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RESUMO

RGMa é um dos membros da familia de moléculas orientadoras repulsivas (RGM), que foram
inicialmente descobertas atuando como pistas para migracao de axénios em formacao. Novos
estudos vém apontando uma maior abrangéncia das fun¢des de RGMa, incluindo durante a
miogénese. Trabalhos anteriores revelaram que a super-expressao de RGMa é capaz de
induzir hipertrofia e hiperplasia de células musculares esqueléticas in vitro. Mas os
mecanismos moleculares utilizados por RGMa para induzir estes efeitos importantes nas
células musculares ndo foram elucidados. Em outros tipos celulares, RGMa foi descrito
sinalizando via o receptor Neogenina ou como co-receptor da sinalizagdo BMP; ambos
isoladamente associados a fendtipos musculares similares aos observados para a super-
expressao de RGMa. Neste trabalho, RGMa administrado na forma de proteina recombinante
a mioblastos da linhagem C2C12, em fase final de diferenciagao miogénica induziu hiperplasia
(maior indice de fusdo) e a diferenciacao das células. Nas fases iniciais da diferenciacdo, RGMa
induziu precocemente a diferenciagao. O tratamento com RGMa de mioblastos sob efeito de
um bloqueador da via BMP potencializou os efeitos de RGMa na hiperplasia celular; enquanto
o tratamento com RGMa de mioblastos que super-expressam o receptor Neogenina também
potencializou os efeitos na hiperplasia e induziu a diferenciacdo miogénica. Além disso, o
tratamento com RGMa em meio de crescimento induziu uma maior viabilidade celular;
enquanto em meio de diferenciacdo, a viabilidade foi reduzida. Estes resultados sugerem,
portanto, que RGMa recombinante induz hiperplasia e diferenciacdo celular; os efeitos de
hiperplasia sao independentes da sinalizagdo BMP; e os efeitos na diferenciagao miogénica
parecem ser exercidos via o receptor Neogenina. Fatores associados ao desenvolvimento
muscular, sdo possiveis fontes de terapias génicas para o tratamento de diversas miopatias e

também alvos para programas de melhoramento genético de animais domésticos.
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ABSTRACT

RGMa is one of the members of the Repulsive Guidance Molecule (RGM) family, that were
initialy found playing roles as clues to guide axon migration. Recent new studies have been
pointing to a higher range of biological functions for these molecules, including during
myogenesis. Previous in vitro works revealed that the RGMa over-expression induces skeletal
muscle cell hyperplasia and hypertrophy. However, the molecular mechanisms used by RGMa
to induce these important skeletal muscle effects were not elucidated thus far. In other cell
types, RGMa was found to sinalize via Neogenin receptor or as correceptors of the BMP
signaling pathway; both of these paths were independently associated with muscle
phenotypes similar to the ones we have observed for RGMa. In this work, RGMa administrated
as recombinant protein to C2C12 mioblasts in terminal differentiation stage induced
hyperplasia (higher fusion index) and differentiation of these cells. If administrated during the
initial stages of differentiation, however, RGMa treatment can induce differentitation only.
RGMa treatment of mioblasts under the effect of a BMP signaling inhibitor drug could
potencialize its effects on hyperplasia; while RGMa treatment of mioblasts that were induced
to over-express the receptor Neogenin could induce the expression of myogenic
differentiation markers. Besides, the RGMa treatment of mioblasts in growth medium could
induce a higher viability index; while in differentiation medium, the viability index was lower
in the treated cells. Therefore, these results suggest that recombinant RGMa can induce both
hyperplasia and skeletal muscle differentiation; the skeletal muscle hyperplasia effects
induced by RGMa is BMP-independent; and that RGMa effects on myogenic differentiation
are induced via Neogenin pathway. Genes associated with skeletal muscle development are
sources for gene therapies to treat a number of myopathies and can also be used in genetic

breeding programs.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1.Moléculas orientadoras por repulsao

Os circuitos neurais sdo a base da fungao neural e fundamentais tanto para o desenvolvimento
embrionario quanto durante a vida adulta dos organismos (Stoeckli et al., 2018). Para que os
circuitos neurais se formem corretamente, os axdnios devem migrar através dos tecidos e
encontrar seu destino final. Atualmente, cinco grupos de moléculas orientadores de axonios
e seus respectivos receptores atuam no cone de crescimento (ligante/receptor):
Semaforinas/Plexins, Netrinas/Neogenina, Slits/Robo, Moléculas de Orientagcdo Repulsivas
(do inglés, Repulsive Guidance Molecules, RGM) /Neogenina e Efrinas/Eph (Van Battum et al.,
2015). A ligacdo ligante-receptor induz uma cascata de sinalizacdo intracelular, que leva ao
direcionamento do cone de crescimento (i) a favor do sinal, caso sejam pistas atrativas; ou (ii)
contra o sinal, caso sejam pistas repulsivas (Stoeckli et al., 2018). Estas moléculas podem atuar
como pistas que sdo secretadas pelas células ou de forma ancorada a membrana plasmatica

(Stoeckli et al., 2018).

As RGMs sdao moléculas que atuam guiando os axonios exclusivamente por sinais repulsivos.
Fazem parte da familia os genes RGMa (foco de estudo desse trabalho), RGMb (também

conhecido como DRAGON), RGMc (ou Hfe2) e RGMd.

RGMa foi o primeiro membro da familia a ser identificado atuando como pista para migracao
de axbénios em formacado no teto dptico, modelo mais usado para estudo do desenvolvimento
do sistema nervoso central (Monnier et al., 2002). RGMa é sintetizada como uma pré-proteina
de 454 aminoacidos (aa) que contém uma sequéncia de sinal de 47 aa, um pro-segmento de
122 aa N-terminal, uma regido madura de 258 (aa 170-427) e um pro-segmento de 27 aa C-
terminal (Matsunaga et al.,, 2004). Todos os outros membros da familia RGM foram
identificados posteriormente contendo uma estrutura proteica semelhante (Figura 1). Na
porcdo N-terminal é possivel encontrar: (i) um peptideo sinal; (iij) RGMa e RGMc possuem
ainda um motivo RGD (tri-aminoacido Arg-Gly-Asp) nesta por¢do, classicamente conhecido
como sitio de adesdo a Integrina. Curiosamente, nenhuma relacdo das RGMs com Integrinas
foi estabelecida até o momento; e (iii) um dominio parcial de von Willebrand tipo D (tipo VWF
D), que inclui um sitio de autoprotedlise altamente conservado denominado GDPH. A porgdo

C-terminal é caracterizada pela presenca de uma cauda GPl (Glicosilfosfatidilinositol),
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responsavel pela manutencdo da forma ancorada da proteina a membrana plasmatica das
células (Monnier et al., 2002; Samad et al., 2004).

RGD' 'GDPH'
> Al o

RGM I N-RGM IvWFD C-RGM I

Figura 1. Esquema representativo da estrutura protéica das RGMs. RGD (tri-aminoacido Arg-Gly-Asp),
ausente somente em RGMb e RGMd; vWFD (dominio parcial de von Willebrand tipo D), contendo o
sitio de autoprotedlise GDPH; e GPI (glicofosfatidilinositol). Figura adaptada de Siebold, 2016.

A proteina RGMa madura pode ainda sofrer clivagens proteoliticas mediada pelas proteases
Furina e SKI-1 (subtilisina/kexina isoenzima-1) que resultam na formacdo de quatro
fragmentos contendo apenas a porcdo C-terminal (C-RGMa) e, portanto atuando de forma
ancorada a membrana plasmatica: CFL-RGMa (60 kDa), U-RGMa (60 kDa), C-RGMa (33 kDa) e
RGMa37 (37 kDa); e ainda trés fragmentos contendo a porcdo N-terminal que atuam como
proteinas soluveis: N-RGMa (30 kDa ou 22 kDa), NN-RGMa (30 kDa ou 18 kDa) e RGMaA (60
kDa ou 45 kDa) (Monnier et al., 2002; Tassew et al., 2009). Explantes neuronais cultivados na
presenca de RGMa soluvel ou transfectados com RGMa revelaram efeitos e niveis distintos
no crescimento axonal, o que sugeriu que cada uma dessas diferentes formas de RGMa
podem induzir fendtipos diferentes (Tassew et al., 2012).
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Figura 2. Representagdo esquematica dos sete peptideos gerados a partir da proteina RGMa pela
clivagem com a Furina e SKI-1. Quatro formas de RGMa ancoradas a membrana plasmatica de células
neuronais foram identificadas utilizando-se um anticorpo para a porgdo C-terminal de RGMa (C-
RGMa); enquanto que trés formas soltveis foram revelados utilizando-se um anticorpo para a regido
N-terminal da proteina (N-RGMa). A cabeca de seta preta indica o local de clivagem autocatalitico; a
seta preta representa o local de clivagem conhecido; as setas vermelhas indicam os locais de clivagem
sugeridos correspondentes a formas sollveis encontradas. Figura adaptada de Tassew et al. (2012).
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Durante o desenvolvimento embriondrio, RGMa foi encontrado amplamente expresso no
sistema nervoso central, na céclea, no pulmao, nos brotos dos membros e no intestino
(Oldekamp et al., 2004; Metzger et al., 2005; Jorge et al., 2012). Em tecidos adultos, a
expressao de RGMa foi encontrada ndo apenas no cérebro, como também no coragao, nos
pulmdes, no figado, na pele, nos rins, nos testiculos e no intestino (Babbit et al., 2005; Metzger
et al., 2005; Corradini et al., 2009). Estudos funcionais vém confirmando esta observagao e
sugerindo uma maior abrangéncia nas funcdes biolégicas de RGMa em tecidos diferentes.
RGMa foi associada ao fechamento do tubo neural (Niederkofler et al., 2004); e a processos
de diferenciacdo e sobrevivéncia dos neurdnios (Matsunaga et al., 2004; 2006). RGMa e RGMb
foram ainda identificadas como moléculas inibidoras do crescimento e regeneracao de
axonios apods injuria do sistema nervoso central (Samad et al., 2005; Hata et al., 2006). Mais
recentemente as RGMs tém sido implicadas em varias doengas. RGMa e RGMb sdo expressas
nos locais de danos ou injuria em casos de acidente vascular encefdlico (Feng et al., 2012;
Shabanzadeh et al., 2015); e vem sendo consideradas alvos promissores no tratamento de
esclerose multipla (Demicheva et al., 2015), Parkinson (Muller et al., 2016) e Alzheimer (Satoh
et al., 2013). O uso de anticorpos neutralizadores da acdo de RGMa vem apontando uma
melhora na recuperacgao funcional nos casos de injuria do nervo dptico em modelos animais
para esclerose multipla (Demicheva et al., 2015). RGMa foi ainda apontado como supressor
da angiogénese (Harada et al., 2016); e indutor da ossificacdo endocondral (Zhou et al., 2010).
Além disso, outros estudos vém apontando a acdo de RGMa em respostas inflamatérias, onde
a ligacdo de RGMa ao seu receptor Neogenina, presente nas células T CD4+, desencadeia o
aumento da adesdo dessas células aos vasos sanguineos e, consequentemente, o aumento na
infiltracdo destas células nos parénquimas (Muramatsu et al, 2011). A expressdo de RGMa

também ja foi relacionada com a génese e evolugdo do cancer de colo retal (Zhao et al., 2012).

1.2 Vias de sinalizagao associadas a RGMa

Além de sinalizar nas células via o receptor Neogenina (Rajagopalan et al., 2004; Fujita et al.,
2017), RGMa foi identificado atuando como co-receptor da via de sinalizacdo induzida pelas
Proteinas Morfogenéticas Osseas (do inglés, Bone Morphogenetic Proteins, BMPs) (Babitt et

al., 2005; Samad et al., 2005).
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Neogenina é um receptor protéico transmembrana multifuncional membro da superfamilia
de imunoglobulinas do tipo Il (Wilson et al., 2007). A estrutura do receptor compreende
guatro dominios de imunoglobulina e seis de fibronectina de tipo Il (Fnlll) na sua regido
extracelular. O sitio de ligacdo a RGMa encontra-se dentro dos seis dominios de Fnlll
(Rajagopalan et al.,, 2004; De Vries & Cooper, 2008). Em seu dominio intracelular sao
encontrados trés pequenos subdominios, altamentemente conservados em vertebrados,
conhecidos como P1, P2 e P3, importantes para a modulacdo da sinalizacdo (De Vries &

Cooper, 2008).
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Figura 3. Estrutura da Neogenina e sitio de ligagdo com RGMa. RGMa se liga na porgao extracelular
da Neogenina dentro dos seis dominios de Fnlll. RGMc, outro membro da familia RGM, possui um sitio
de ligacdo localizado na regido justamembranar, dentro dos dominios Fnlll-5 e Fnlll-6. J& as Netrinas,
gue também atuam via ligacdo ao receptor Neogenina, ligam-se no dominio localizado entre Fnlll-4 e
Fnlll-5. Figura adaptada de De Vries & Cooper (2008).

