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RESUMO 

A Molécula Orientadora por Repulsão a (RGMa) é uma proteína que foi primariamente 

relacionada à axonogênese, atuando via os receptores Neogenina e/ou como co-

receptores da sinalização BMP. O padrão de expressão de RGMa durante o 

desenvolvimento do embrião de galinha sugeriu novas funções para esta molécula, 

incluindo a somitogênese e miogênese. Nosso grupo identificou uma isoforma de 

RGMa expressa exclusivamente em somitos, estruturas embrionárias transientes que 

originam as células musculares esqueléticas do tronco e as células-tronco musculares. 

Este estudo teve como objetivo caracterizar a sequência desta isoforma, denominada 

RGMa1; e investigar sua função biológica em células de somitos de embriões de 

galinha. A sequência de nucleotídeos revelou que RGMa1 é produto de um splicing 

alternativo que ocorre sobre a sequência de RGMa, removendo completamente o 

domínio que codifica a porção N-terminal da proteína. Estes resultados sugerem que 

RGMa1 exerce sua função nos somitos de forma ancorada à membrana plasmática. A 

análise funcional foi realizada por meio as superexpressão de RGMa1 em células de 

somitos de embriões de galinha no estágio de 33-35h (HH10), compondo nos seguintes 

grupos: (i) somitos epiteliais caudais; (ii) somitos epiteliais associados ao tubo neural e 

notocorda; (iii) somitos maduros craniais; e (iv) somitos maduros associados às 

estruturas axiais. A superexpressão de RGMa1 foi capaz de induzir a expressão dos 

fatores pré-miogênicos (Pax3/Pax7) e miogênicos (MyoD/Miogenina/Desmina) nas 

células dos grupos (i), (ii) e (iii). O grupo (iii) induziu ainda a expressão do fator 

miogênico Myf5 e de α-actinina. A superexpressão de RGMa1 nas células do grupo (iv) 

induziram um resultado oposto: todos os marcadores testados foram identificados como 

reprimidos. Estes resultados sugerem uma importante função para RGMa1 durante o 

estabelecimento das células satélites e da linhagem miogênica durante o 

desenvolvimento dos somitos ainda epiteliais; mas que sua expressão é regulada por 

fatores expressos pelas estruturas axiais após a maturação dos somitos. Foi observado 

ainda que os efeitos exercidos por RGMa1 sobre a expressão dos marcadores pré-

miogênicos e miogênicos não parecem ser exercidos pela ligação de RGMa1 aos 

receptores Neogenina ou da via BMP, já que seus respectivos sinalizadores secundários 

não apresentaram alterações coerentes com os efeitos observados. Nossos resultados 

contribuem para adicionar RGMa1 como um novo fator envolvido com a determinação 

miogênica nos somitos, um programa molecular que tem com aplicações médicas e 

potencial biotecnológico para o melhoramento de animais de corte. 

Palavras-chaves: RGMa1, RCAS, somito, embrião de galinha, músculo esquelético 
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ABSTRACT 

The Repulsive Guidance Molecule a (RGMa) is a protein originaly described playing 

role as a repulsive cue during axonogenesis, via the Neogenin and/or as co-receptors of 

the BMP signaling pathways. RGMa expression pattern during the chicken embryo 

development suggested additional roles for this protein, including during somitogenesis 

and myogenesis. Our group has previosly identified a RGMa isoform exclusively 

expressed in the somites, which are transitory structures that give rise to the skeletal 

muscle cells of the trunk and also to the skeletal muscle stem cells. The objective of this 

study was to characterize the sequence of this isoform, RGMa1, and to investigate its 

biological function in chicken embryo somite cells in vitro. Nucleotide sequence 

analysis revelead that RGMa1 is produced by a post-transcriptional mechanism that 

occors in the RGMa sequence, complete removing the domain that codify the N-

terminal portion of the protein. These results suggested that RGMa1 plays its role as 

membrane-anchored protein. Functional analysis was performed in somite cells from 

33-35h chicken embryos (HH10) which form the followiong groups: (i) caudal 

epithelial somites; (ii) caudal epitelial somites associated with the neural tube and 

notochord; (iii) cranial mature somites; and (iv) cranial mature somites associated with 

the axial structures. In addition RGMa1 overexpression could upregulate the expression 

of pre-myogenic (Pax3/Pax7) and myogenic (MyoD/Miogenina/Desmina) markers of 

cells from the groups (i), (ii) and (iii). RGMa1 could additionaly induce Myf5 and α-

actinin expression in the cells from group (iii). RGMa1 overexpression in the cells from 

group (iv), however, induced the opposite effect: all tested markers were found to be 

downregulated. These results suggest an important biological function for RGMa1 

during the establishment of the myogenic cell lineages in the epithelial somites; and that 

RGMa1 expression is regulated by factors expressed by the axial structures after somite 

maturation. It is also important to note that RGMa1 effects on the expression of pre-

myogenic and myogenic factors are not performed via Neogenin or BMP receptors, as it 

was not possible to note changes in their respective secundary messengers expression 

that could correlated with the observed effects. Our results contribute to include RGMa1 

as a new factor involved with myogenesis, a molecular program that shows medical and 

biotechnological applications. 

Key words: RGMa1, RCAS, somites, chicken embryo, skeletal muscle  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Durante o desenvolvimento embrionário, proteínas de matriz extracelular, 

denominadas moléculas orientadoras, funcionam como pistas atrativas e/ou repulsivas 

capazes de guiar os axônios para correta inervação do organismo em formação (Colak et 

al., 2013). Dentre essas proteínas, as Moléculas Orientadoras por Repulsão (RGM) 

foram descritas no teto óptico de embriões de galinha exercendo papel repulsivo em 

axônios da região (Monnier et al., 2002). Atualmente essa família de proteínas é 

composta por quatro membros (RGMa, RGMb, RGMc e RGMd) e se ancoram à 

membrana plasmática por uma cauda de glicosilfosfatidilinositol (GPI; Samad et al., 

2004). Além da capacidade de orientação axonal, as RGMs, junto a seu receptor 

Neogenina, estão envolvidas em uma gama de outros processos envolvendo o sistema 

nervoso em desenvolvimento, tais como adesão, diferenciação, regeneração e 

sobrevivência de neurônios (Matsunaga et al., 2004; Schwab et al., 2005; Wilson & 

Key, 2006). 

