura pode levar a disturbios de miogénese regulada por IGF-1 (Wieteska-
Skrzeczynska, Grzelkowska-Kowalczyk e Rejmak, 2011). O IGF possui efeito
anabdlico em adultos e atua pela via de AKT, gue estimula o crescimento e proliferacdo
celular. Na presenca de interferon, o crescimento e proliferacdo celulares estariam
inibidos ou funcionando anormalmente. Também notamos a ativacdo de Caspl, enzima
envolvida com morte celular por apoptose, causando a perda prematura das células
selecionadas.

Nas via 2 e 3 e 4 observamos ativacdo de moléculas de citoplasma e membrana
plasmaética interferindo na expressao de genes que codificam proteinas da membrana e
matriz extracelular. Nenhum destes genes possui funcdo conhecida relacionada ao
musculo, portanto ndo € possivel assumir relacbes entre a expressdo destes genes e o
fenotipo das células-satélite.

Na via 4 observamos o aparecimento do gene Dmd, que apesar de ndo estar
diferencialmente expresso tem relagdo com a superexpressdo de Pamrl (peptidase
domain containing associated with muscle regeneration 1), associado com regeneragédo
muscular e reduzido em pacientes com DMD (Nakayama et al., 2004), porém
aumentado em camundongos Dmd™ (Hara, Nakayama e Nara, 2005) e Ash5,
relacionado com diferenciacdo muscular (Jensen et al., 2012). O que esta via indica é
um direcionamento a diferenciacdo celular, mesmo sem estimulo, o que pode estar
inibindo a proliferacdo celular desta populagéo de células.

A Unica via candnica que parece estar suprimida nestas células é a de TGFB, que

por sua vez deixa de ativar MAPK. Sabe-se que MAPK esta envolvida em regulacéo de
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ciclo celular, sendo inclusive associada a cancer, onde sua superexpresséo pode levar ao
crescimento e transformacdo celulares (Wegiel et al., 2010). Assim, uma variedade de
funcBes celulares controladas por estas moléculas, como regulacdo de transcricdo e
apoptose também ficam alteradas.

De fato, trabalhos recentes associam Large com func¢bes ndo antes imaginadas,
como primeiro modificador conhecido de anti-trombina plasmaética, ou seja, envolvido
na modulacdo de secrecdo extracelular de glicoproteinas (De La Morena-Barrio et al.,
2013). Se Large estd envolvido com modulagdo de secrecdo, mutacGes nesta proteina
podem alterar os mecanismos de feedback de diversas outras proteinas glicosiladas,

alterando assim a expressdo de muitos genes.

e Distréficos versus controles normais

Nos animais distréficos comparados aos animais normais podemos destacar a
baixa expressdo de MMP16, uma das moléculas envolvidas no remodelamento do
tecido muscular e importante na regeneracdo muscular. MMP16 ativa MMP2 por meio
de clivagem e esta, entdo, age degradando colageno tipo IV (Morgunova et al., 2002).

Pudemos observar também a ativacdo de PLACS8, regulador positivo de
proliferacdo celular (Song et al., 2011); EFNBL, proteina com papel em adesao celular e
responsavel por guiar o desenvolvimento de ax6nios, relacionada com craniossinostoses
(Passos-Bueno et al., 2008); SYNPO2, ligante de alfa-actinina muscular, inicialmente
relacionada a musculo liso (Schroeter et al., 2008); SMOC2, proteina responsavel por
organizar matriz extracelular (Basciano et al., 2011), altamente expressa em lesdes
cuténeas no processo de cura (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/64094). Ao mesmo
tempo, observamos expressao reduzida de DCN, proteina de matriz extracelular que se
liga as fibras tipo | de coldgeno e possui papel na organizacdo da matriz extracelular
(Brandan, Cabello-Verrugio e Vial, 2008), sendo também um gene candidato para a
sindrome de Marfan (Raghunath et al., 1993).

o Lama2®?/J versus Large™*
Os genes identificados apenas nos animais distroficos e ndo nos animais normais

revelam genes que estdo com expressao aumentada em uma das linhagens e diminuida

na outra. Porém, quando os niveis de expressdo destes genes é comparado ao nivel dos
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animais normais o aumento/reducdo ndo € suficiente para tornar-se estatisticamente
significante. A importancia biologica deste grupo é a identificacdo de genes com perfil
de expressao oposto nas duas linhagens distroficas, que poderia explicar diferencas no
fenotipo exibido pelos animais.