A interacdo RGMa-Neogenina induz a ligacdo da Quinase de Adesdo Focal (do inglés, Focal
Adhesion Kinase, FAK) ao dominio P3 do receptor, assim como de quinases SRC (Figura 3) (De
Vries & Cooper, 2008). FAK é fosforilada por um mecanismo ainda desconhecido; as quinases
SRC estabelecem um feedback positivo para induzir a fosforilacdo continua de FAK. FAK
fosforilada ativa diretamente a via RhoA-ROCK, que pertence a uma familia de GTPases que
desencadeiam a despolimeriza¢do de actina e retra¢do dos filopddios neuronais, resultando
no colapso do cone de crescimento axonal (De Vries & Cooper, 2008). A ativacdo de RhoA
também induz a fosforilacdo da cadeia leve de Miosina Il, que também desencadeia a
despolimerizacdo de filamentos de Actina (De Vries & Cooper, 2008). Em contraste, quando a

Netrina se liga a Neogenina, o receptor é fosforilado, desencadeando um ciclo de resposta via

20



Racl e Cdc42, promovendo assim a atracdo e crescimento neural (De Vries & Cooper, 2008).
Mais recentemente, ainda no desenvolvimento do sistema nervoso, o receptor Unc5 e o fator
de permuta de nucleotideos guanina associados a leucemia (do inglés, leukemia-associated
guanine nucleotide exchange factor, LARG; Figura 4) também foram associados a via de
sinalizacdo RGMa-Neogenina (Hata et al., 2009). Unc5 foi encontrado como um co-receptor
para RGMa, interagindo com LARG para mediar a ativagao de RhoA e o colapso do cone de

crescimento (Hata et al., 2009; Siebold et al., 2016).

A forma soluvel de RGMa também sinaliza nas células nervosas apds a clivagem proteolitica
de Neogenina por ADAM17, uma metaloprotease que atua liberando os ectodominios de
Neogenina (Bai et al., 2011). Lrig2 previne a clivagem de Neogenina por ADAM17 (Bai et al.,
2011), mantendo a funcionalidade do complexo de sinalizacdo via RhoA-ROCK ou RAS. RGMa
soluvel também induz a clivagem dos dominios P1, P2 e P3 intracelulares de Neogenina
(Figura 4; Siebold et al., 2016). Esta clivagem é mediada por uma y-secretase. Apds a clivagem,
estes subdominios sdo deslocados para o nucleo, para mediar a transcri¢do génica via LMO4

(membro da familia de proteinas de dominio Unico LIM; Siebold et al., 2016).

Neogenina foi apontada como uma proteina chave do mecanismo de nucleacdo de actina que
governa a estabilidade das juncdes de adesdao em células epiteliais (Lee et al., 2016). Nestes
casos, a ligacdo de RGMa a Neogenina induziu a formacado de anéis de actina nas juncGes de
adesdo, que levou a nuclea¢do da actina mediada por Arp2/3 e pelo complexo regulador de
ondas (WRC) (Figura 4; Siebold et al., 2016; Lee et al., 2016). O Knockdown de RGMa induziu
defeitos na estabilidade das jun¢des de adesdao nas células epiteliais e, apds a deplecao de
Neogenina, a localizagao de WRC nao foi mais observada. A necessidade do recrutamento de
RGMa e Neogenina para que as jungdes de adesao se mantenham estaveis sugere que ambos

atuem em conjunto via Arp2/3 e complexo WRC (Lee et al., 2016).

A ligacdo RGMa-Neogenina também controla negativamente a morte celular no sistema
nervoso (Matsunaga et al., 2004; 2006) e parece ser dependente da presenca desse complexo
nas jangadas lipidicas (Shabanzadeh et al., 2015). Os tratamentos de células com o peptideo
N-raft (que liga-se especificamente a Neogenina, evitando sua localizacdo nas jangadas
lipidicas) e com metil-beta-ciclodextrina (MBCD, um quelante de colesterol que perturba as
jangadas lipidicas), aumentaram a sobrevida de células neuronais em 50% apds isquemia
(Shabanzadeh et al., 2015), revelando uma importante func¢do da sinalizacdo induzida por

RGMa-Neogenina presentes nas jangadas lipidicas.
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As RGMs também foram identificadas como co-receptores da sinalizacdo BMP (Samad et al.,
2005; Babitt et al., 2005; Figura 4). As BMPs foram inicialmente descritas como fundamentais
para o desenvolvimento dsseo e de cartilagens (Corradini et al., 2009; Sartori & Sandri, 2015).
Elas pertencem a superfamilia TGF-B, que incluem ainda as Activinas, Inibinas, Fatores de
Crescimento e Diferenciagdao (GDFs), Nodal e Miostatina (Corradini et al., 2009). As BMPs
sinalizam via os receptores tipo Il (BMPRII, ActRIIA e ActRIIB) (Yamashita et al., 1995;
Rosenzweig et al., 1995) antes de promover o recrutamento de receptores do tipo |
(BMPIA/ALK3, BMPIB/ALK6 e ActRIA/ ALK2) (Koenig et al., 1994; Ten Dijke et al., 1994; Sartori
et al., 2015).
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Figura 4. RGMa pode atuar em diferentes tecidos por diferentes vias de sinalizacao intracelulares.
As RGMs podem atuar como co-receptores para proteinas morfogenéticas ésseas (BMPs), ativando as
SMADs como mensageiros secundarios para regulacdo da homeostase de ferro e ossificacdo
endocondral (Silvestri et al., 2007; Zhou et al., 2012). As RGMs também vem sendo descritas como
formadoras de uma ponte estrutural entre BMPs e Neogenina (Zhou et al., 2012). Em geral, a ligacdo
de C-RGMa (ancorada a membrana) a Neogenina leva a ativacdo de RhoA via Unc5 e LARG, e a
inativacdo de Ras via FAK, p120GAP e Ras, induzindo o colapso do cone de crescimento. Ja a ligagdo
da forma solivel N-RGMa a Neogenina induz a ativagdo da y-secretase e LMO4, que clivam os dominios
intracelulares de Neogenina, se deslocam para o ntcleo e induzem transcricdo génica culminando na
inducdo do colapso do cone de crescimento. Em células epiteliais, RGMa-Neogenina liga-se
diretamente ao complexo regulador WAVE (WRC), levando a ativagdo de Racl, que estimula a
nucleacdo de filamentos de actina por Arp2/3, promovendo e a estabilidade das juncbes de adesdo

entre as células. Figura adaptada de Siebold (2016).
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A via BMP candnica é induzida pela ligagao do ligante BMP aos receptores do tipo | e tipo Il,
levando a ativacdo do complexo Smad1/5/8, que associa-se a Smad4 no citoplasma, para ser
translocado para o nucleo e promover a transcricdo génica (Ono et al., 2011, Massague et al.,
2008). Curiosamente, a ativacdo da sinalizagdo BMP também parece estar associada a
presenca de seus receptores nas jangadas lipidicas, uma vez que a deplecdo de 30-33% de
colesterol por um combinado de lovastatina e uma baixa concentragdo de mevalonato foi
suficiente para inibir a sinalizagdo induzida por BMP2 em células C2C12 (Hartung et al., 2006).
A associacdo de RGMa com a sinalizagdo BMP foi identificada inicialmente em células
ovarianas da granulosa e em células renais, onde RGMa induziu um maior recrutamento de
receptores BMPs (Xia et al., 2007). Em condi¢des de homeostase, observou-se que o sinal de
BMP2 e BMP4 era transduzido apenas via o receptor BMPRII; enquanto que na presenca de

RGMa, o sinal passou a ser transduzido também por ActRIIA (Xia et al., 2007; Xia et al., 2010).
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Figura 5. Desenho esquematico ilustrando a relagdo de RGMa com a via de sinalizagdo BMP. Em (A),
sinaliza¢do da via BMP na auséncia de RGMa. Em (B), a ligacdo de RGMa a receptores BMPRI induz
uma amplificagdo na sinaliza¢do da via BMP, por ativar a sinalizacdo dos receptores ActRIIA. Figura

retirada de Xi et al (2007).

No entanto, a ligacdo de ligantes BMP aos mesmos receptores pode induzir também a
ativacdo de uma via ndo-canonica, independente das Smads, que é regulada pela fosforilagao
de membros das vias MAPK/ERK, JNK/p38, PKC/RhoA e PI3K/AKT (Aubin et al., 2004 ; Scarfi,
2016). As RGMs parecem atuar como co-receptores tanto na via canonica de BMP, quanto na
nao-canodnica. Lee et al (2011) revelaram que a ligagdo RGMb(DRAGON)-BMP-BMPRI-BMPRII
inibe a fosforilacdo de JNK/p38 e MAPK/ERK, reprimindo a transcri¢do de IL-6.
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RGMa e RGMc ja foram descritos atuando num complexo Neogenina-BMP-RGMs, como uma
“ponte” para que o receptor Neogenina se associe aos receptores da sinalizacdo BMP
(especialmente BMPRIA) durante o processo de ossificagdo endocondral (Zhou et al., 2012;
Figura 6). Esta associa¢do ocorre preferencialmente em microdominios de jangas lipidicas das
membranas plasmadticas (Zhou et al., 2012). Nesse complexo, RGMa se apresenta como uma
molécula necessdria (co-receptora) para que o receptor de BMP migre para a jangadas

lipidicas, juntamente com a Neogenina, onde a sinalizagao é efetivamente ativada.

Neogenin
a

EMPRII

| pSmad1/5/8 |

Figura 6. Representacdao da formacao do complexo Neogenina-RGMs-BMP durante a ossificagdo

endocondral. A associagdo dos receptores de BMPRI e BMPRII em microdominios de membrana é
necessaria somente para a inducdo da sinalizacdo canonica de BMP. As RGMs parecem mediar a
interacdo de Neogenina com os receptores BMP nos condrécitos, promovendo sua translocagao para
as jangadas lipidicas. Figura adaptada de Zhou et al. (2010).

1.3 RGMa e a musculatura esquelética

A primeira evidéncia da presenca das RGMs no tecido muscular esquelético ocorreu nos
estudos de Kanomata et al. (2009). Estes autores identificaram transcritos de RGMa, RGMb e
RGMc em diversos tecidos de camundongos adultos, incluindo na musculatura esquelética.
Jorge et al. (2010) também detectaram RGMa como um transcrito altamente expresso no

tecido muscular esquelético em um ensaio de microarray com transcritos de Gallus gallus.

Achados de Jorge et al. (2012) e Martins et al. (2015) estreitaram os dominios de acdo de
RGMa e RGMb para o desenvolvimento, manutencao e crescimento da musculatura estriada
esquelética. Transcritos de RGMa e RGMb foram observados nos somitos de embrides de
galinha, que sdo estruturas embrionarias transientes, derivadas de mesoderma paraxial, que
ddo origem a derme, a musculatura esquelética do tronco e membros, aos tenddes, vértebras
e costelas. Mais especificamente, transcritos de RGMa foram detectados nos sitios de origem

de precursores da musculatura esquelética e das células tronco musculares - as células
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satélites; enquanto que transcritos de RGMb foram detectados nos sitios de sobreposi¢ao das

células musculares ja diferenciadas (Jorge et al., 2012).
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Figura 7. RGMa e RGMb sdo expressos durante o desenvolvimento, manutencio e crescimento da
musculatura estriada esquelética. Em (A-F) observamos secgbes transversais de embrides de galinha,
a nivel de tronco segundo estagiamento Hamburger e Hamilton (HH). RGMa é expresso em células
mesenquimais envolta do glanglio da raiz dorsal (DRG) e nas regides do miotomo (M) e dermomiotomo
(DM) dos somitos. Ja RGMb se mostra expresso no DRG, e assim como RGMa nas regides do miotomo
(M) e dermomiotomo (DM) dos somitos, regides que dardo origem aos precursores da musculatura
esquelética. Em (G-L), observamos uma visdo dorsal de embrioes inteiros cuja os estagios estdo
indicados a esquerda. Destaque para a expressdo de RGMa e RGMb nos somitos (S) e nos membros
em desenvolvimento (seta). Imagem adaptada de Jorge et al. (2012).

RGMa, RGMb e RGMc também foram detectadas na célula muscular esquelética adulta
(Figura 8), com as trés RGMs apresentando um padrdo sobreposto no sarcolema das células
e RGMa também encontrada no sarcoplasma, com um padrao estriado similar ao de proteinas
sarcoméricas (Martins et al., 2015). O mesmo trabalho identificou que o tecido muscular
esquelético produz dois peptideos de RGMa, sendo um com 60 kDa e outro com 33 kDa. RGMa
foi associada a diferenciagdo muscular durante todos os estagios de diferenciagao in vitro. A
super-expressao da regido codificante (CDS) de RGMa em células musculares induziu a

hipertrofia das células musculares (Figura 9), com a formagdo de células com largura e
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consequentemente 4drea maiores do que as células que super-expressaram o controle; e o
knockdown de RGMa induziu a formacdo de células menores, com caracteristicas atréficas

(Martins et al., 2015).

RGMa

RGAB

REKMC

Figura 8: Padrao de expressdo das RGMs na musculatura esquelética adulta. Em (A), RGMa é expressa
no sarcolema e no sarcoplasma (B) das fibras musculares esqueléticas. Em (C-D) RGMb e RGMc (E-F)
sdo expressas apenas no sarcolema das fibras musculares esqueléticas. Retirada de Martins et al.
(2015).