 Apesar de estarem associadas primariamente ao sistema nervoso, estudos mais 

recentes mostraram que as RGMs participam de processos biológicos diversos. RGMa 

possui importância médica, ao regular a inflamação e neurodegeneração em caso de 

encefalomielite autoimune, uma vez que sua expressão foi detectada em células do 

sistema imunológico (Muramatsu et al., 2011). Além disso, RGMa está envolvida com 

doença de Parkinson (Müller et al., 2016) e esclerose múltipla (Nohra et al., 2010). A 

interação RGMa-Neogenina foi responsável por suprimir a formação de tubo endotelial, 

indicando que RGMa é capaz de inibir o processo de angiogênese (Fujita & Yamashita, 

2017). Recentemente, o bloqueio da interação RGMb-Neogenina foi associada à 

inibição da hiperreatividade das vias aéreas induzidas por alérgenos (Yu et al., 2016); 

RGMc participa da regulação da homeostase de ferro do orgasnismo (Pietrangelo, 

2007); e RGMd, até o presente momento, só foi identificada em peixes teleósteos 

(Camus & Lambert, 2007). 

 Durante o desenvolvimento do embrião de galinha, transcritos de RGMa e 

RGMb foram localizados, por hibridização in situ, em regiões fora do sistema nervoso, 

tais como nos somitos (Jorge et al., 2012), as estruturas transientes que aparecem 

lateralmente ao tubo neural e que darão origem à musculatura esquelética do tronco, 
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vértebras, costelas e derme (Musumeci et al., 2015). O padrão de expressão de RGMa 

revelou sua presença na região em que as células musculares progenitoras originam o 

miótomo e na região central do dermiótomo, local de origem das células-tronco 

musculares, células satélites (Blake & Ziman, 2014), evidenciado pela colocalização 

com transcritos do marcador para célualas satélites, Pax7 (Jorge et al., 2012). Esses 

dados sugerem que existe o envolvimento de RGMa com o estabelecimento e 

desenvolvimento da musculatura estriada esquelética. 

 O envolvimento de RGMa com a musculatura estriada esquelética de 

camundongos também vem sendo investigada. RGMa, RGMb e RGMc foram 

detectadas, por imunoflorescência, no sarcolema das fibras musculares, enquanto que 

somente RGMa mostrou-se expressa no sarcoplasma, apresentando um padrão estriado 

e colocalizado com as proteínas sarcoméricas Desmina e Titina (Martins et al. 2015). 

Por meio de ensaios de superexpressão e knockdown de RGMa, percebeu-se que esta 

molécula funciona como um fator hipertrófico da musculatura estriada esquelética. A 

superexpressão de RGMa promoveu maior índice de fusão de mioblastos e um aumento 

significativo na largura das fibras musculares, ao passo que a inibição pode RGMa 

gerou fibras com perfil atrófico (Martins et al. 2015). 

 Outros fatores estão relacionados à regulação do tamanho da fibra muscular 

estriada esquelética, além de RGMa. Estudos envolvendo o receptor das RGMs, 

Neogenina, e RGMc também demonstraram que essas moléculas estão associadas à 

regulação positiva do tamanho da célula muscular estriada esquelética (Bae et al., 

2015). Mais recentemente, trabalhos evidenciaram que as Proteínas Morfogenéticas 

Ósseas (BMPs) estão associadas à deposição de massa muscular ao controlar 

funcionalmente as células satélites durante a miogênese (Sartori & Sandri, 2015). 

Interessantemente, as RGMs são descritas como correceptoras de BMPs (Samad et al., 

2005) e, uma vez que os efeitos hipertróficos sobre a musculatura estriada esquelética 

tenha sido observada, de maneira independente, para RGMs, Neogenina e BMPs, deve-

se pressupor um envolvimento entre todas elas com esse fenótipo observado para a 

musculatura. 

 Como visto, RGMa encontra-se presente em todo o desenvolvimento muscular 

do organismo, desde sua formação e estabelecimento nos somitos até a composição do 

sarcômero em uma fibra muscular madura. Surpreendentemente, a caracterização de 

RGMa em somitos de embriões de galinha revelou que, durante esta fase do 
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desenvolvimento, RGMa apresenta-se como uma isoforma menor e exclusiva, 

denominada RGMa1. Nenhuma função foi atribuída à espressão de RGMa1 nos somitos 

durante o desenvolvimento, até a realização do presente trabalho. 

 Além de identificação de uma nova molécula, a adição de RGMa1 à complexa 

rede de moléculas que participam do desenvolvimento e estabelecimento da 

musculatura esquelética, pode se tornar um novo alvo para tratamentos de distrofias e 

atrofias, contribui para produção animal e, até mesmo, para fins estéticos (Bushby et al., 

2010; Emery et al., 2015). Quando a célula muscular adulta passa por eventos de 

hipertofria, hiperplasia ou reparo há uma remontagem do processo que ocorre na fase de 

desenvolvimento embrionário, com a expressão das mesmos fatores de transcrição e 

deposição proteica, e, por isso, faz-se importante conhecer e identificar o maior número 

de moléculas que podem ser usadas, por exemplo, para bioengenharia tecidual na 

criação de scaffolds musculares criados in vitro (Klumpp et al. 2010; Kwee & Mooney, 

2017).  



20 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. A família de Moléculas Orientadores por Repulsão (RGMs) 

 Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, neurônios devem se dirigir e 

atingir diferentes regiões alvo do organismo em formação (Huber et al., 2003). O 

crescimento axonal é conduzido por proteínas presentes na matriz extracelular: as 

Moléculas Orientadoras (Kolodkin & Pasterkamp, 2013). Estas proteínas funcionam 

como pistas (atrativas e/ou repulsivas) para migração de neurônios em desenvolvimento 

e podem associar-se à membrana plasmática, apresentando uma atuação com efeitos 

locais, ou podem ser secretadas, atuando como agentes de longo alcance (Van Battum et 

al., 2015). Os cones de crescimento dos axônios em formação possuem receptores de 

membrana especializados, capazes de reconhecer e interagir com essas moléculas 

presentes na matriz extracelular (Chilton, 2006), que são capazes de orientar e 

reorganizar o citoesqueleto dos cones de crescimento, direcionando-os corretamente 

para suas regiões alvo (Pasterkamp & Kolodkin, 2013). Embora exista uma gama de 

mensageiros secundários intracelulares, destacam-se o íon cálcio (Ca2+) e a adenosina 

3,5-monofosfato cíclico (AMPc), envolvidos diretamente com o direcionamento do 

cone de crescimento dos axônios (Nicol et al., 2011; Sutherland & Goodhill, 2013). 