O gene Angptll é membro da familia dos fatores de crescimento endotelial,
Unicos fatores altamente especificos para endotélio vascular, que participam na
formacdo de vasos sanguineos (Oike, Yasunaga e Suda, 2004). Esta proteina é
largamente expressa em diversos tecidos, sendo que niveis mais altos de RNAm sao
obtidos em tecidos altamente vascularizados (Oike, Yasunaga e Suda, 2004). Como
nossos estudos foram feitos em células as diferencas nos valores de expressdo deste
gene ndo refletem o grau de vascularizagdo do tecido mas sim diferencas no estimulo a
esta vascularizacdo. Além disso, € importante salientar que esta proteina secretada nédo
age como mitégeno endotelial in vitro (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9068) e
portanto deve ter outras funcdes no estimulo a vascularizagdo tecidual. O animal
Large™¢ possui reducdo na expressdo deste gene em relacdo ao animal Lama2®?/J, o
que poderia refletir na capacidade regenerativa das linhagens celulares, na medida em
que o estimulo a maior vascularizagdo do tecido pode favorecer o acesso mais facil das
células de reparo as lesGes.

O gene B3gnt5 codifica uma proteina de membrana membro da familia beta-1,3-
N-acetilglicosaminiltransferase que possui uma forte atividade para transferir GICNAc a
substratos glicolipides (Kuan et al., 2010). O papel destas moléculas ainda ndo esta
totalmente elucidado, porém animais nocaute para B3GNT5 apresentam diversas
caracteristicas anormais como retardo no crescimento, morte prematura e reducdo da
expectativa de vida (Kuan et al., 2010). Este gene também esta reduzido em Large™".

O gene Hdac9, superexpresso nos animais Large™?

codifica para a histona
deacetilase 9, importante molécula responsavel pela regulacdo génica através da
alteracdo da estrutura da cromatina. Sabe-se que este gene reprime MEF2, outro gene
importante no desenvolvimento muscular (Miska et al., 1999; Lemercier et al., 2000).
Por fim, outro gene cuja expressao esta aumentada é o Ocell, porém nédo existe

literatura a respeito de seu papel na célula.
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d. Validacéo por Q-PCR do gene Large

Geralmente as listas de genes obtidas sdo extensas e € muito improvavel que
todos sejam validados. Para as publicacdes € suficiente que se faca a validacdo de 5
genes. Neste trabalho, fizemos a validacdo de um deles, o gene Large, em todas as
amostras onde o microarray foi realizado. Os dados de expressdo obtidos por esta
técnica foram concordantes com os dados obtidos por microarray, confirmando a

confiabilidade dos ensaios.
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Conclusoes

. A caracterizacdo fenotipica das populacdes de células isoladas identificou:
a. MUSCULO NORMAL

i. a populagdo de células que aderem mais precocemente (PP1) e mais
tardiamente (PP2) mostram um padréo fenotipico semelhante entre si e com
caracteristicas mais proximas as miogénicas.

ii. a técnica de pre-plating, quando levada ao ponto maximo de PP6, isolou
uma populacdo de células com padrdo de marcacdo misto, mantendo as
caracteristicas miogénicas, mas apresentando tambem padrdo de células
mesenquimais, evidenciando células mais imaturas.

b. MUSCULO DISTROFICO

i. Em Lama2®%/J, a populagdo inicial PP1 é mais heterogénea e rica
em células com alta expressao dos marcadors miogénicos, sugerindo
a presenca de um namero maior de células em estagio proliferativo
nesta linhagem.

ii. Em Large™" ndo houve diferenca no padréo de marcacio das populagdes
em PPl e PP2, sugerindo a selecdo de uma populagdo inicial mais
homogénea.

iii. Em Large™ as duas populacbes PP1 e PP2 expressaram pelo menos um
marcador caracteristico de células tronco mesenquimais, sugerindo maior
imaturidade.

Il. A anélise comparativa do perfil de expressdo génica das diversas linhagens mostrou:
a. Exclusivo da linhagem Lama2%%/J

i. Os genes diferentemente expressos pertencem a uma Unica via
relacionada predominantemente com moléculas de membrana ou
matriz extracelular

ii. Os genes envolvidos sugerem regulacdo positiva da proliferacdo
celular e inibicdo da diferenciago.

b. Exclusivo da linhagem Large™"

i. H& modificacdo na expressdo de um grande numero de genes,
condizente com fungBes ainda ndo esclarecidas da atividade de
LARGE, inclusive com modulacdo de secrecdo extracelular de
glicoproteinas

ii. As vias envolvidas relacionam-se principalmente com distdrbios na
miogénese e com ativacdo da diferenciacdo celular mesmo sem
estimulo.

c. Distroficos x Normais

i. Reducdo de expressdéo de gene ligados a regeneracdo e
remodelamento muscular e de organizagdo da matriz extraceular

ii. Ativacdo de reguladores positivos de proliferacdo celular e
organizacgdo de matriz extracelular

d.Lama2%*/J versus Large™"

i. Novos genes identificados nunca antes relacionados ao processo

distrofico, com papel ainda a ser elucidado.
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