A super-expressao de RGMa nessas células também induziu uma maior eficiéncia de fusdo de
mioblastos para a formacdo de miotubos multinucleados: as células que super-expressaram
RGMa apresentaram um maior nimero de nucleos, quando comparado as células que super-
expressaram o controle (Martins et al., 2015). No entanto, a forma como RGMa sinaliza nas
células musculares para induzir a hiperplasia e a hipertrofia muscular ainda permanece

desconhecida.
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Figura 9: Superexpressao de RGMa em células musculares esqueléticas promove hipertrofia e
knockdown de RGMa induz a formacdo de células atroficas. Em (A), células musculares esqueléticas
primarias e a linhagem imortalizada C2C12, quando superexpressas com RGMa, apds 5 dias em
diferenciacdo formam células mais largas do que somente as transfectadas com o controle pCAB. Ja
em (B)quando as células primarias e C2C12 sdo transfectadas com o RNA de interferéncia de RGMa,
apods 5 dias em diferenciacdo essas células apresentam menor largura do que o grupo controle
pcDNA3. Imagem retirada de Martins et al. (2015).

1.4 Miogénese

A miogénese é o processo embriondrio que induz a diferenciacdo de células-tronco
fundadoras mesodérmicas em um miotubo multinucleado (revisado por Tajbakhsh, 2009).
Estas “células-tronco fundadoras” estao localizadas nos somitos, que sdo as estruturas

embrionarias transientes formadas pela segmentacdo da mesoderme paraxial.

A diferenciacdo das células-tronco fundadoras em miotubos multinucleados ¢é
coordenadamente regulada pela familia de fatores de transcricdo conhecidos como Fatores
Regulatérios Miogénicos (do inglés, Miogenic Regulatory Factors, MRFs): MyoD, Myf5,
Miogenina e MRF4. Estes fatores de transcricdo compartilham o dominio bHLH (Hélice-loop-
hélice basico; revisado por Asfour et al., 2018). A atuacdo das MRFs é combinada com outros
fatores. Por exemplo, Wnt1 e Wnt3 provinientes do tubo neural induzem a expressdo de Myf5

e MyoD (Figura 7; Musumeci et al., 2015).
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O fator de transcricdo box pareada 3 (do inglés, Trancription Factor paired box, Pax3) é
difusamente detectado como o primeiro fator de transcrigdo miogénico expresso no
mesoderma paraxial (Magli et al., 2013). Pax3 é responsavel por recrutar e orientar a migra¢ao
das células indiferenciadas em direcdo ao programa miogénico (Asfour et al., 2018). Quando
atingem o destino designado, estas células proliferam e gradualmente come¢am a expressar

MRFs, o que resulta na diminuicao gradual da expressao de PAX3.

A diferenciacdo em mioblastos pode ocorrer tanto pela via canbénica quanto pela via ndo-
candnica miogénica. A via miogénica candnica é mediada pela ativacao de Myf5 mediada por
Pax3; seguida de MyF5 direcionando a expressdo de MyoD (Bajard et al., 2006). Na via
miogénica ndo-candnica, PAX3 ativa Pitx2 que ativa diretamente a expressao MyoD (Figura

7).

Os MRFs eram inicialmente divididos em fatores iniciais (MyoD e Myf5), envolvidos no
comprometimento e proliferacdo das células miogénicas; e fatores tardios (Miogenina e
MRF4), que regulam a diferencia¢do terminal das células comprometidas (Asfour et al., 2018).
Hoje, no entanto, sabe-se que MyoD pode estar também envolvido na regulacdo da
diferenciacdo terminal e MRF4 pode ter um papel no comprometimento muscular inicial
(Francetic et al., 2011), e que todos os MRFs, exceto o Myf5, podem induzir os precursores
musculares a sairem da fase proliferativa e se direcionarem para a diferenciacdo (Valdez et
al., 2000). Portanto, todos os MRFs podem induzir a diferenciacdo muscular (Asfour et al.,

2018).

Ao se comprometerem com a identidade muscular, os mioblastos passam por um processo
de proliferacao celular altamente regulado (Musumeci et al., 2015). Fatores de crescimento
ou altas concentrag¢des de soro no meio de cultura induzem um aumento na expressao de
cJun e consequentemente de ciclina D1 nos mioblastos, tornando-os altamente proliferativos
(Diehl & Sherr, 1997). Ciclina D1 tem o papel de se associar a cdk4 no citoplasma para conduzi-
lo para o nucleo dos mioblastos, onde o complexo bloqueia entdo a acdo de diferenciacao
miogénica de MyoD (Zhang et al., 1999; Wei & Paterson, 2001; Singh & Dilworth, 2013; Fu et
al., 2004; Kislinger et al., 2005; De Falco et al., 2006). Estas células param entdo de se dividir
e entram no programa de diferenciacdo muscular (Kim et al., 2015). A saida do ciclo celular
envolve a retirada do sinal de crescimento e a substituicdo para um meio propicio para a

diferenciacdo miogénica, de forma que o complexo ciclina D1/cdk4 ndo é mais produzido,
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liberando MyoD para ativar a expressdo de Miogenina, o fator miogénico associado a

diferenciagdo muscular (Liu et al., 2010; Singh & Dilworth, 2013).
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Figura 10. Fatores Regulatdrios miogénicos e suas vias. Os sinais Wntl, Wnt3 e Shh ativam Myf5 no
dermomiotomo epaxial, que por sua vez ativa a expressdao MyoD. Além disso, seis proteinas e Pax3
podem ativar a expressao MyoD independente do Myf5. No dermomiotomo hipaxial, a expressao de
Myf5 é dependente das proteinas Pax3, Six e Eya. BMP4 inibe a expressdo de MyoD no dermomiotomo
hipaxial, evitando a conversdo de esclerétomo em musculos. Nos brotos dos membros, as células
indiferenciadas (Pax3+/MRFs-) ndo expressam MyoD até que cheguem ao seu destino. Figura retirada
de Asfour et al. (2018).

Os mioblastos se diferenciam em midcitos, que s3ao as primeiras células musculares
esqueléticas formadas no embrido. Esta fase é controlada pela Miogenina, que induz a
expressdao de proteinas especializadas do citoesqueleto da célula muscular, incluindo
Miosinas de cadeia pesada (tipo |, Myh7) e embriondria (Myh3), a-Actinas [cardiaca (Actcl) e
Desmina (Babai et al., 1990; Lyons et al., 1991; Sassoon et al., 1988; Chal et al., 2017). A
transicao de mioblastos para fibras musculares multinucleadas é acompanhada por alteracdes
significativas na sintese e acimulo de proteinas especificas (Chal et al., 2017). Nos miotubos
recém formados surgem bandas transversais devido a montagem de miofibrilas e sarcomeros;
e apos alguns dias as fibras formadas tornam-se excitaveis e com capacidade de contracdo
(Musumeci et al., 2015).

As células C2C12 sdo de uma linhagem imortalizada de mioblastos isolados de camundongos

(Blau et al., 1983), que sdo amplamente utilizadas para mimetizar o processo miogénico in
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vitro. Nestas células, a inducdo da diferenciacdo é induzida pela retirada do soro (para um
meio contendo apenas 2% de soro de cavalo), que leva: (i) a saida rapida dos mioblastos do
ciclo celular; e (ii) uma série de alteragdes graduais na expressao génica, que vao conduzindo
a conversao morfolégica de células Unicas em miotubos fundidos, alongados e multinucleados
(Abmayr et al., 2012; Musumeci et al., 2015). Essa fase inclui rearranjos do citoesqueleto,
adesdo intercelular aumentada e a maturagdo tanto do aparato contratil quanto de organelas
inteiras, como peroxissomos e mitocondrias. MyoD esta intimamente relacionado a ativacao
da fase de diferenciagdo miogénica in vitro, juntamente com o Fator Potencializador
Especifico de Midcito 2 (do inglés, Myocyte Enhancer Factor 2, MEF2) membro da familia de
fatores de transcricdao MADS (Kislinger et al., 2005). Outros reguladores importantes para a
diferenciacdo miogénica nesta fase incluem as proteinas homeobox Six1 e Six4 (Kislinger et
al., 2005). Em estagios mais avangados de formacao de miotubos in vitro é possivel detectar
niveis elevados de transportadores de calcio e de outras proteinas ligadas a
excitacdo/contracdo do musculo esquelético (como os fatores citoesqueléticos Actina,
Miosina, Troponina, Nebulina, Titina, Desmina e a-Actinina) (Kislinger et al., 2005). A esses
estdgios foram ainda associados inducao de componentes especificos do complexo Distrofina,
como Distroglicana e Sarcoglicano, além de proteinas de tecido conjuntivo, que fornecem a
estabilizacdo fisica durante as forcas extremas de tracdo geradas durante a contracdo:
coldgeno a, integrinas (a5, av, a7, B1 e B5), lamininas (a-2, a-5, B-1 e y-1) e fibronectina
(Kislinger et al., 2005). Em contraste, Notch 3 e 4 sdo detectados preferencialmente nos
mioblastos em proliferagao; assim como as Smad 3, 4 e 5, que também s3ao detectados

somente precocemente durante a miogénese (Kislinger et al., 2005).
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Figura 11: Esquema representando etapas e fatores necessdrios para a diferenciagdo muscular
esquelética. A diferenciacdo das células-tronco fundadoras somiticas em miotubos multinucleados é
um processo altamente regulado por diferentes fatores miogénicos (os retdngulos destacam os
principais). O processo envolve etapas de comprometimento, proliferacdo, diferenciacdo inicial
(mioblastos em midcitos ou miotubos primarios) e finalmente a diferenciacdo terminal que culmina
na formac¢do de miotubos maduros.

1.5 Fusdo de mioblastos e a dinamica do citoesqueleto

Varias classes de moléculas adesivas ja foram associadas a fusdo de mioblastos para a
formacgao de miotubos multinucleados, como por exemplo as Caderinas e a Superfamilia Ig
(revisado por Krauss et al., 2005, 2010). A Superfamilia Ig compreende proteinas de superficie
celular, com repeti¢des de Ig e Fibronectina tipo Ill (FNIII) (Krauss et al., 2005). As NCAMs (do
inglés, Neural cell adhesion molecules), outro exemplo, foram associadas aos estagios iniciais
da fusdo dos mioblastos (Peck & Walsh, 1993; Fazeli et al., 1996). CDO é uma outra classe
Superfamilia Ig que também foi associada a inducdo da diferenciacdo, aumento da expressao
de proteinas musculo-especificas e a formacdo de miotubos (Kang et al., 1998; 2003).
Neogenina-CDO-Netrina foi descrita ativando bHLH e NFAT, que sdo fatores de transcricao
pro-miogénicos (De Vries & Cooper, 2008). B-1-Integrinas sdo moléculas de adesdo entre a
célula e a matriz extracelular, que sao reconhecidas por proteinas que possuem o dominio

RGD, e necessarias para a fusdao de mioblastos de camundongos (Schwander et al., 2003).
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O processo de fusdo de mioblastos para a formagdo de miotubos multinucleados envolve os
seguintes passos: (1) migracdo de mioblastos; (2) reconhecimento e adesdo entre mioblastos
competentes para a fusdo; (3) formagdo de vesiculas elétron densas nos pontos de contato,
contendo lipidios fusogénios ou proteases que facilitam o processo de fusdo; (4) acimulo de
filamentos de F-actina na superficie da membrana plasmdtica formando uma protrusao; (5)
mistura dos conteudos citoplasmaticos; e, por fim, (6) a expansao do poro permite que
finalmente os mioblastos sejam incorporados ao miotubo, ou que um mioblasto se incorpore

a outro mioblasto fusionando-se em uma Unica célula sincicial (Abmayr et al., 2012).
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Figura 12: Processo de fusiao de mioblastos. Esquema respresentando as etapas que envolvem o
processo de fusdo de dois mioblastos ou incorporacdao de um mioblasto a um miotubos. Adaptada de
Abmayr et al. (2012).

A polimerizacdo de Actina desempenha um papel fundamental na fusdo de mioblastos. Os
focos dinamicos de F-Actina sdo formados e dissolvem-se em pontos coincidentes com o local
de fusdo dos mioblastos, normalmente associados a pontos de contato célula-célula (Abmayr
et al., 2012). Por isso, reguladores do citoesqueleto de actina tem sido identificados como
participantes da fusdo de mioblastos e, consequentemente, também da miogénese (Figura
8). A maioria desses reguladores afeta a polimerizacdo da Actina via o complexo Arp2/3 (Kim
et al., 2015), que é um complexo formado por 7 subunidades que forma um centro inicial de
nucleacdo e elongacdo dos filamentos de Actina (Gildor et al.,, 2010; Kim et al., 2015). A
ativacdo de Arp2/3 requer a sinalizacdo de fatores citoplasmaticos, chamados de Fatores
Promotores de Nucleacdo (do inglés, Nucleation Promoter Factors, NPF), que sdo ativados em
resposta as vias de transducdo de sinal e assim interligam a comunicacao intercelular com o
comportamento dindmico do citoesqueleto. Os membros das familias de proteinas
SCAR/WAVE e WASp (Figura 8) foram identificados como os dois principais NPFs de Arp2/3.
SCAR/WAVE é regulado por um complexo protéico, em conjunto com Rac GTPases, WASp e

varias moléculas de sinalizacdo, incluindo CDC42 (Gildor et al., 2010).
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Figura 13. O complexo Arp2/3 é um nucleador conservado da polimerizagdo da Actina. Este
complexo é ativado por fatores promotores de nucleacdo de actina (NPFs) que incluem Wip/ WASp e
Scar/Wave (Scar em Drosophila; Wave em vertebrados). Figura adaptada de Abmayr et al., (2012).