 Um total de cinco famílias de proteínas orientadoras canônicas, bem como seus 

respectivos receptores, foram identificadas desempenhando papéis importantes durante 

os processos de expansão da inervação do sistema nervoso central e periférico: Efrinas, 

Moléculas Orientadoras por Repulsão (RGMs), Netrinas, Semaforinas e Slits, (Tessier-

Lavigne & Goodman, 1996; Mueller, 1999; Van Battum et al., 2015; Tamariz e Varela-

Echavarría, 2015). As moléculas orientadoras são divididas em dois grupos: as atrativas, 

(as Efrinas e Netrinas), que são capazes de atrair o crescimento axonal para determinada 

região por meio da polarização da atividade protrusiva do cone axonal (Klein, 2012; Lai 

Wing Sun et al., 2011), e as repulsivas (RGMs, Semaforinas e Slits), orientadores que 

repelem o crescimento axonal, inibindo a atividade protrusiva do cone de crescimento 

em suas proximidades (Severyn et al., 2009; Ypsilanti et al., 2010; Pasterkamp, 2012). 

No entanto, dependendo do contexto em que se encontre (as moléculas orientadoras e o 

tipo de receptor envolvido na sinalização), o mesmo grupo de moléculas orientadoras 

pode sofrer uma conversão de seus efeitos; como, por exemplo, as Netrinas, que passam 

a ter uma ação repulsiva quando ligada ao receptor UNC-5 (Merz et al., 2001). 
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 Moléculas Orientadoras por Repulsão formam uma família de orientadores 

axonais que foram primeiramente identificadas no teto óptico em embriões de galinha 

(Monnier et al., 2002). Atualmente, são descritos quatro membros da família RGM em 

vertebrados: RGMa (ou simplesmente RGM); RGMb (ou DRAGON); RGMc (também 

chamado de Hemojuvelina, HJV ou HFE2); e RGMd (identificada apenas em peixes 

teleósteos). As proteínas desta família também são encontradas em invertebrados, como 

o Caenorhabditis elegans, os quais possuem um único gene para RGM (Camus & 

Lambert, 2007). RGMa, RGMb e RGMc possuem 50-60% de identidade entre si, 

enquanto RGMd possui 30-40% em relação aos outros três membros da família. Todas 

as RGMs compartilham padrões estruturais: um peptídeo-sinal na porção N-terminal; 

um domínio parcial do Fator de von Willebrand tipo D (vWF-tipo D), que inclui um 

sítio de clivagem proteolítica altamente conservado, alvo das Furinas e proteínas SKI-1 

(Tassew et al., 2012); um domínio hidrofóbico e uma âncora de glicosilfosfatidilinositol 

(âncora-GPI) em seu domínio C-terminal (Monnier et al., 2002; Mueller et al., 2006). 

Além disso, o motivo RGD (Arg-Gly-Asp), relacionado à adesão célula-célula, é 

conservado em RGMa e RGMc (Samad et al., 2004). As RGMs sinalizam via o 

receptor Neogenina (que é também receptor de Netrinas), composta por quatro 

domínios semelhantes a imunoglobulinas, seguidos por seis domínios de fibronectina 

tipo III, um domínio transmembrana e uma porção intracelular (Rajagopalan et al., 

2004; Fitzgerald et al., 2006; Vielmetter et al., 2009).  

 Durante muitos anos, as RGMs representaram um verdadeiro quebra-cabeças 

molecular devido à inexistência de homologia estrutural entre elas e qualquer proteína 

existente (Siebold et al., 2017). Entretanto, estudos recentes revelaram sua estrutura 

tridimensional e identificaram dois domínios ordenados e estabilizados por pontes 

dissulfeto que são conectados por um ligante flexível (Bell et al., 2013; Healey et al. 

2015).  O domínio N-terminal (N-RGM) é composto de um feixe com três hélices que 

abriga o motivo RGD, tradicionalmente reconhecida por ser importante em processos de 

adesão mediados por Integrinas (Humphries et al., 2006); porém, até o momento, não há 

vinculação entre este motivo, ou sinalização mediada por ele, entre RGMs e Integrinas 

(Siebold et al., 2017). O domínio C-terminal (C-RGM) é o principal sítio de interação 

de alta-afinidade com o receptor Neogenina. No complexo estrutural C-RGM-

Neogenina, duas moléculas RGMs atuam como um grampo molecular reunindo os 

domínios justamembranas de fibronectina do tipo III de dois receptores Neogenina (Bell 
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et al., 2013). A complexa arquitetura RGM-Neogenina é proposta para induzir a 

dimerização intracelular de Neogenina e posicionar suas porções C-terminais em 

estreita proximidade entre si, que pode indicar a existência de um mecanismo de 

transdução de sinal através da membrana plasmática mediada por este receptor (Yang et 

al., 2008; Figura 1A). 

 As interações mediadas pela sinalização das RGMs podem ser do tipo trans 

(intercelular) ou cis (na própria célula). A sinalização trans (Figura 1A) pode ser 

dependente de contato (adesivo) ou mediada por gradientes estabelecidos pela clivagem 

extracelular de isoformas das RGMs (Lee et al., 2010). O sítio de ligação entre RGM e 

o domínio de fibronectina de Neogenina, localizado próximo à membrana plasmática, 

juntamente à complexa arquitetura RGM-Neogenina indicam que a liberação do 

ectodomínio de RGM deve ser mediada por células vizinhas (Siebold et al., 2017). A 

sinalização trans é relevante para funções celulares como o crescimento e orientação 

axonal (Wilson & Key, 2006), estágios iniciais da neurulação (Kee et al., 2008), adesão 

e ativação de linfócitos T CD4+ (Muramatsu et al., 2011), e migração de leucócitos 

(Mirakaj et al., 2011). Em contrapartida, na sinalização cis (Figura 1B), a clivagem do 

ectodomínio de RGM não se faz necessária, uma vez que tanto Neogenina quanto RGM 

são expressas na superfície da mesma célula, como ocorre em condrócitos (Zhou et al., 

2010) e hepatócitos (Zhang et al., 2009). Adicionalmente, estudos recentes indicam que 

ambas, RGMs e Neogenina, são proteoliticamente processadas. Este processamento 

libera RGM da superfície celular em determinadas situações, diversificando os efeitos 

de sua via de sinalização e também controlando a duração do tempo de sinalização após 

acoplamento do ligante (De Vries & Cooper, 2008; Tian & Liu, 2013). 
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Figura 1. Tipos de sinalização induzidas pelas Moléculas Orientadoras por 

Repulsão (RGM). (A). Modelo proposto para a sinalização trans de RGM. O 

ectodomínio de RGM pode ser clivado por ação de fosfolipases ou enzimas proteolíticas 

(triângulo). RGM liga-se aos ectodomínios dos receptores Neogenina, localizados em 

outras células, estabilizando-os e organizando-os em dímeros e, subsequentemente, 

ativando a cascata de sinalização. (B). Modelo proposto para a sinalização cis de RGM. 

RGMs funcionam como uma ponte estrutural entre seu receptor Neogenina e o ligante 

BMP, formando clusters ao longo da membrana plasmática. Figura adaptada de Siebold 

et al., 2017. 

 

 Em relação aos membros que compõem a famíla RGM, RGMa foi clonada a 

partir de um RNA mensageiro isolado do teto óptico do embrião de galinha (Monnier et 

al., 2002). Durante o desenvolvimento embrionário de camundongo, RGMa foi 

inicialmente identificada no estágio E8.5 e persiste durante todo o desenvolvimento 

(Schmidtmer & Engelkamp, 2003). Foi encontrada em várias regiões craniais, incluindo 

mesencéfalo, hipocampo, parte do tronco cerebral e da medula espinhal (Brinks et al., 

2004; Niederkofler et al., 2004; Oldekamp et al., 2004). Estas mesmas observações têm 

sido relatadas também em galinha e zebrafish (Matsunaga et al., 2004; Samad et al., 

2004; Jorge et al., 2012). RGMa inibe axônios temporais da retina de penetrarem na 

região posterior do teto óptico, orientando-os corretamente para sua região alvo 

(Monnier et al., 2002). Neogenina é expressa em axônios temporais da retina e a 

interação RGMa-Neogenina mostrou ser a responsável pela quimiorrepulsão mediada 

por RGMa nesses neurônios (Rajagopalan et al., 2004, Tassew et al., 2014). 

 A expressão de RGMb foi observada nos gânglios das raízes dorsais do sistema 

nervoso simpático e que seu possível promotor estava vinculado ao fator de transcrição 

homeobox, DRG11 (Ding et al., 2003). RGMb também foi detectada na medula 

espinhal (exceto na zona ventricular) e no tubo neural em desenvolvimento antes da 

expressão de DRG11, além de ser encontrada em outras áreas do sistema nervoso em 

que DRG11 não é sintetizada (Samad et al., 2004). No entanto, ao invés de promover a 

repulsão axonal, foi mostrado que RGMb promove a adesão de neurônios do gânglio da 

raiz dorsal em camundongos (Samad et al., 2004). Além disso, resultados oriundos de 

ensaios de hibridização in situ têm mostrado a expressão de RGMb na retina, nervo 

óptico e regiões do cérebro em desenvolvimento, incluindo prosencéfalo, mesencéfalo e 

rombencéfalo (Oldekamp et al., 2004; Schnichels et al., 2007; Jorge et al., 2012). 

 Sabe-se que, em galinha, axônios de neurônios das raízes dorsais não expressam 

Neogenina endógena (pelo menos na galinha) e esses axônios não são responsivos para 
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RGMa, indicando que RGMb poderia sinalizar de maneiras alternativas. No entanto, 

existe algum nível de resposta quando Neogenina é expressa de algum modo 

(Rajagopalan et al., 2004). Têm-se observado uma interação entre RGMb e Neogenina, 

que pode estar envolvida na migração neuronal do giro denteado do hipocampo (Conrad 

et al., 2010). A associação entre RGMb e Neogenina demonstrou a capaciade de 

controlar a proporção de células da glia e neurônios no epitélio olfatório em 

desenvolvimento, visto que RGMb-Neogenina promove interações célula-célula entre 

neurônios recém-diferenciados e células progenitoras (Kam et al., 2016). Mais 

recentemente, RGMb foi associada com a regeneração axonal e remodelação de 

sinapses em ratos que sofreram infarto cerebral isquêmico (Wang et al., 2017); além de 

ser capaz de coestimular a ativação de linfócitos CD4+, polarizando a resposta 

inflamatória para uma resposta do tipo Th1 e suprimindo uma resposta Th2 em 

camundongos asmáticos (Nie et al., 2017). 

 RGMc é o membro da família cuja expressão foi detectada durante a 

diferenciação muscular esquelética no desenvolvimento embrionário e parece não estar 

diretamente envolvida com a repulsão axonal (Papanikolaou et al., 2004). Durante o 

desenvolvimento de camundongos, no estágio E11.5, transcritos de RGMc foram 

notados primeiramente nos somitos, precursores da musculatura esquelética (Kuninger 

et al., 2004). A expressão de RGMc faz-se também presente no coração, fígado, ossos e 

cartilagens (Niederkofler et al., 2005; Rodriguez et al., 2007). Além disso, RGMc está 

envolvida com o metabolismo de ferro do organismo, participando da regulação do 

hormônio hepático hepcidina  (Pietrangelo, 2007; Torti et al., 2016). 

 Semelhante à RGMa, RGMc é capaz de ligar-se à porção extracelular de 

Neogenina (Kuns-Hashimoto et al., 2008; Yang et al., 2008) e sofre clivagem 

autocatalítica (Bell et al., 2013). As formas solúveis de RGMc foram encontradas no 

soro de humanos (Lin et al., 2005; Brasse-Lagnel et al., 2010), ratos (Zhang et al., 

2007) e camundongos (Kuninger et al., 2008). Estas formas podem ser geradas também 

por clivagem proteolítica por ação de Furinas e outras convertases (Silvestri et al., 2007; 

Lin et al., 2008) ou por Matriptase-2 (Silvestri et al., 2008). A âncora-GPI de RGMc 

pode ser clivada por ação da Fosfolipase A, evidenciando, portanto, a versatilidade de 

RGMc em diversos processos biológicos (Lin et al., 2008). 

 RGMd foi o último membro da família identificado (Camus & Lambert, 2007) e 

novos trabalhos mostraram sua expressão no sistema nervoso e musculatura esquelética 
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durante o desenvolvimento de zebrafish (dados do grupo de pesquisa ainda não 

publicados). 

 

2.2. Vias de sinalização de RGMa  

 Os efeitos inibitórios das RGMs sobre o crescimento de neuritos foram 

estudados extensivamente e são dependentes da sinalização de Rho-GTPases em 

sinalização à jusante de RGMa (Conrad et al., 2007; Kubo et al., 2008; Tassew et al., 

2009). A ligação de RGMa à Neogenina, juntamente ao correceptor Unc5-B, promove a 

ativação de RhoA (uma pequena proteína que se liga ao GTP e que é importante na 

dinâmica do citoesqueleto de Actina) por meio de LARG (Figura 2),  um fator de troca 

de nucleotídeo guanina (Conrad et al., 2007; Hata et al., 2009). Em paralelo, as 

interações RGMa-Neogenina ativam uma quinase de adesão focal (FAK) e p120GAP, 

que consequentemente reduz a atividade de Ras, outra GTPase da mesma família de 

RhoA (Endo & Yamashita, 2009; Figura 2). Este aumento da ativação de RhoA e a 

diminuição da atividade de Ras mediados por RGMa-Neogenina levam ao colapso do 

cone de crescimento axonal (Siebold et al., 2017). 