A via de sinalizagdo cldssica envolvida na dinamica da Actina em camundongos é dependente
da M-Caderina, que sdo importantes moléculas de adesdo para o processo de fusdo,
juntamente com integrinas, N-caderinas e Nefrinas. O envolvimento da M-Caderina medeia a
ativacao da Racl via Trio. Um complexo multiproteico composto por M-caderina, Racl e Trio
é formado durante a fusdo. Arf6 é o responsavel pela formagdo do complexo M-
Caderina/Racl/Trio e regula a fusdo de mioblastos através da ativagdo da Fosfolipase D, e a
producdo de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato [Pl (4,5 P2] uma molécula que regula a
reorganiza¢ao do citoesqueleto da actina na membrana plasmatica, o trafego de vesiculas e a

curvatura da membrana (Abmayr et al., 2012).

1.6 Neogenina, BMP e o tecido muscular esquelético

Ambas as vias de sinalizacdo associadas a RGMa até o momento ja foram isoladamente
relacionadas com o tecido muscular esquelético. Durante o desenvolvimento embrionario, a
expressdo de Neogenina foi observada na diferenciacdo de musculos e cartilagens de
embrides no estagio E14.5 (Fitzgerald et al., 2006). Neogenina foi encontrada como altamente
expressa no tecido muscular de camundongos e apresentou um padrdo de expressao mais
forte no sarcolema do que no sarcoplasma das fibras musculares (Rodriguez et al., 2007). A
Neogenina também ja foi associada a miogénese juntamente com seu ligante Netrina, um
orientador de axoénio (Kang et al.,, 2004). Células musculares que super-expressaram
Neogenina e foram simultaneamente tratadas com Netrina-2, apresentaram miotubos mais

largos, com aumento no nimero total de nicleos, sugerindo um fendtipo hiperpldsico dessas
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células pela incorporacao de novos nucleos (Kang et al., 2004). Camundongos homozigotos
apresentando mutacdo do gene que codifica a Neogenina apresentaram miotubos menores
e com menor quantidade de nucleos. Esses defeitos foram associados a baixos niveis das
formas ativadas das quinases FAK e ERK e a ineficiente expressdo de Miogenina (Bae et al.,
2009). Fendtipos semelhantes foram observados para os ligantes de Neogenina, Netrina e
RGMc (Bae et al., 2009). Neogenina-CDO-Netrina foi descrita ativando bHLH e NFAT, que sdo

fatores de transcricdo pré-miogénicos (De Vries & Cooper, 2008).

Estudos também vém mostrando que a via BMP-Smad1/5/8 atua como um importante
regulador positivo do crescimento das miofibras adultas (Sartori et al., 2013; Winbanks et al.,
2013). A regulacdo da sinalizagdo ocorre por meio da competicdo entre BMP e a via da
Miostatina/Ativina/TGFB (via regulatéria negativa da massa muscular), pela ligacdo aos
receptores do tipo Il, ou durante o recrutamento de receptores do tipo | diferentes (Sartori &
Sandri, 2015). A sinalizacdo BMP também possui um papel no controle funcional de células
satélites, as células-tronco musculares adultas, uma vez que durante sua ativacdo e
proliferacdo, as células satélites expressam altos niveis de ALK3, ativando a fosforilacdo de
Smad1/5/8 (Sartori & Sandri, 2015). Os mecanismos responsaveis por promover um quadro
hipertrofico por meio de BMP envolvem, aparentemente, uma conexdao entre
BMP/ALK3/Smad1/5/8 e Akt/mTOR ja que, como mostrado por Sartori e Sandri (2015), a
inibicdo da sinalizacdao por mTOR é suficiente para parcialmente prevenir a hipertrofia da
musculatura esquelética mediada por BMP. Durante a diferenciacdo in vitro, a sinalizacdo
BMP tem um papel oposto: células C2C12 tratadas com inibidor da sinalizacdo de BMP,
dorsomorfina e seu antagonista Noggin, promovem o aumento da expressdo de proteinas
miogénicas e da formacdo de miotubos (Horbelt et al., 2015). A super-expressdo de BMP4
impediu a diferenciacdo miogénica de células-tronco; enquanto que o tratamento com Noggin

promoveu nessas células inducdo a diferenciacdo em miotubos (Jiging et al., 2015).

A sinalizacdo BMP na musculatura esquelética mostrou ser necessaria na fase de manutencao
da proliferacdo das células satélites e dos progenitores musculares (Ono et al.,, 2011;
Friedrichs et al., 2011); enquanto que a inibicdo da sinalizacdo BMP induziu a saida do ciclo

celular e a inducdo a formacdo de miotubos (Friedrichs et al., 2011).

Nesse contexto RGMa, Neogenina e BMP foram associados a fendtipos de hiperplasia e

hipertrofia da musculatura esquelética, mas de formas independentes. Portanto, este
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trabalho pretende investigar se RGMa esta associado a BMP e/ou Neogenina para induzir

hipertrofia e hiperplasia nas células musculares esqueléticas.

O tecido muscular esquelético é um dos orgdaos mais dinamicos do corpo, pois possui alta
plasticidade sendo capaz de alterar seu fendtipo em resposta a alteracbes fisiologicas ou
ambientais em termos de tamanho, composicao e metabolismo. Estimulos hipertréficos
induzem aumento de massa ou numero de fibras formadas, e ocorrerem durante o
desenvolvimento embrionario, inducdo de sobrecarga mecanica, estimulacdo hormonal ou
através de melhoramento genético (Fiems et al., 2012; Schiaffino et al, 2013). Ja estimulos
atroficos modulam o fenétipo muscular através de diminuicao da massa e for¢a muscular, que
podem ser induzidos pelo envelhecimento, desnutricdo, cancer, diabetes, doencas
neurodegenerativas, perda de conexdo neural e miopatias musculares hereditarias como a
Distrofia Muscular de Duchenne (Schiaffino et al, 2013). Varias de sinalizacdes sdo envolvidas
naregulacdo de massa (Schiaffino et al, 2013), no entanto novas moléculas, como RGMa,
também vem sendo associadas. Elucidar os mecanismos que resultam em perda e ganho de
massa muscular podem gerar alvos biotecnoldgicos tanto para a industria, como para o

tratamento de perda muscular.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo investigar as vias de sinalizagao induzidas pela
Molécula Orientadora Repulsiva a (RGMa) que levam a hipertrofia e hiperplasia das células

musculares esqueléticas durante sua diferenciagao.

2.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar os efeitos de RGMa na forma de proteina recombinante (rcRGMA; R&D

Systems) na fase tardia da diferenciacdo de células C2C12;

2. Avaliar os efeitos do tratamento de rcRGMA na fase inicial da diferenciacdo de células

C2C12;

3. Avaliar se os efeitos de rcRGMa nas células C2C12 podem ser observados na presenca de

um inibidor da via de sinalizacdo BMP, conhecido como Dorsomorfina;

4. Avaliar se os efeitos de rcRGMa nas células C2C12 podem ser potencializados com a super-

expressdo do receptor Neogenina;

5. Avaliar os efeitos de rcRGMa na viabilidade das células musculares esqueléticas.

36



3. METODOLOGIA
3.1 Cultura de células musculares esqueléticas

Mioblastos de camundongos da linhagem C2C12 foram cultivados em meio de crescimento
(MC): Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) high glucose (Gibco®), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco®) e 1% de antibidtico e antimicético (Anti-anti
Gibco®), a37 2Ce 5% de CO,. As passagens das células ocorreram quando as células atingiam
70% de confluéncia, pela agdo da Tripsina 0,25%/EDTA (Gibco®). As células foram usadas entre

a terceira e décima passagens.

Os experimentos foram realizados em placas de cultura de 24 pocos, com as células C2C12
plagueadas na densidade de 2x10% células/ml/pocos, sem laminula, com o fundo tratado com

gelatina suina (Sigma-Aldrich®) 3% em PBS.

Mioblastos comegam a se diferenciar de duas formas: (i) alta confluéncia (contato célula a
célula) e (ii) por reducdo da porcentagem e tipo de soro introduzido no meio de cultura. Neste
trabalho, a diferenciacao celular foi induzida apds 24 horas de incubacgdo, pela substituicao do
MC por meio de diferenciacdo (MD): DMEM (Gibco®) suplementado com 2% de soro de cavalo

(Gibco, Life Technologies®) e 1% de antibidtico e antimicdtico (Anti-anti Gibco®).

Nos experimentos envolvendo dorsomorfina e da proteina recombinante foi utilizado o meio
de jejum (MJ): DMEM-high suplementado com 0,2% de SFB (Horbelt et al., 2015) por 3 horas
antes da adicdo dos tratamentos, desse modo reduzimos a interferéncia do soro nos

tratamentos.

Apds a adicdo de MD ou MJ as células foram incubadas por 3 dias (para a inducdo da
diferenciagdo inicial caracterizada pelo aparecimento inicial de células sinciciais/miotubos); e
5 dias (para a indugdo da diferenciacdo tardia, quando foi possivel observar um nimero de
miotubos multinucleados na cultura, suficiente para as analises). Os experimentos foram
realizados uma vez, utilizado 3 pocos por grupo, devido a utilizacdo de uma linhagem celular

imortalizada e homogénea e o n amostral foi obtido a partir do nimero de células.

3.2 Andlise dose-efeito da proteina recombinante RGMa (rcRGMa) durante a

diferenciac¢ao celular

A forma de RGMa utilizada nos experimentos foi rcRGMA, que possui 25-37 KDa (R&D

Systems) vai dos aminodacidos Cys48 (pro-proteina) & Prol70 (madura) sendo portanto
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considerada como apenas uma parte da proteina RGMa, na forma soluvel. Determinamos as
seguintes concentracdes de rcRGMa: 100 e 2000 ng/ml, em fung¢do dessas concentragdes, da
mesma proteina, ja terem sido utilizadas previamente na literatura para outros tipos celulares
(O'Leary etal., 2013; Harada et al., 2016; Zhang et al., 2017). Para isso, as células C2C12 foram
plagueadas na densidade de 2x10* células/ml/poco em placas de 24 pocos, em MC e
incubadas a 37 2C e 5% de CO,. Apds 24 horas, o MC foi substituido por MD e as células
incubadas por 3 dias (Figura 9). Apds este periodo de diferenciacdo inicial, as células foram
incubadas por 3 horas em MJ, seguido do tratamento com rcRGMa adicionada nas
concentracdes determinadas, também em MJ. As células C2C12 utilizadas como controle
foram incubadas apenas com meio de cultura uma vez que o veiculo de ressuspensdo da
proteina recombinante foi PBS. As células foram incubadas por um periodo adicional de 48
horas, nas mesmas condi¢des totalizando 5 dias em diferenciacdo, seguido de analise

morfométrica (descrita no item 3.7.1).

Cc2C12 Analises: Morfometria e
Indice de fusao

Incubagao por
mais 48 horas
em MJ

Apos 3 dias em

diferenciacdo  Controle Ong/ml

4
2x 109> MC RGMa 100 ng/ml
RGMa 2000 ng/ml

Figura 14. Desenho experimental da andlise dose-efeito rcRGMa. Para o estabelecimento da
concentragdo de rcRGMa em mioblastos da linhagem C2C12, as células foram tratadas com rcRGMa
100 ng/ml e 2000 ng/ml.

3.3 Tratamento de células C2C12 com rcRGMa

Os experimentos foram realizados apds o estabelecimento da concentracdo ideal de rcRGMa
(100 ng/ml). Neste trabalho, rcRGMa foi adicionada as células em dois momentos diferentes

do processo de diferenciagdo miogénica:
(i) tratamento de diferenciagdo tardio:

Corresponde ao periodo de diferenciacdo da cultura que forma um numero de miotubos
consideravel e suficiente para analise. Para isso as células C2C12 foram plaqueadas em MCe,
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apos 24h, o meio foi substituido por MD e incubadas por 3 dias. Apds 3 dias, as células foram
incubadas com MJ por 3 horas, seguido da adicdo de DM e/ou rcRGMa, nas concentragdes
previamente determinadas, por um periodo adicional de 2 dias. As células C2C12 utilizadas
como controle foram incubadas apenas com meio de cultura. Os efeitos do tratamento tardio
dos mioblastos com rcRGMa foram avaliados nas células ja diferenciadas em miotubos
multinucleados, pelo (a) analise morfometrica e indice de fusdo (descrita no item 3.7.1); (b)
quantificagdo de todas as células MF20 positivas presentes em 20 campos; e (c) pela andlise

da expressdo de genes miogénicos por RT-PCR quantitativa (descrita no item 3.7.2).
(ii) tratamento de diferenciacgdo inicial:

Correspondeu a analise dos efeitos do tratamento com rcRGMa antes do inicio do processo
de diferenciacdo. Para isso, as células C2C12 foram plaqueadas a 2x10* células/ml/poco em
placas de 24 pogos, em MC e incubadas a 37 2C e 5% de CO;. Apds 24 horas, o MC foi
substituido por MJ por 3 horas e posteriormente tratadas com 100 ng/ml de rcRGMa por por
3 dias. As células C2C12 utilizadas como controle foram incubadas apenas com meio de
cultura. Os efeitos do tratamento inicial dos mioblastos com rcRGMa foram avaliados nas
células ja diferenciadas em miotubos multinucleados, pela (a) quantificacdo de todas as
células MF20 positivas presentes em 15 campos; e (b) pela analise da expressdo de genes

miogénicos por RT-PCR quantitativa (item 3.7.2).

3.4 Analise dose-efeito do inibidor Dorsomorfina (DM)

O bloqueio da via de sinalizagdo BMP foi promovido pelo tratamento dos mioblastos da
linhagem C2C12 com um inibidor conhecido como Dorsomorfina (DM). A DM é uma molécula
gue inibe tanto a sinalizacdo candnica quanto a ndao-candnica de BMP, por sua afinidade de

ligacdo com os receptores do tipo | (ALK1, 2, 3 e 6) e do tipo Il (ActRIIA e ActRIIB).

Trabalhos publicados na literatura do tratamento com DM (Sigma®) em células C2C12,
mostraram que o bloqueio nas vias de sinalizacdo de BMP acarreta em inducdo da
diferenciacdo das células musculares esqueléticas, com concentrac¢des variando entre 5 e 10
UM (Boergermann et al., 2010; Horbelt et al., 2015). Para determinar a menor e mais eficiente
concentracdo de DM para induzir o bloqueio da sinalizagdo BMP nas células C2C12, uma
analise dose-efeito foi estabelecida nas concentracdes de 5 e 10 uM. Para isso, as células
C2C12 foram plagueadas em MC e, apds 24h, o meio foi substituido por MD e incubadas por
3 dias. Ap6s 3 dias, as células foram incubadas com MJ por 3 horas, seguido da adicao de DM
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nas concentracdes estabelecidas. Como controle foi utilizada a cultura de células C2C12
tratadas com o veiculo de ressuspensdo da droga (DMSO). As células foram incubadas por um
periodo adicional de 48 horas, nas mesmas condi¢des, seguida da andlise de aumento na
inducdo da diferenciagdo celular por western blot. Adicionalmente também foram
caracterizados os efeitos morfométricos nas células musculares, apdés a escolha da

concentracdo a ser utilizada nesse trabalho (descrita no item 3.7.1).

3.5 Tratamento de células C2C12 com rcRGMa e DM

As células C2C12 foram plagueadas em MC e, apds 24h, o meio foi substituido por MD e
incubadas por 3 dias. Apds 3 dias, as células foram incubadas com MJ por 3 horas, seguido
dos seguintes tratamentos: (i) C2C12 tratadas com 5 uM de DM; (ii) C2C12 tratadas com 100
ng/ml de rcRGMa; (iii) C2C12 tratadas com 5 uM de DM e 100 ng/ml de rcRGMa; e (iv) C2C12
incubadas apenas com meio de cultura como controle. As células foram incubadas por um
periodo adicional de 48h, nas mesmas condi¢des, seguida da analise (a) morfométrica e indice

de fusdo (descrita no item 3.7.1); (b) quantificacdo de todas as células MF20 positivas.

3.6 Tratamento com rcRGMa em células induzidas a super-expressar o receptor

Neogenina

A construcao pcDNA3-Neogenina utilizada para promover a super-expressao deste receptor
em células C2C12 foram obtidas em colaboragdao com o Dr. Alain Chédotal (Institut De La
Vision, Paris, Franga). O clone foi construido com base na sequéncia de Gallus gallus, que

apresenta 100% de similaridade com a sequéncia de aminoacidos de Mus musculus.

Para promover a super-expressao de Neogenina nos mioblastos da linhagem C2C12, as células
foram plaqueadas em placas de 24 pocos pré-revestidas com gelatina, na densidade de 2x10*
células/ml/poco, ainda em MC, e incubadas a 372C e 5% de CO,. Apds 24 h, as células foram
transfectadas seguindo-se o protocolo dos fabricantes do reagente Lipofectamina 3000 (Life
Technologies). Resumidamente, 1,5 ul de Lipofectamina 3000 foi diluido em 25 ul de meio
Opti-MEM. Em outro tubo, 2 ug do DNA de pcDNA3-Neogenina ou do clone controle pcDNA
(vazio) foram diluidos em 50 pl de Opti-MEM e 2 pl de P3000 Reagent (fornecido pelos
fabricantes do kit). Em seguida, os dois tubos foram misturados na proporc¢do de 1:1 (25 ul de

cada) e incubados por 5 min a TA. Apds a incubagdo, os 50 pl totais do complexo
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Lipofectamina:DNA foram adicionados as células (cultivadas em MC), que foram incubadas
por 48 h a 37°C e 5% CO;. Apbs este periodo, o meio foi substituido por MD e incubados por
um periodo de 24 e 72 h. A super-expressao de Neogenina foi confirmada por RT-PCR

guantitativa (conforme descrito no 3.7.2).

Apds a confirmagdo do sucesso da super-expressao, mioblastos da linhagem C2C12 foram
novamente transfectados conforme descrito acima e, apds 48 horas em meio de transfeccgao,
as células foram incubadas por 3 horas em meio de jejum (MJ). A proteina rcRGMa foi entdo
adicionada ao MJ e as células novamente incubadas por um periodo adicional de 48 h. Os
efeitos da super-expressdo de Neogenina e/ou tratamento com rcRGMa foram avaliados por
(a) indice de fusdo (descrita no item 3.7.1); (b) quantificacdo de todas as células MF20
positivas; e (c) pela analise da expressdo de genes miogénicos por RT-PCR quantitativa

(descrita no item 3.7.2).

3.7 Analises dos efeitos dos tratamentos de mioblastos da linhagem C2C12 com

rcRGMa e/ou DM/Neogenina
3.7.1 Andlise morfométrica

Os efeitos dos tratamentos (tardio e inicial) de mioblastos com rcRGMa e/ou DM foram
avaliados apenas em células ja diferenciadas, marcadas pela expressdo de Miosina de Cadeia

Pesada (MHC), detectadas por imunocitoquimica.

Para isso, as células C2C12 foram plagueadas a uma densidade de 2x10* células/ml/poco em
placas de 24 pogos, e submetidas aos tratamentos descritos acima. Ao final de cada
tratamento, as células foram fixadas em PFA 4% em PBS por 15 min, e lavadas por trés vezes
em PBS. O bloqueio da atividade da peroxidase enddgena foi feito porincuba¢dao de 5 minutos
em 1% de H,0, em PBS. O bloqueio de ligagOes inespecificas foi realizado com BSA 1% em
PBS e incubado por 30 min a temperatura ambiente (TA). Em seguida, foi adicionado o
anticorpo primario anti-mouse MF20 (monoclonal, Hybridoma Bank), diluido 1:200 em PBS, e
incubado a 4 °C overnight. A incubac3o com anticorpo secundario conjugado com peroxidase
foi realizada por 60 min com o sistema EnVision® Systems Dual Link (anti-mouse e anti-rabbit,
Dako), a TA. A revelagdo do conjugado foi realizada por Diaminobenzidina (DAB; Dako) e os
nucleos foram contracorados com hematoxilina por 1 min. Apods fixagao em PFA 4% por 15

min, as células foram lavadas em PBS.
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As imagens utilizadas para andlise morfométrica da cultura de células foram obtidas por
microscopia Optica invertida (Motic®AE31, USA), acoplado ao sistema de captura Moticam
2300. O comprimento, largura (obtida no ponto de maior largura das células) e area (dada
pela multiplicacdo do comprimento pela largura) de 50 células MF20-positivas por grupo
(miotubos primarios contendo 2-4 ndcleos e miotubos maduros que contém >5 nucleos),
provenientes de 20-50 campos analisados, foram utilizados para a obtencao de médias para

a analise morfométrica.

O indice de fusao foi determinado pela porcentagem da somatdria de nucleos de todas as
células MF20-positivas que apresentavam mais de 3 ntcleos em um determinado campo, pelo
numero de nucleos total desse campo, conforme determinado por Millay et al. (2012) e

Martins et al. (2015). O indice de fusao foi determinado em 50 campos para cada grupo.

% _Z nucleos de todas células MF20-positivas

Total de nticleos do campo

Para quantificacdo do numero de células MF20 por campo, foram contabilizadas as células
MF20 positivas (>/= 3 nlcleos) presentes nos 50 campos analisados por grupo. Para
guantificacdo do numero de células MF20 por campo no tratamento inicial, aos 3 dias de
diferenciacdo, todas as células MF20 foram quantificadas, independentemente do nimero de

nucleos, provenientes de 15 campos por grupos.

3.7.2 Andlise de expressdo génica por RT-PCR quantitativa (RT-PCRq)

O RNA total das amostras foi isolado seguindo-se as instru¢des dos fabricantes do Tri Reagent
(Sigma-Aldrich). As amostras foram coletadas em triplicata (trés pocos de placas de 24 pocos
em 1 ml de Tri Reagent) e os experimentos realizados em duplicata experimental.
Resumidamente, as células coletadas em 1 ml de Tri Reagent foram adicionados 200 pl de
cloroférmio e os tubos misturados vigorosamente. Apds incubacdo por 5 min em TA, as
amostras foram centrifugadas a 13.000 RPM por 15 min a 4 2C. A sobrefase foi transferida
para um tubo eppendorf limpo (~400 pl) e o RNA total precipitado pela adicdo de 500 pl de
isopropanol. Apds 10 min de incubagdo a TA, as amostras foram novamente centrifugadas a
13.000 RPM por 10 min a 42C. O pellet de RNA total foi lavado com etanol 75% em agua
tratada com DEPC e ressuspendido em 20 ul de agua DEPC. A qualidade do RNA total isolado
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foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1%; e a quantidade e pureza determinada
em espectrofotometro da marca NanoDrop® ND-1000 UV/Vis Spectrophotometer (Thermo

Fisher).

O RNA total de cada amostra foi convertido em cDNA utilizando o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher). Em resumo, a 1 ug de RNA total (em 10 pl) foram
adicionados 2 pl de RT Buffer 10X, 2 ul de dNTP Mix 25X (100 mM), 0.8 ul de RT random
primers 10X, 2 pl de MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 1 ul de RNase Inhibitor e 3.2 ul de
agua Nuclease-free por amostra, totalizando um volume final de 20 pl de reagao. As amostras
foram incubadas a 25 °C por 10 min, seguido de incubacdo por 120 min a 37°C e finalmente a
85°C por 5 min, em termo ciclador (MyCycler™ Bio-rad). As amostras de cDNA foram testadas
por amplificacao de transcritos do gene constitutivo GAPDH por reacdes de amplificacdo (RT-
PCR), utilizando-se o seguinte programa: 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos a 94°C por 15

seg, 55°C por 15 seg e 72°C por 30 seg.

As reac6es de amplificagdo por RT-PCR quantitativa foram realizadas utilizando-se o Kit iTag Universal
SYBR Green Supermix (Bio-Rad) no termociclador RotorGene 3000 (Corbett Research, Qiagen),
em reacdo contendo 5 ul de master mix (2x), iniciadores foward e reverse (Tabela 1) nas
concentracgdes variando de 0,4 a 0,8 uM, 1 pl de cDNA diluido 1:10 (v/v) e 3,2 ul de agua. O
ciclo da PCR ocorreu a 50°C por 2 min (ativacdo UDG), 95°C por 2 min (ativacdo da Taq),
seguido de 45 ciclos de 94°C por 15 seg; 60-62°C por 15 seg e 72°C por 20 seg. A deteccdo da
flourescéncia ocorreu ao final de cada periodo de extensdo. A confirmacdo da amplificacdo
especifica ocorreu pela andlise da curva de melting. A quantificacao relativa da expressao dos
genes foi realizada utilizando-se o software REST 2009 (Pfaffl et al, 2001, 2002). O limiar de
deteccdo (threshold, Ct) foi definido como valor de flourescéncia 0,05. Foi usado GAPDH como
gene referéncia, neogenina para confirmacdo da super-expressao; Genes de desenvolvimento
muscular: MyoD, Myf5, Miogenina (MyoG); Genes de diferenciacdo muscular: Desmina,
miosina de cadeia pesada 3 (MyH3), miosina de cadeia pesada 5 (MyH5a); Gene associado ao
ciclo celular: Ciclina D1. A linha vermelha dos graficos de gPCR representam a expressao génica
dos grupos controles. Todos os box plots que estdo acima da linha vermelha representam
genes que tiveram sua expressdo aumentada pelo tratamento em relacdo ao controle. Os box
plots que estdo abaixo da linha vermelha representam genes que tiveram expressao regulada

negativamente pelo tratamento.