 O processamento de RGMa é complexo e envolve clivagens autocatalíticas e 

proteolíticas, por ação de enzimas Furinas e SKI-1, originando um total de sete formas 

diferentes dessa proteína, das quais quatro são ancoradas à membrana plasmática (C-

RGMa) e três solúveis (N-RGMa; Tassew et al., 2012). Suspeita-se que a existência 

desses diversos peptídeos ativaria vias de sinalização distintas e que exerceriam efeitos 

diferentes na repulsão de axônios embrionários. Todas as formas, ancoradas à 

membrana e/ou solúveis, ligam-se ao domínio 3-4 de fibronectina III de Neogenina, de 

modo que N-RGMa influenciou o crescimento e a orientação de axônios in vitro; 

enquanto C-RGMa afetou apenas o crescimento axonal (Banerjee et al., 2016; Siebold 

et al., 2017). C-RGMa estimula a cascata de sinalização que envolve a ativação de 

LARG e RhoA, ao passo que a sinalização de N-RGMa favorece a ação de γ-secretase 

que cliva o domínio intracelular de Neogenina, que, por sua vez, ativa o cofator de 

transcrição LMO4, acarretarretando no colapso do cone de crescimento axonal 

(Banerjee et al., 2016; Figura 2). É interessante notar que a incubação prévia com C-

RGMa aboliu completamente a ligação N-RGMa-Neogenina, ao passo que a pré-

incubação com N-RGMa também foi capaz de reduzir a interação entre C-RGMa e 

Neogenina (Tassew et al., 2012). Portanto, é possível inferir que as concentrações locais 
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de C-RGMa e N-RGMa determinam quais desses pequenos peptídeos interagirão com 

Neogenina na regulação dessa gama de eventos biológicos nos diferentes tecidos e 

órgãos. 

 Estudos envolvendo o crescimento de neuritos e migração neuronal 

demonstraram que a proteína 17 que contém o domínio de metaloproteinase e 

desintegrina A (ADAM-17) é capaz de se ligar e clivar a porção extracelular de 

Neogenina, reduzindo sua expressão na superfície celular (remetendo um papel 

proteolítico na sinalização de Neogenina) e que, consequentemente, dessensibiliza 

axônios para RGMa (Okamura et al., 2011). van Erp e colaboradores (2015) evidenciam 

que a proteína rica em repetições de leucina transmembrana 2 (Lrig-2) regula ADAM-

17 negativamente, uma vez que a Lrig-2 exerce um papel protetor quando se liga à 

Neogenina, evitando a clivagem prematura desse receptor por ação de ADAM-17. 

RGMa reduz as interações Lrig-2-Neogenina, facilitando o acesso de ADAM-17 à 

Neogenina, resultando na clivagem do ectodomínio da mesma (Figura 2). 

 Durante o desenvolvimento embrionário, a morfogênese epitelial é fundamental 

para a organogênese do embrião, uma vez que os movimentos epiteliais altamente 

coordenados geram estruturas complexas, como o tubo neural (Niederkofler et al., 

2004; Kee et al., 2013). A depleção de Neogenia e/ou RGMa no início do 

desenvolvimento leva a uma perda da adesão e da polaridade baso-apical do 

neuroepitélio, resultando em falha do fechamento do tubo neural (Niederkofler et al., 

2004; Lee et al., 2016). E-Caderinas promovem a adesão célula-célula encontradas nas 

junções de aderência (JA), que são fundamentais na manutenção da organização do 

epitélio. A estabilidade das junções requer uma interação recíproca entre as Caderinas e 

os anéis de Actina circunferente que corre paralelamente às JA (Kee et al., 2008). 

Neogenina apresenta-se como um componente fundamental da maquinaria de nucleação 

de Actina, promovendo a formação de anéis de Actina estáveis nas JA pelo 

acoplamento espacial de Arp-2/3, mediando a nucleação de actina através do 

recrutamento do complexo regulatório de onda (WRC; Lee et al., 2016; Figura 2). O 

knockdown de RGMa induziu à desestabilização de JAs e mostrou que a localização de 

WCR foi similar ao observado quando Neogenina foi depletada (Lee et al., 2016). Esses 

dados sugerem que Neogenina e RGMa atuam em conjunto na estabilização das JAs. 
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Figura 2. Principais vias de sinalização envolvendo as RGMs (Moléculas 

Orientadoras por Repulsão) e seu receptor Neogenina. RGMs atuam como 

correceptores das BMPs (Proteínas Morfogenéticas Ósseas) e tem sido proposto que 

atuam como uma ponte estrutural entre BMP e Neogenina. Interações entre as RGMs e 

BMPs têm implicações no metabolismo e homeostase de ferro e também no 

desenvolvimento da ossificação endocondral. A ligação de RGMa à Neogenina inibe a 

interação entre Neogenina e Lrig-2 (proteína rica em repetições de leucina 

transmembrana 2), permitindo que a enzima ADAM-17 (proteína 17 que contém o 

domínio de metaloproteinase e desintegrina A) clive o ectodomínio de Neogenina 

levando à interrupção do sinal. De modo geral, RGM-Neogenina ativa RhoA através de 

Unc-5 e LARG, e inibe Ras via FAK (quinase de adesão focal) e p120RasGAP, 

induzindo ao colapso do cone axonal. No entanto, a via de sinalização depende do 

processamento proteolítico das RGMs, de modo que C-RGM ativa a via RhoA e N-

RGM relaciona-se à clivagem do domínio intracelular de Neogenina por ação de γ-

secretase e LMO4. Em células epiteliais, Neogenina liga-se ao complexo regulatório 

WRC, e concomitantemente à ação de Rac1, leva à nucleação de actina através de Arp-

2/3, estabilizando as junções de aderência. Figura adaptada de Siebold et al., 2017. 

 

 Além de seu papel na orientação dos axônios e se apresentar como uma proteína 

sinalizadora, RGMa também está envolvida em processos de proliferação, diferenciação 

e sobrevivência neuronais (Matsunaga et al., 2006; Demicheva et al., 2015). Em 

mamíferos, encontrou-se uma elevada expressão de RGMa após injúria no sistema 

nervoso central. Além disso, estudos in vitro demonstraram que essa molécula é um 
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inibidor chave para impedir também a formação de neuritos cerebelares após o 

nascimento (Hata et al., 2006). Recentemente, RGMa também tem sido associada à 

esclerose múltipla (Nohra et al., 2010; Demicheva et al., 2015), encefalomielite 

autoimune (Tanabe & Yamashita, 2014), supressão de angiogênese (Harada et al., 2016; 

Fujita & Yamashita, 2017; Zhang et al., 2017) e envolvida na doença de Parkinson 

(Müller et al., 2016). 

 

2.3. Relação entre RGMs, Neogenina e BMPs 

 As RGMs foram identificadas como correceptores da sinalização induzida por 

BMPs (Proteínas Morfogenéticas Ósseas). RGMb foi o primeiro membro da família a 

ser identificado como correceptor para BMP, potencializando a sinalização de BMP-2 e 

BMP-4 in vitro (Samad et al., 2005). Posteriormente, a mesma capacidade foi 

descoberta para RGMa (Babitt et al., 2005) e RGMc (Babitt et al., 2006). As 

transfecções de RGMa e RGMb em células responsivas a BMP aumentaram a 

sinalização endógena de BMP via Smad1/5/8 in vitro (Babitt et al., 2005). De um modo 

geral, pode-se constatar que RGMa, RGMb e RGMc estão diretamente envolvidas com 

a sinalização de BMP-2 e BMP-4, mas não estão vinculadas à BMP-7, Activina, TGF-

β1, TGF-β2 e TGF-β3, já que os níveis de expressão dos sinalizadores intracelulares 

induzidos por estas moléculas mantiveram-se inalterados após manipulação da 

expressão das RGMs in vitro (Xia et al., 2007). 

 BMPs compreendem um grande subgrupo, com mais de vinte membros, 

pertencentes à família TGF- β (Fatores de Crescimento Transformadores β; Hogan, 

1996; Weiss & Attisano, 2013). BMPs exercem uma multiplicidade de funções durante 

o desenvolvimento embrionário e em organismos adultos, controlam a manutenção, 

proliferação, diferenciação, quimiotaxia, apoptose e regeneração em vários tecidos e 

órgãos (Massagué & Chen, 2000; Carreira et al. 2014). Para que as BMPs atuem como 

morfógenos, a sua sinalização deve ser rigorosamente regulada para assegurar a 

ativação espaço-temporal adequada e respostas específicas à jusante (Massagué, 2012). 

O complexo ativo de sinalização de BMP consiste de um ligante BMP (um dímero 

ligado por uma ponte dissulfeto) que se liga aos receptores transmembranares BMP tipo 

I (total de quatro: ALK, ACVR-1, BMPR-1A and BMPR-1B) e tipo II (três: ACVR-2A, 

ACVR-2B a BMP-R2; Bragdon et al., 2011; Figura 3). A ativação dos receptores BMP 

depende da maneira como estes se apresentam na membrana plasmática: caso se 



29 

apresentem como um complexo de receptores pré-formados, a via canônica Smad 1/5/8 

é favorecida (Figura 3b); ao passo que se se apresentarem como receptores separados 

entre si, o ligante BMP acopla-se primeiramente ao receptor tipo I, que em seguida é 

fosforilado pelo receptor tipo II, promovendo a via não-canônica de BMP, dependente 

de MAP quinase (Derynck & Zhang, 2003; Feng & Derynck, 2005; Nickel et al., 2009; 

Figura 3a). 

 As RGMs são ativadores cruciais da sinalização de BMP e o domínio N-RGM 

apresenta um sítio de alta afinidade ao ligante de BMP, revelado por cristalografia (Wu 

et al., 2012). Uma comparação entre as estruturas BMP-RGM e BMP-receptor tipo I 

mostrou que RGM compartilha o mesmo sítio de ligação que o ectodomínio do receptor 

tipo I BMP-R1A para o ligante; essa semelhança não é observada entre a estrutura de 

RGM e o receptor BMP do tipo II (Healey et al., 2015). Essa descoberta gerou 

questionamentos, uma vez que para ocorrer a sinalização Smad-dependente é necessário 

que o ligante seja capaz de ativar ambos os tipos de receptores BMP (Halbrooks et al., 

2007; Mueller, 2015). Um modelo envolvendo vias de endocitose foi  então proposto 

para elucidar essa semelhança entre RGM e o receptor BMP-R1A, já que a interação 

RGM-BMP é pH dependente, enquanto que a interação BMP-receptores de BMP não é 

(Healey et al. 2015). Nesse modelo, a porção N-terminal de uma RGM ancorada à 

membrana se ligaria ao ligante BMP e conseguiria formar um complexo ativado ao 

recrutar o receptor BMP do tipo II livre. Esse complexo RGM-BMP-receptor tipo II 

pode ser direcionado para endossomos, que são enriquecidos com receptores BMP do 

tipo 1, já que eles sofrem constante processo endocítico (Hartung et al., 2006; Healey et 

al., 2015). O pH ácido do endossomo favoreceria a dissociação do complexo 

anteriormente formado e neste momento RGM poderia ser substituída pelo receptor 

BMP tipo I, acarretando numa potencialização da via de sinalização Smad 

providenciada pelo ambiente endossômico em comparação com a membrana celular (Di 

Guglielmo et al., 2003; Hartung et al., 2006; Mueller, 2015; Figura 3c). Entretanto, 

novos estudos são necessários para comprovação desse modelo e também para elucidar 

o contexto biológico pelos quais as RGMs afetariam diretamente a via BMP. 

 Muitas evidências sugerem a interligação funcional entre as vias de 

sinalização Neogenina e BMP, muito provavelmente por ação das RGMs (Zhang et al., 

2009; Zhou et al., 2010). Dados oriundos da dispersão de raios X e de microscopia de 

super-resolução mostraram que o domínio extracelular completo de RGM (RGMb) 
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funciona como uma ponte estrutural capaz de interligar o ligante BMP (BMP-2) ao 

domínio III de fibronectina da Neogenina (Healey et al. 2015). Na presença do ligante 

de BMP, RGM e Neogenina formam grandes clusters moleculares na membrana 

plasmática, indicando que a modulação da via BMP possa ser dependente da via de 

Neogenina (Mueller, 2015; Siebold et al. 2017). Até o presente momento não se sabe a 

função desses clusters BMP-RGM-Neogenina presentes na membrana (Figura 3d); 

porém já foi demonstrado que a organização de receptores em clusters são de extrema 

importância para sinalização de várias citocinas da família TNF (Fator de Necrose 

Tumoral), por exemplo (Scott et al., 2009). Desse modo, novos estudos são requeridos 

para saber se os clusters formados são um mecanismo de BMPs modulando a via 

Neogenina, ou vice-versa, a via Neogenina modulando a via BMP ou, ainda, se ambos 

podem ocorrer, resultantes de uma modulação mútua. 