Tabela 1. Primers referéncia e alvos utilizados nas analises de expressao génica.
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Alvo Genbank Sequéncia Tamanho Ta
(Foward e Reverse) (pb) (2C)
GAPDH NM_001289726.1 |AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 200 62
NM_008084.3 TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

Neogenina |[NM_001042752.1 |TCCGTTTTATTTTCTGGTGGA 218 62
CGTCAGGCTTATTGTGTTTGG

MyoD1 Gl_170172578 GTG GCA GCG AGCACTACA 178 62
GAC ACA GCCGCACTCTTC

Myf5 Gl 240120094 ACT GGCGTG TCTCCTCT CT 154 62
TCA AACTGG TCC CCAAACTC

Miogenina | Gl_162287254 TGA GAG AGA AGG GGG AGG AG 161 62
CGG TAT CAT CAG CAC AGG AG

Desmina Gl_33563249 GTG GAG CGT GACAACCTG AT - 335 60
ATGTTCTTA GCC GCG ATG GT

MyH3 NM_001099635.1 | GCAAAGACCCGTGACTTCAC 155 60
GCATGTGGAAAAGTGATA

MyH5a Gl_115511051 TTC CCCCACTTC CCT AATCT 206 62
CTGCTGTGCTGG TGT GTCTT

CiclinaD1 |GI_119672895 TCTACACTGACAACTCTATCC G 304 60
TAGCAGGAGAGGAAGTTGTTG G

3.8 Andlise de expresséo proteica por Western Blot

Para as analises de Western Blot, as células C2C12 tratadas foram coletadas em 0,6 ml de PBS

com triton X100 (a cada 4 pocos) na presenca de inibidores: Fluoreto de Fenilmetilsulfonil

(PMSF-Sigma-Aldrich), Pepstatina A (Sigma-Aldrich), EDTA (Sigma-Aldrich), E-64 trans-

Epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butane, L-trans-3-Carboxyoxiran-2-carbonyl-L-

leucylagmatine, N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-leucine 4-guanidinobutylamide (Sigma-Aldrich) e

Ortovanato de sédio (Sigma-Aldrich). Todas as amostras foram homogeneizadas em vortex,

centrifugadas a 10.000 RPM, 4°C por 5 min e armazenadas a -80°C. As proteinas foram

guantificadas por ensaio de Bradford. Posteriormente 30 ug de proteinas foram diluidas 4:0,5

em solucdo do tampdo Tris 0,5 M (pH 6,8) com SDS 10% (Sigma-Aldrich), glicerol, B-

mercapetanol e azul de bromofenol 10%, e incubado em banho-seco a 100°C por 5 min.
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Aliquotas de 30 pg de cada proteina foram separadas por eletroforese durante
aproximandamente 3h de corrida a 24A, em gel de SDS poliacrilamida desnaturada a 12-20%
(dependendo do tamanho da proteina alvo) e transferidas a 100 mA por 60 min, para uma
membrana de nitrocelulose Hybond-ECL (GE Healthcare). O blogueio foi realizado com BSA
1% (Albumin bovine, Sigma) e 5% de leite desnatado por 5 min. A incubagao com os anticorpos
primarios contra B-Actina (camundongo monoclonal 1:1000, Santa Cruz Biotechnology) e
Desmina (coelho policlonal 1:500 Imuny), foram realizadas ON a 4°C. Apds lavar com PBST
(Na2HPO4 com Tween 0,5%), as membranas foram incubadas por 30 min com os anticorpos
secundarios biotinilados anti-cabra (Vectastain® ABC Kit), e posteriormente incubados com
ABC reagente ou anticorpo anti-coelho (EnVision® Systems Dual Link), seguida por novas
lavagens com PBST. A revelagdo foi realizada com 3,30-47 diaminobenzidina (DAB; Sigma-
Aldrich), 4-Chloro-1-Naphthol (Amresco) e perdxido de hidrogénio 30% (Sigma-Aldrich) por 1

min a TA. As imagens foram obtidas usando um scanner.

3.9 Ensaio de MTT

A viabilidade das células tratadas por 1, 3 e 5 dias com 100ng/ml de rcRGMa em MC e por 1,
3 e 5 dias com rcRGMa em MD foi determinado pelo ensaio de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil brometo de tetrazolin] (Life Technologies). O ensaio de MTT baseia-se na
capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima do ciclo de Krebs ativa em mitocéndrias
vidveis, de converter o sal de tetrazolium (MTT), que é hidrossoltuvel e de cor amarela, em
cristais de azul de formazan, que sdo insollUveis em dgua e de cor azul escura. A quantidade
de cristais de azul de formazan produzidos é proporcional ao nimero de células vidveis na
cultura. Células ativas produzem mais formazan do que as células com baixa atividade
metabdlica, o que permite a medida da viabilidade, mesmo na auséncia de proliferacdo

(Mosmann, 1983).

As células C2C12 foram plaqueadas conforme descrito anteriormente (ltem 3.1). Apds 24 h
de incubacdo, o MC foi substituido por MJ e as células incubadas por 3 h. Em seguida, foi
adicionado 100 ng/ml de rcRGMa e as células incubadas por 1, 3 e 5 dias em MC; ou por 1, 3
e 5 dias em MJ. As células utilizadas como controle foram incubadas apenas com meio de
cultura. Ao final de cada periodo de cultivo, as células foram incubadas com MTT (5 mg/mL
em PBS) por 2 h a 372C e 5% CO;. Apds lavagem com PBS para retirada do meio de cultura,

acrescentou-se 1 ml de isopropanol acido por pogo, para que os cristais de formazan fossem
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dissolvidos. Aliquotas de 100 ul de cada poc¢o foram transferidas para placas de 96 pogos em
triplicata, para leitura em ELISA (Elx 800-Biotek) e determinacdo da densidade dptica a

595 nm. As andlises foram realizadas em 3 experimentos independentes.

3.10 Analises estatisticas

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Prisma © versao 6.01 (2012).
As analises estatisticas foram performadas baseando-se no nimero de células ou campos dos
diferentes grupos. Para as analises de alinhamento celular e quantificagdo do nimero de
células MF20-positivas foi utilizado o t-test ndo pareado. Para andlises de comparacdes entre
mais de 3 grupos foi utilizado ANOVA. One-way ANOVA foi utilizado quando um parametro
apenas era analisado; e Two-way ANOVA quando mais de um pardametro foi analisado
simultaneamente. Todas as analises foram realizadas pelo teste secundario de Sidack’s. Os
resultados observados foram significativos quando p < 0,05 ou p < 0,01. Para analises de
guantificacao relativa de expressdo génica foi utilizando o software REST 2009 (Pfaffl et al.,

2001; 2002).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao dos efeitos de rcRGMa na fase de diferenciacao tardia em

mioblastos da linhagem C2C12

O tratamento tardio de células C2C12 com rcRGMa soluvel, induziu um efeito significativo
(*p<0,01) no indice de fusdo de mioblastos em miotubos multinucleados, em ambas as
concentragoes utilizadas (100 e 2000 ng/ml; Figura 15F). Ndo houve diferenca significativa no
indice de fusdo obtido entre a menor e maior concentracdo (Figura 15F). Por outro lado,
rcRGMa nao foi capaz de influenciar significativamente o comprimento (Figura 15C), a largura
(Figura 15D) e consequentemente a area (Figura 15E) dos miotubos multinucleados. Na
concentracdo de 2000 ng/ml, rcRGMa induziu uma diminuicdo significativa da largura de
células contendo de 2 a 4 nucleos (Figura 15C). Em (Figura 15G) rcRGMa 100ng/ induziu um

aumento no nimero de células MF20 positivas.

Juntos, estes resultados indicaram (i) um efeito significativo de rcRGMa exclusivamente na
inducdo da hiperplasia muscular e (ii) que a concentragdo de 100 ng/ml era suficiente para

induzir esses efeitos nestas células in vitro.
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Figura 15. Determinagdo da concentra¢ao e caracterizacdo dos efeitos do tratamento tardio de
mioblastos da linhagem C2C12 com rcRGMa. Em (A) esquema representativo do delineamento
experimental. Em (B), imagem representativa dos resultados de imunocitoquimica para Miosina
sarcomérica de células controle e tratadas, com 100 ng/ml de rcRGMa, e 2000 ng/ml de rcRGMa. Em
menor destaque o controle negativo experimental. Em (C, D e E), resultados das analises
morfométricas dos efeitos das diferentes concentragdes de rcRGMa no comprimento (C), largura (D)
e area (E), as anadlises foram realizadas em células em estagio inicial de diferenciacdo (contendo de 2-
4 nucleos; n=50) e maduras (> 5 nucleos, n=50). Em (F), resultados da analise do indice de fusdo
indicando efeitos positivos de rcRGMa na inducdo da hiperplasia muscular: rcRGMa induziu um maior
indice de fusdo (Aproximadamente o dobro; hiperplasia) com ambas as concentra¢des testadas, n=
20 campos. Em (G), resultados da analise do nimero de células MF20 induzidas indicando efeitos
positivos de rcRGMa 100 ng/ml na inducdo a formacdo de um maior nimero de células diferenciadas,
cujo n=20 campos. *p<0,01 vs. Controle. Diferengas entre os grupos foram avaliadas quanto a

significancia usando one-way e Two-way ANOVA e teste secundario de Sidack’s.
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Os efeitos do tratamento tardio de células C2C12 com 100ng/ml de rcRGMa também foram
avaliados sobre o numero de células que expressavam miosina sarcomérica. Nossos
resultados mostraram que rcRGMa induziu um aumento no numero de células MF20 positivas

(Figura 15G).

Os efeitos do tratamento tardio de células C2C12 com rcRGMa também foram avaliados sobre
a expressao de marcadores miogénicos por RT-PCRqg (Figura 16). O tratamento de
diferenciagdo tardio de mioblastos com rcRGMa induziu um aumento significativo de MyoD
(1,5 vezes) e de Ciclina (1,6 vezes), comparado ao controle (*p<0.05; Figura 16).
Curiosamente, este tratamento também induziu uma diminuicdo significativa na expressao
de Desmina (2 vezes), comparado ao controle (*p<0.05; Figura 16). Ndo observamos diferenca

estatistica na expressao de Pax 7, Mfy5, Miogenina, MyH3 e MyH5a.

Estes resultados sugerem que (i) rcRGMa é capaz de induzir um aumento no nimero de
células diferenciadas, comparado ao controle; e que (ii) o tratamento com rcRGMa de células
gue ja iniciaram o processo de diferenciacdo miogénica induziu a re-ativacdao de fatores de
qgue determinam a proliferacdo de mioblastos, e reprimiu a expressdo de marcadores de

diferenciacdo tardia.
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Figura 16. Quantificacao da expressao relativa de genes do programa miogénico e de ciclo celular
em células musculares esqueléticas tratadas com rcRGMa na diferenciagao tardia. O gréfico
representa os resultados obtidos por gRT-PCR. Nossos resultados mostraram que rcRGMa é capaz de
induzir aumento significativo na expressdo relativa de MyoD e Ciclina D1; e uma diminui¢do
significativa a expressdo relativa de Desmina. *p<0,05 vs. Controle. Diferencas entre os grupos foram

avaliadas quanto a significancia usando REST (Pffal et al., 2001, 2002).
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4.2 Avaliagao dos efeitos rcRGMa na fase de diferenciagao inicial de mioblastos

O tratamento inicial de mioblastos da linhagem C2C12 com rcRGMa induziu a formacao de
poucos ou nenhum miotubos primdrios contendo de 1-3 nucleos (Figura 17B),
impossibilitando a analise do indice de fusdo. Efeitos significativos foram apenas observados
no nimero de miotubos que expressavam Miosina sarcomérica (chamadas de células MF20

positivas), comparado ao controle (Figura 17C).

A 24h__ | 72h |
| Adesdio | MJ+rcRGMa |

Numero de células MF20 positivas

0

|rcRGMa‘ - + |

Figura 17. O tratamento inicial de mioblastos com rcRGMa induz a diferenciagdo miogénica. Em (A)
esquema representativo do delineamento experimental. Em (B), imagem representativa dos
resultados de imunocitoquimica para Miosina sarcomérica de células controle e tratadas com rcRGMa.
Em (C), o tratamento inicial dos mioblastos com rcRGMa induziu um aumento significativo no numero
de células MF20 positivas, cujo n=15 campos. *p<0,01 vs. controle. Diferencas entre os grupos foram

avaliadas quanto a significancia usando T-test ndo pareado.
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Os efeitos do tratamento inicial de células C2C12 com rcRGMa também foram avaliados sobre
a expressdao de marcadores miogénicos por RT-PCRq (Figura 18). O tratamento inicial de
mioblastos com rcRGMa induziu um aumento significativo na expressao de MyoD (77 vezes),
comparado ao controle (Figura 18). O tratamento inicial ndo alterou a expressdo de Miosina

de Cadeia Pesada 3 (MyH3) e de Ciclina D1 (Figura 18).

Estes resultados sugeriram que (i) rcRGMa é capaz de induzir a diferenciacao precoce de

células musculares; (ii) provavelmente via uma hiper-ativagdo de MyoD.
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Figura 18. Efeitos do tratamento inicial com rcRGMa na expressao relativa de genes do programa
miogénico. Por qRT-PCR, rcRGMa se mostrou capaz de induzir aumento significativo na expressdo
relativa de MyoD. *p<0,05 vs. Controle. Diferencas entre os grupos foram avaliadas quanto a

significancia usando REST (Pffal et al., 2001; 2002).

4.3 Avaliacdo dos efeitos de rcRGMa na presenca do inibidor da via de sinalizagao

BMP, DM, em células musculares esqueléticas
4.3.1 Dose-efeito de DM em mioblastos da linhagem C2C12

Para determinar a menor e mais eficiente concentracdo de DM para induzir o bloqueio da
sinalizagdo BMP nas células C2C12, foram testadas as concentracdes de 5 e 10 uM ja descritas
na literatua. Ambas as concentra¢cGes de DM testadas foram capazes de induzir um aumento
na expressao de Desmina (Figura 19B). O tratamento com DM 5 uM provocou um aumento
significativo (*p<0.01) no comprimento das células, comparado com o controle (Figura 19D).

Um aumento significativo na drea das células tratadas com esta concentracdo também foi
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observado (Figura 19F); mas ndo observamos efeitos significativos na largura dessas células

(Figura 19E).