 

 

 

 
 

Figura 3. Vias de sinalização envolvendo Moléculas Orientadoras por Repulsão 

(RGMs), Neogenina e Proteínas Morfogenéticas Ósseas (BMPs). (a) Complexo de 

sinalização induzido por BMP. A ativação dos receptores ocorre quando o ligante BMP 

(losangos azuis e verdes) liga-se, primeiramente ao receptor tipo I de alta afinidade 

(roxo), que recruta o receptor tipo II de baixa afinidade (marrom), levando a 
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transfosforilação e ativação da via MAP quinase. (b) A via canônica, Smad dependente, 

de BMP ocorre quando o ligante BMP acopla-se a receptores pré-formados tipos I e II. 

(c) O ligante de BMP provavelmente será recrutado da membrana por ação dos 

correceptores RGM, que mimetizam o receptor tipo I (BMP-R1A). Esse complexo pode 

se associar ao receptor BMP do tipo II e sofrerem endocitose. Esse complexo 

encaminhado para compartimentos endossômicos carrega junto consigo o receptor de 

BMP do tipo I, que sofre endocitose constantemente. O ambiente ácido do endossomo 

promove o desligamento do ligante BMP da RGM, que é substituída pelo receptor BMP 

do tipo I, amplificando a sinalização da via Smad a partir dos endossomos. (d) RGMs 

atuam ao se ligar ao receptor Neogenina (círculos vermelhos), ativando a via Rho 

quinase. A presença de ligante BMP promove a formação de grandes clusters BMP-

RGM-Neogenina na superfície da membrana, possivelmente modulando a sinalização 

de neogenina ou ativando uma via de sinalização ainda não estudada. Figura adaptada 

de Muller, 2015. 

  

2.4. RGM e o desenvolvimento da musculatura estriada esquelética 

 Novos estudos têm demonstrado que a família RGM participa de outros 

processos biológicos importantes além da repulsão axonal durante a embriogênese 

(Harada et al., 2016; Xu et al., 2016; Fujita & Yamashita, 2017).  

 A associação das RGMs com a musculatura esquelética foi sugerida pela análise 

de um microarranjo contendo aproximadamente 4.500 transcritos de galinha (Jorge et 

al., 2010). Nesse estudo, transcritos de RGMa foram encontrados exclusivamente 

expressos no tecido muscular esquelético (Jorge et al., 2010). A análise do padrão de 

expressão de RGMa e RGMb durante o desenvolvimento de embriões de galinha 

sugeriu que estas moléculas orientadoras estão envolvidas com a miogênese. Além do 

sistema nervoso, transcritos para RGMa e RGMb foram detectados nos somitos, que são 

estruturas transientes que originarão os músculos esqueléticos epaxiais, derme, tendões, 

vértebras e costelas (Jorge et al., 2012). Transcritos de RGMa foram inicialmente 

identificados nas porções epiteliais dos somitos recém-formados, seguido de expressão 

restrita à parede medial dos somitos e às células musculares progenitoras que se 

depositam para formar o miótomo (Jorge et al., 2012). Em estágios mais avançados, a 

expressão de RGMa foi identificada na porção central do dermomiótomo, responsável, 

nesse momento, pela formação de precursores musculares esqueléticos e também das 

células satélites, as células-tronco da musculatura esquelética adulta (Gros et al., 2005; 

Jorge et al., 2012). RGMa mostrou-se expresso também no miótomo em formação, 

responsável pela formação de células musculares esqueléticas (Jorge et al., 2012). Estes 
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trabalhos sugeriram, portanto, uma associação desta molécula orientadora com o 

estabelecimento e desenvolvimento da musculatura esquelética de vertebrados. 

 Nas fases iniciais do desenvolvimento, transcritos de RGMb foram incialmente 

identificados nos somitos epitelizados recém-formados e depois a expressão começa a 

se restringir à parede medial do somito, local das células musculares progenitoras (Jorge 

at., 2012). Nas fases mais tardias do desenvolvimento, a expressão de RGMb continua 

no somito compartimentalizado, na região do miótomo. Além disso, RGMb foi expressa 

no centro dos arcos faríngeos, que vão originar a musculatura branquimética (Jorge et 

al., 2012). Esses achados sugerem que, assim como RGMc, RGMa e RGMb também 

estão envolvidas com o desenvolvimento da musculatura esquelética dos vertebrados. 

 A função das RGMs na musculatura adulta também vem sendo investigada. Em 

um trabalho recente, RGMa, RGMb e RGMc foram identificadas, por 

imunofluorescência, no sarcolema e somente RGMa no sarcoplasma de fibras 

musculares adultas de camundongos (Martins et al., 2015). No sarcoplasma, RGMa 

apresentou um padrão estriado, similar ao observado para proteínas sarcoméricas, como 

Desmina e Titina (Martins et al., 2015). A função biológica de RGMa nas células 

musculares esqueléticas foi investigada in vitro e revelou que células em que houve a 

superexpressão de RGMa formaram miotubos multinucleados maiores em largura, 

quando comparadas ao controle (Martins et al., 2015). As células positivas para RGMa 

apresentaram ainda um maior índice de fusão quando comparadas ao controle. O 

knockdown de RGMa promoveu o efeito contrário, induzindo a formação de células 

com perfil atrófico. Esses resultados contribuíram para incluir RGMa no complexo 

programa que determina a formação de células musculares esqueléticas, como um fator 

hipertrófico e hiperplásico (Martins et al., 2015). 

 O receptor Neogenina e as moléculas orientadoras Netrina-2 e RGMc foram 

também associados à regulação positiva do tamanho da célula muscular. Camundongos 

com mutação homozigótica para o gene codificador da Neogenina apresentaram 

miotubos menores com menor quantidade de núcleos. Esse fenótipo observado foi 

atribuído aos baixos níveis de FAK quinase ativa e da ineficiente expressão do fator de 

transcrição Miogenina (Bae et al., 2009). Células musculares apresentaram fenótipo 

hipertrófico, por meio da incorporação de novos núcleos, quando Netrina-2 

recombinante foi administrada ou quando foi superexpressa (Kang et al., 2004). Quando 

RGMc foi superexpressa em células C2C12 constatou-se também um aumento do 



33 

número de núcleos por miotubo. Contudo, os efeitos de RGMc nas células foram menos 

pronunciados quando comparados às Netrinas (Bae et al., 2009). Além disso, alguns 

estudos revelaram que a superexpressão de RGMc não exerceu nenhum efeito na 

formação de miotubos (Huang et al., 2005; Kuninger et al., 2006). 