Juntos, estes resultados indicaram que a concentragdo de 5 UM era suficiente para induzir a

diferenciacdo miogénica nestas células in vitro.
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Figura 19. Caracterizacdo da indug¢dao miogénica em cultura de mioblastos a partir do bloqueio da
sinalizagdo BMP por Dorsomorfina (DM). Em (A) esquema representativo do delineamento
experimental. Em (B), resultados de western blot para Desmina de células controle (0,05% de DMSO)
e tratadas, com 5 e 10 uM de Dorsomorfina. A expressdo de Desmina se mostrou maior quando
comparado ao controle em ambas as concentragdes utilizadas, n=1. Em (C) imagem representativa dos
resultados de imunocitoquimica para Miosina sarcomérica. Em (D, E e F), resultados das analises
morfométricas dos efeitos do bloqueio da via de BMP, no comprimento (D), largura (E) e 4rea (F) de
maneira independente do numero de nucleos, n=100 células. *p<0,01 vs. Controle. Diferengas entre
os grupos foram avaliadas quanto a significancia usando T test ndo pareado e teste secundario de

Sidack’s.
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4.3.2 Caracterizacdo dos efeitos dos tratamentos de DM e rcRGMa nas células

musculares esqueléticas

O tratamento tardio de mioblastos exclusivamente com rcRGMa efetivamente nao foi capaz
de induzir alteracGes no comprimento, largura e drea de miotubos primarios (2-4 nucleos) e
de miotubos maduros (>5 nucleos; Figura 20C-E). Efeitos significativos na morfologia das
células foram observados com o tratamento com DM: o bloqueio da via de sinalizagdo BMP
induziu um aumento no comprimento de miotubos primarios e miotubos maduros e também
na area de miotubos maduros (Figura 20C e E). O tratamento simultdaneo de mioblastos com
rcRGMa+DM também induziu um aumento significativo no comprimento de ambos os tipos
de miotubos (Figura 20C) e aumento da drea de miotubos maduros (Figura 20E), mas este
aumento foi similar ao efeito observado com o tratamento de DM apenas (Figura 20C e E).
Tanto o tratamento com rcRGMa, DM e rcRGMa+DM nao induzem efeitos na largura dos

miotubos (Figura 20D).

Os efeitos também foram analisados quanto a capacidade dos tratamentos induzirem a
formacao de células MF20 positivas. Os resultados revelaram que rcRGMa foi capaz de induzir
um aumento no numero destas células (Figura 20F); mas um namero ainda maior de células
MF20 positivas foi observado com tratamento com DM (Figura 20F). A associacdo

rcRGMa+DM, no entanto, ndo revelou um efeito sinergistico (Figura 20F).

Os resultados mostraram ainda que os tratamentos isolados com rcRGMa ou DM foram
capazes de induzir um aumento significativo no indice de fusdo de mioblastos em miotubos
multinucleados, quando comparados ao controle (Figura 20H). O tratamento simultaneo
rcRGMa+DM foi capaz de induzir um indice de fusdo maior do que o que foi observado em

todos os tratamentos isolados (Figura 20H).

Juntos, estes resultados sugeriram que (i) rcRGMa efetivamente ndo interfe na hipertrofia das
células musculares, mesmo com a via BMP bloqueada; (ii) os efeitos de rcRGMa na
diferenciacdo das células musculares parecem ser independentes da via de sinalizacdo BMP;
mas que (iii) o bloqueio da sinalizacdo BMP com DM potencializa o papel de rcRGMa no indice

de fusdo/hiperplasia dos mioblastos.
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Figura 20. Efeitos do tratamento de mioblastos com rcRGMa na auséncia da via de sinalizagao BMP.
Em (A) esquema representativo do delineamento experimental. Em (B), imagem representativa dos
resultados de imunocitoquimica para Miosina sarcomérica. Em menor destaque o controle negativo
experimental. Em (C), efeitos no comprimento; em (D), na largura e em (E) na area das células. As
analises foram feitas em células em estagio inicial de diferencia¢do (contendo de 2-4 nucleos; n=50) e
maduras (> 5 nucleos, n=50). Em (F) a quantifcagdo do numero de células MF20 positivas, n= 50
campos. Em (G), o indice de fusdo, n= 50 campos. Diferencas entre os grupos foram avaliadas quanto
a significdncia usando one-way ANOVA, Two-way ANOVA e teste secundario de Sidack’s. (*) p<0,01 vs.

controle; (#) p<0,01 vs. RGMa e (+) p<0,01 vs. DM.
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4.4 Avaliacao dos efeitos hiperplasicos de rcRGMa em mioblastos que super-

expressam o seu receptor Neogenina

Inicialmente nds buscamos confirmar o sucesso da super-expressdo do receptor Neogenina
em mioblastos, por RT-PCRq (Figura 21). Os resultados mostraram um aumento de 20,3 vezes
na expressdo de Neogenina apds um dia; e de 2,7 vezes apds 3 dias em meio de diferenciagao.
Estes resultadores sugeriram que é possivel atingir um aumento na produc¢ado dos transcritos

gue codificam Neogenina em mioblastos pelo protocolo de Lipofectamina.

Superexpresiio de Neogenina aos 1 e 3 dias de diferenciagio

¥

Expressio Relativa

Neogenina MD1 Neogenina MD3

Figura 21. Confirmacao da super-expressao do receptor Neogenina em mioblastos, por RT-PCRq. A
expressdao de Neogenina se mostrou induzida significativamente nos periodos de 1 e 3 dias de cultivo
em meio de diferenciacdo. *p<0,05 vs. Controle. Diferencas entre os grupos foram avaliadas quanto a

significancia usando REST (Pffal et al., 2001, 2002).

A fim de avaliar se o efeito de rcRGMa na indug¢do da hiperplasia de mioblastos eram entdo
exercidos via o receptor Neogenina, nds realizamos o tratamento com rcRGMa em mioblastos
que estavam super-expressando este receptor. Os resultados mostraram que tanto rcRGMa
(4.2 vezes) quanto a super-expressdo de Neogenina (3.8 vezes) isoladamente foram capazes
de induzir o aumento do indice de fusdo de mioblastos, quando comparados ao controle
(Figura 22C). Um efeito ainda maior foi observado em mioblastos tratados com a associacdo
rcRGMa+Neogenina: a associacdo rcRGMa+Neogenina induziu um aumento (5.5 vezes) da
fusdo de mioblastos em miotubos multinucleados, significativamente maior do todos os

outros tratamentos isoladamente (Figura 22C).
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A analise do numero de células MF20 positivas revelou que: tanto rcRGMa quanto Neogenina
isoladamente aumentaram o numero de células MF20 positivas, quando comparados ao
controle (Figura 22D). A associagdao rcRGMa+Neogenina aumenta ainda mais o nimero de
células positivas quando comparados ao controle; mas estes efeitos ndo foram
significativamente maiores quando comparados ao numero de células induzidas a produzir

Miosina pelo tratamento com rcRGMa isoladamente.
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Figura 22. Efeitos do tratamento com rcRGMa em mioblastos que super-expressam o receptor
Neogenina. Em (A), esquema representativo do delineamento experimental. Em (B), imagem
representativa dos resultados de imunocitoquimica para Miosina sarcomérica. Em menor destaque o
controle negativo experimental. Em (C), efeitos dos tratamentos sobre o indice de fusdo de mioblastos,
n= 50 campos; e em (D), sobre o nimero de células MF20 positivas, n= 50 campos. Diferencas entre
os grupos foram avaliadas quanto a significancia usando one-way ANOVA e teste secunddrio de

Sidack’s. *p< 0,01 vs. pcDNA3; #p<0,05 vs. pcDNA3 +RGMa e +p<0,01 vs. Neogenina.
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Curiosamente, os tratamentos com rcRGMa e Neogenina independentes induziram um perfil
de expressdo de marcadores miogénicos similar: ambos os tratamentos foram capazes de
induzir um aumento significativo da expressao de MyoD; e uma diminui¢cdo na expressao de
MyH3 e Miogenina, comparados ao controle (Figura 23A e B). A associacdo de
rcRGMa+Neogenina manteve os efeitos positivos sobre a expressdo de MyoD e negativos
sobre a expressao de Miogenina; mas foi capaz de promover um aumento significativo na
expressao de MyH3 e de promover uma diminuigdo também significativa na expressao
relativa de MyF5, quando comparados ao grupo controle (Figura 23C). Nenhum efeito foi

observado na expressdo de Desmina e Ciclina D1.

Com bases nesses resultados, sugerimos (i) rcRGMa exerce seus efeitos hiperpldsicos via
ligacdo com seu receptor Neogenina; (ii) rcRGMa e Neogenina sdo capazes de promover
efeitos similares na expressao relativa de genes relacionados a diferenciacdo muscular; e que
(iii) a associacdo rcRGMa+Neogenina promove uma inducdo na expressdao de marcadores

tardios de diferenciagao.
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Figura 23. Expressdo relativa de genes do programa miogénico em mioblastos tratados com rcRGMa
e seu receptor Neogenina, por RP-PCRqg. Em (A), o tratamento com rcRGMa induziu um aumento
significativo da expressdo de MyoD e uma diminuicdo significativa da expressdao de MyH3 e Miogenina.
Em (B), o tratamento com Neogenina também foi capaz de induzir um aumento na expressdo de
MyoD; e a diminui¢do da expressdo de MyH3 e Miogenina. Em (C), o tratamento rcRGMa+Neogenina
induz um aumento significativo na expressao de MyH3 e a dimui¢do da expressdao de Miogenina e
Myf5. *p<0,05 vs. Controle (células expressando o vetor vazio pcDNA3). Diferengas entre os grupos

foram avaliadas quanto a significancia usando REST2009 (Pffal et al., 2001, 2002).
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Desmina Ciclina MyF5 | Neogeni

D1 na

rcRGMa

Neogenina

rcRGMa+Neogenina

Tabela 2. Resumo dos resultados de expressdo relativa de genes do programa miogénico apés o
tratamento rcRGMa+Neogenina em células musculares esqueléticas. Células em vermelho
representam genes que apresentaram um aumento significativo na expressdo relativa; e em azul, uma
diminuicdo significativa. *p<0,05 vs. Controle (pcDNA3). Diferencas entre os grupos foram avaliadas

guanto a significancia usando REST pelo método de Pffal.

4.5 Avaliacdo dos efeitos de rcRGMa na viabilidade das células musculares

esqueléticas

Nés também buscamos avaliar possiveis efeitos de rcRGMa sobre a viabilidade dos
mioblastos. Os resultados mostraram que o tratamento com rcRGMa induziu um aumento
significativo da viabilidade de mioblastos mantidos por 3 e 5 dias em meio de crescimento,
comparado ao controle (Figura 24A). Por outro lado, quando os mioblastos foram induzidos a
diferenciacdo miogénica e simultaneamente tratados com rcRGMa, observou-se uma

diminuicdo significativa da viabilidade dessas células, em relacdo ao controle (Figura 24B).

Estes resultados sugeriram que (i) rcRGMa aumenta a viabilidade das células musculares
esqueléticas, em condicdes de crescimento; e que (ii) rcRGMa diminui a viabilidade das células

musculares esqueléticas, em condi¢des de diferenciacao.
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Figura 24. Efeitos do tratamento de mioblastos com rcRGMa sobre a viabilidade celular. Resultados
obtidos pelo ensaio de MTT com a leitura a 595 nm de absorbancia, obtidas dos grupos controle e
tratado com rcRGMa. Em (A), o tratamento com rcRGMa em mioblastos cultivados em meio de
crescimento induziu um aumento significativo da viabilidade dessas células apds 3 e 5 dias, quando
comparados ao grupo controle. Em (B), o tratamento com rcRGMa de mioblastos induzidos a
diferenciacdo induziu a diminuicdo da viabilidade das células apds 3 e 5 dias, comparados ao grupo
controle. n=3 experimentos independentes. **p<0,01 vs. Controle; * p<0,05 vs. Controle. Diferencgas
entre os grupos foram avaliadas quanto a significancia usando T-test ndo pareado, Two-way ANOVA e

teste secundario de Sidack’s.
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5. DISCUSSAO

Desde 2010, com achados de Jorge et al. a relacdo entre a molécula RGMa e a célula muscular
esquelética vem sendo investigada por nosso grupo de pesquisa. Martins et al. (2015)
caracterizaram o local de expressdao de RGMa, RGMb e RGMc na célula muscular adulta e
identicaram que RGMa estava presente no sarcolema e no sarcoplasma dessas células, sendo
neste Ultimo com um padrdao muito similar ao observado para proteinas sarcoméricas. Os
estudos iniciais sobre as possiveis funcdes que RGMa poderia exercer na musculatura
esquelética sugeriram efeitos de hipertrofia e hiperplasia. Qualquer gene com a capacidade
de induzir estes dois efeitos na célula muscular esquelética pode se tornar alvo biotecnolégico
para o desenvolvimento (i) de terapias génicas que auxiliem pacientes com miopatias, como
por exemplo Distrofia Muscular de Duchenne e esclerose lateral amiotréfica; ou idosos e
pacientes acamados que desenvolvem atrofia/perda de massa muscular; ou ainda (ii) da
industria de producdo de carnes, como um gene alvo de selecdo genética de animais

domeésticos.

Hipertrofia e hiperplasia foram observadas apds a inducdo da super-expressdao de RGMa nas
células musculares via vetor de expressao (pCAB) e transfeccdo por Lipofectamina (Martins
et al., 2015). No entanto a linhagem de células C2C12 é caracteristicamete conhecida por
apresentar uma baixa eficiéncia de transfeccdo (Dodds., et al 1998; Neuhuber et al., 2002;
Balci et al., 2009; Martins et al., 2015). Na tentativa de superar estas dificuldades e aprofundar
nosso conhecimento biolégico de RGMa na célula muscular, no presente trabalho nds
optamos por fornecer RGMa na forma de uma proteina recombinante, que é disponivel
comercialmente (R&D Systems). No entanto, a maior por¢cdo desta proteina comercial é
composta pela por¢cdo N-terminal de RGMa, o que poderia diferir da proteina que foi gerada
a partir do gene clonado em vetor indutor de super-expressdo, que passa pelos processos de
introducdo na célula, transcricdo, traducdo e todos os possiveis processamentos pos-
transcricionais e pos-traducionais pelas células (Martins et al.,, 2015). Logo, apesar da
introducdo da proteina recombinante pronta em meio de cultura ter o potencial de influenciar
um maior numero de células e induzir uma resposta mais rapida em cultura, nds tivemos que
inicialmente confirmar se os efeitos de rcRGMa eram similares aos obtidos no trabalho

anterior, realizado por vetor de super-expressao.

De fato, os experimentos realizados neste trabalho revelaram que rcRGMa isoladamente, sem

efeito de componentes do soro fetal bovino, sao exclusivos de hiperplasia celular; nao
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observamos efeitos no tamanho das células como haviamos observado anteriormente. As
células diferenciadas em cultura exclusivamente sob o tratamento de rcRGMa apresentaram
um aumento de ~10 vezes no indice fusdo de mioblastos multinucleados, comparado aos
miotubos multinucleados formados na cultura controle, um efeito ainda mais significativo do
gue o que foi observado no trabalho anterior (Martins et al., 2015). Estes resultados sugerem
gue a por¢ao N-terminal de RGMa seja responsdvel apenas pela indugao da hiperplasia por
fusdo de novos nucleos. No tecido neural, a clivagem proteolitica de RGMa resulta na
formacao de sete moléculas diferentes, sendo que em quatro delas o motivo de ancora-GPI
(C-terminal) permanece e, por isso, estas formas podem permanecer ligadas a membrana
plasmatica; enquanto que trés delas perdem esta capacidade de ancoragem, e tornam-se
soluveis (contendo principalmente a por¢ao N-terminal; Tassew et al., 2009; 2012). Estudos
funcionais vem revelando particularidades nas fun¢es de cada uma delas. Por exemplo, a
porcdo N-terminal de RGMa foi capaz de influenciar o crescimento e orientacdo axonal in
vitro; enquanto que a C-terminal influenciou apenas o crescimento do axonal (Tassew et al.,

2012; Siebold 2016).

Além de maior fusdo de mioblastos, o tratamento tardio com rcRGMa parece também induzir
uma maior diferenciagao miogénica, uma vez que um maior numero de células contendo mais
do que trés nucleos e expressando Miosina sarcomérica (MF20 positivas) foi encontrado
guando houve tratamento com rcRGMa, comparado ao controle. Juntos, estes dados
morfométricos sugerem que a proteina rcRGMa induz maior adesividade e/ou fusdo de
mioblastos em miotubos multinucleados e também a formacao de células contendo mais do

gue trés nucleos com expressdo de Miosina.

Em nivel de expressao génica, o tratamento tardio com rcRGMa induziu a expressao de MyoD
e Ciclina D1; enquanto que marcadores de diferenciacdo miogénica foram reprimidos
(Desmina) ou mantidos inalterados (Myf5, Miogenina, MyH3, MyH5). A expressao de MyoD
estd associada tanto a proliferacdo quanto a diferencia¢do de precursores miogénicos (Zhang
et al., 2010; Megeney et al., 1996). O que determina seu efeito em um ou outro programa é
justamente a presenca de Ciclina D1. Na presenca de sinais mitogénicos no meio, a Ciclina D1
associa-se a Cdk4 formando um complexo que sequestra MyoD para manté-lo inativo no
nucleo celular. Com a retirada do sinal mitogénico, Ciclina D1 é degradada por fosforilacao,
permitindo que Cdk4 migre para o compartimento citoplasmatico e libere MyoD para formar

complexos com proteinas E no nucleo para ativar a transcrigao de genes musculo-especificos
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caracteristicos da diferenciacdo terminal miogénica (Zhang et al., 1999). Dessa forma na

presenca de Ciclina D1, Myod é impedido de induzir o inicio da diferenciacdo miogenica.

O que observamos interessantemente, foi a (re)indugao da expressdao de MyoD e Ciclina D1,
fatores proliferativos, em células que ja estavam no programa de diferenciacao por trés dias
na auséncia de soro. O que sugere que (rc)RGMa possa ter um importante papel para na
regeneragdao miogénica, e possivelmente influéncia nas células satélites (Megeney et al.,
1996; Shadrach et al., 2011). Curiosamente, rcRGMa nao induziu a transcricdo das miosinas
MyH3 e MyH5, mas induziu um aumento do nimero de células MF20 positivas, o que sugere
gue os efeitos de rcRGMa nado sejam diretos sobre a expressao de Miosina e sim sobre fatores

gue possivelmente modulam sua expressao.

Este possivel papel na diferenciagdao de mioblastos em conjunto com a reativagao de fatores
proliferativos, foi identificado quando rcRGMa foi administrado apds trés dias em meio de
diferenciacdo miogénica, seguindo os métodos que haviam sido padronizados na literatura
(Martins et al., 2015). Logo, a administracdo em uma fase anterior a diferenciacdo de rcRGMa
conseguiria induzir precocemente a diferenciacdo mioblastos? A fim de responder esse
guestionamento, nds administramos rcRGMa precocemente na cultura, assim que o meio de
crescimento foi substituido para meio de diferenciagdo miogénica. Embora ndao tenhamos
observado um nimero maior de miotubos multinucleados nas culturas tratadas com rcRGMa,
nds observamos que o tratamento precoce induziu um aumento no nimero de células MF20
positivas, comparado ao controle. E por RT-PCRqg, nds observamos um aumento significativo
na expressao de MyoD (72X), mas ndo observamos um aumento na transcri¢cao de Ciclina D1
e de MyH3. Neste caso, portanto, o aumento na expressdo de MyoD na auséncia de um
aumento similar em Ciclina D1 sugere que MyoD esteja ativo como fator de transcricao no
nucleo, induzindo a expressdo de genes de diferenciacdo miogénica (Zhang et al., 1999). A
retirada do sinal mitogénico associada ao tratamento com rcRGMa aumenta a tendéncia para

o programa de diferenciacdo miogénico.

Mas como (rc)RGMa induz estes efeitos nas células musculares? Até o momento, a literatura
indica que as RGMs podem sinalizar nas células via o receptor Neogenina (Rajagopalan et al.,
2004; De Vries et al., 2008; Fujita et al., 2017) ou como co-receptores da via de sinalizacdo

induzida por BMP (Samad et al., 2005; Babitt et al., 2005).

A fim de avaliar se os efeitos observados pelo tratamento de mioblastos com rcRGMa eram

efetuados via o complexo de sinalizacdo BMP, nds administramos Dorsomorfina (DM) aos

63



mioblastos, uma droga inibidora desta via de sinalizacdo (Horbelt et al, 2015; Boergermann et
al, 2010), e verificamos se a administracdo de rcRGMa ainda era competente para ativar a
adesdo/fusdo dos mioblastos em miotubos multinucleados e induzir a formagdo de um maior

numero de células MF20 positivas.

A repressao dos receptores da via BMP parece fornecer um ambiente favoravel para que
(rc)RGMa potencialize seus efeitos de adesdo/fusdo de mioblastos. Tanto rcRGMa quanto DM
induziram um aumento do indice de fusdao; mas este aumento foi muito maior no tratamento
simultaneo rcRGMa+DM. Os efeitos inibitérios da sinalizagdo BMP sobre a diferenciacao
miogénica ja sdo bem conhecidos (Hirsinger et al., 1997; Reshef et al., 1998; Amthor et al.,
1998; Ono et al., 2011; Friedrichs et al., 2011). No dermomiétomo dos somitos, a sinaliza¢ao
BMP deve ser bloqueada para permitir a determinacdo e diferenciacdo dos precursores
miogénicos (Hirsinger et al., 1997; Reshef et al., 1998; Amthor et al., 1998). A super-expressao
ou o tratamento de precursores mesodérmicos ou de mioblastos da linhagem C2C12 com
BMP4 induz a diferenciacdo dessas células na linhagem osteogénica (Katagiri et al., 1994;
Dahlqvist et al., 2003). Em células satélites, a sinalizacdo BMP permite a
expansdo/proliferacdo dessas células por previnir a diferenciacdo prematura delas em
miotubos (Ono et al., 2011; Stantzou et al., 2017). O bloqueio da via BMP com dorsomorfina
ou com o antagonista da via BMP, Noggin, induz um aumento da expressdao de proteinas
miogénicas e formacdo de miotubos (Horbelt et al., 2015; Friedrichs et al., 2011). Estes
resultados corroboram para sugerir que rcRGMa esteja atuando como um fator sinergistico

ao bloqueio da via BMP para permitir a fusdo de mioblastos.

O mesmo ndo ocorre na inducdo da diferenciacdo terminal dos mioblastos. Apesar de rcRGMa
induzir um aumento no niumero de células MF20 positivas, o nUmero destas células foi maior
guando a cultura foi tratada com DM e ndao observamos um efeito adicional quando as células
foram tratadas simultaneamente com rcRGMa + DM. Estes resultados sugeriram entdo que

os efeitos de rcRGMa na diferenciacdao sao secundarios e independentes da sinalizacao BMP.

Este efeito na diferenciacdo terminal parece ser exercido por rcRGMa associado ao seu outro
possivel receptor, a Neogenina. A maior disponibilidade deste receptor (por super-expressao)
aumentou o efeito de rcRGMa sobre o numero de células MF20 positivas. A ligacdo
rcRGMa+Neogenina promoveu inclusive um aumento na transcricao de MyoD e MyH3, genes
associados a estagios mais tardios de diferenciacdo, o que ndo havia sido obtido até o

momento nos tratamentos isolados. Esses resultados reforcam que os efeitos fendtipicos
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observados na hiperplasia e consequente maior diferenciacdo das células musculares
esqueléticas sdo sinalizados via ligacdo com Neogenina. A associacdo de rcRGMa+Neogenina
mostra-se como uma importante via para a promogao da diferenciagdo muscular, superando
inclusive os efeitos da associacdo Netrina-2 + Neogenina, que também estimulou uma maior
formacao de miotubos in vitro, mas sem alterar significativamente a expressao de genes

musculo-especificas como MyoD, Miogenina e MyH (Kang et al., 2004).

Mensageiros secundarios diferentes podem ser induzidos por Neogenina. Em neurénios, a
interacao entre a porg¢ao C-terminal de RGMa com Neogenina induz a ligacao de FAK aos
dominios intracelulares de neogenina. A fosforilacdo de FAK ativa diretamente a via RhoA-
ROCK e desencadeiam a despolimerizacdo de actina e retra¢do dos filopédios neuronais (De
Vries & Cooper, 2008). Em células epiteliais, a ligacdo entre a porcdo C-terminal de RGMa e
Neogenina promove a estabilidade das jungdes de adesdo via Arp2/3 e complexo WRC.
Interrassantemente, RGMa soluvel (N-terminal) também pode ligar-se a Neogenina, mas
induzindo uma via intracelular especifica via clivagem por uma y-secretase dos dominios P1,
P2 e P3intracelulares desse receptor (Siebold et al., 2016). Estes subdominios sdo deslocados
para o nucleo, para mediar a transcricdo génica via LMO4 (Siebold et al., 2016). Em nosso
trabalho, no entanto, nds ndo conseguimos elucidar qual via celular é induzida apés a ligacao
entre rcRGMa e Neogenina. Dada a complexibilidade e multiplicidade de efeitos induzidos
pela ligacdo RGMa-Neogenina, novos estudos devem ser feitos buscando esclarecer as

moléculas induzidas pela interacio RGMa-Neogenina.

Por fim, mostramos ainda que rcRGMa aumenta a viabilidade das células musculares
esqueléticas cultivadas em meio de crescimento, sugerindo que rcRGMa possa influenciar o
aumento na proliferacao dessas células na presencga do sinal mitogénico, uma vez que células
mais vidveis tende a ter uma maior taxa proliferativa. No sistema nervoso, RGMa foi associada
a sobrevivéncia e diferenciacdo de neurdnios (Matsunaga et al., 2004; Matsunaga et al.,
2006), similar aos efeitos no tecido muscular. O mesmo efeito ndo foi observado quando as
células foram cultivadas em condi¢Oes de diferenciacdo: observamos uma diminuicdo na
viabilidade celular quando as células foram transferidas para este meio. Esta diminuicdo da
viabilidade celular pode ser consequéncia da inducdo a diferenciacdo celular estimulada por
rcRGMa, uma vez que a biogénese mitocondrial dimuinui durante a transicdo para a
diferenciacdo celular (Birket et al., 2011; Xu et al., 2013; Reis et al., 2015). Mais estudos, no
entato, se fazem necessarios para ilucidar de forma mais clara a relagdao entre rcRGMa e a

atividade mitocondrial.
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. CONCLUSOES

rcRGMa soluvel induz a hiperplasia das células musculares esqueléticas in vitro;

rcRGMa soluvel promove a transcricio de fatores miogénicos como MyoD,

responsdveis pelo inicio do programa de diferenciacdo in vitro;

A inducdo de hiperplasia muscular por rcRGMa in vitro é favorecida quando a via BMP

estd bloqueada;

Os efeitos na diferenciagdo terminal in vitro de mioblastos em miotubos

multinucleados sao induzidos pela ligagdo entre rcRGMa e Neogenina;

RGMa possivelmente apresenta um efeito na proliferacdo das células musculares

esqueléticas.
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