 Existem outros fatores associados à regulação positiva e/ou negativa do tamanho 

da fibra muscular. Estudos recentes demonstraram que a via de sinalização BMP 

desempenha um importante papel no controle funcional das células satélites durante o 

processo de miogênese em células musculares estriadas esqueléticas adultas (Sartori & 

Sandri, 2015). Observou-se um aumento da expressão do receptor BMP do tipo I, ALK-

3, durante as fases de ativação e proliferação das células satélites, o que induziu a 

fosforilação de Smad 1/5/8. A superexpressão de ALK-3 no tecido muscular aumentou 

os níveis de fosforilação de Smad 1/5/8, resultando em um aumento da fibra muscular e, 

consequente acarretamento de um quadro muscular hipertrófico (Sartori & Sandri, 

2015). A expressão de Noggin, um antagonista de BMP, reduziu a fosforilação de Smad 

1/5/8, culminando em um quadro atrófico da musculatura estrida esquelética (Sartori et 

al., 2013). Desse modo, pode-se inferir que exista uma relação entre o tamanho da 

célula muscular envolvendo a sinalização mediada por RGM-BMP, já que o papel, para 

ambas as moléculas, foi similar no fenótipo observado para as células musculares 

estriadas esqueléticas. 

 

2.5. Somitogênese: compartimentalização dos somitos durante o desenvolvimento 

 Durante o desenvolvimento embrionário, a miogênese inicia-se logo após a 

gastrulação e, possivelmente, continua por toda longevidade do organismo. A 

musculatura esquelética origina-se nos somitos, condensações epiteliais de mesoderma 

paraxial localizados ao lado do tubo neural (NT) e notocorda (Ntc), no eixo ântero-

posteior, e que originará o esqueleto axial e a musculatura esquelética (Burke & 

Nowicki, 2003; Aulehla & Pourquié, 2010). Os somitos são extremamente importantes 

para a organização do plano segmentado dos vertebrados (Fan e Tessier-Lavigne, 1994; 

Imbesi et al., 2014). Os somitos são formados por somitogênese, um processo que 

ocorre simultaneamente com a regressão da linha primitiva, sendo que o intervalo de 

aparecimento de cada novo par de somito é regulado pelo nódulo de Hensen (Dubrulle 

et al., 2001).  
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 O intervalo de aparecimento de novos somitos, ao longo do eixo ântero-

posterior, é bastante inerente a cada espécie. No entanto, o surgimento bilateral de um 

novo par de somitos ocorre de maneira extremamente sincronizada (Palmeirim et al., 

2008; Bulusu et al., 2017). Junto a essa sincronia, espera-se uma expressão gênica 

bastante refinada e vale ressaltar que o destino das células que compõem o somito é 

regulado por sinais locais.  

 A diferenciação do somito em esclerótomo, dermátomo, sindétomo e miótomo 

depende da interação entre os somitos e os tecidos em seu entorno: o ectoderma de 

revestimento, a notocorda e o tubo neural (Fan e Tessier-Lavigne, 1994; Marcelle et al., 

1997; Blake & Ziman, 2014; Figura 4).  

 Por meio de secreção de Shh (Sonic hedgehog) e Noggin, advindos do tubo 

neural e da notocorda, as células mediais-ventrais do somito perdem suas características 

epiteliais e retornam ao estágio mesenquimal. Essas células constituem o esclerótomo, 

que expressam Pax1 e Sox9, necessários para diferenciação de cartilagens, vértebras e 

grande parte das costelas (Smith e Tuan, 1995; Olivera-Martinez et al., 2000; Figura 4). 

O remanescente de células epiteliais do somito denomina-se dermomiótomo e este se 

divide em três partes: as células das duas porções laterais constituem o miótomo, região 

que originará os músculos esqueléticos, e a porção central chamada de dermátomo, que 

originará a derme do pescoço e do tronco (Ordahl et al., 2001; Musumeci et al., 2015; 

Figura 4). 

 As células do miótomo se separam, migram e se diferenciam em mioblastos. 

Mioblastos próximos à região do tubo neural são os precursores da musculatura epaxial 

(músculos intercostais, profundos das costas e extensores dos membros; Figura 4). Os 

mioblastos mais distantes do tubo neural se diferenciam mais rapidamente e se tornam 

os precursores da musculatura hipaxial (musculatura da parede do corpo, do abdômen, 

do tronco e os flexores dos membros; Shearman & Burke, 2009; Figura 4). Os sinais 

advindos dos tecidos em torno dos somitos são responsáveis por induzir, nas células 

comprometidas com a linhagem muscular, a expressão dos Fatores Regulatórios 

Miogênicos, que são determinantes para especificação e diferenciação dos progenitores 

miogênicos (Gustafsson et al., 2002). 

 Os Fatores Regulatórios Miogênicos, ou família MyoD, são uma família que 

pertence à classe dos fatores de transcrição bHLH (Basic Helix-loop-helix), que é 

amplamente conservada nos vertebrados e está envolvida diretamente com o destino das 
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células da linhagem muscular esquelética (Weintraub et al., 1991; Bentzinger et al., 

2012). Essa família é composta por quatro proteínas regulatórias: MyoD e Myf5 são 

expressas inicialmente, uma vez que são necessárias para determinação dos mioblastos, 

enquanto Miogenina e MRF-4 (Fator Regulador de Miogênese 4) são expressos mais 

tardiamente em estágios finais de diferenciação e regulam a expressão de proteínas 

músculo-específicas (Buckingham et al., 1992; Kablar et al., 1997; Gerhart  et al., 2006; 

Zammit, 2017). Todas essas quatro proteínas ligam-se a sítios similares no DNA e 

ativam a transcrição de genes músculo-específicos (Musumeci et al., 2015). Vale 

ressaltar que a expressão dos Fatores Regulatórios Miogênicos também é influenciada 

por ação de hormônios e fatores de crescimento, como Arginina, Vasopressina e IGF-1 

(fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1; Musumeci et al., 2013). 

 O dermomiótomo é formado por uma estrutura epitelial transiente, ocupando a 

porção dorsal de cada somito. As células das extremidades (ou lábios) do dermiótomo 

são capazes de delaminar e migrar, originando o miótomo (Hollway & Currie, 2005). A 

formação do miótomo é um processo de múltiplos passos. A miogênese primária é 

caracterizada pela derivação do miótomo e formação dos primeiros mioblastos a partir 

do dermiótomo, que passa a ser apenas dermátomo (orgininará a derme); a miogênese 

secundária ocorre quando os mioblastos fetais proliferam e passam a expressar 

Myf5/MyoD, com consequente expressão de Myogenina e MRF4. Esses mioblastos 

fusinam-se aos mioblastos primários pré-existentes, ou formam de novo as miofibras 

secundárias, utilizando as miofibras primárias como scaffold (Zammit, 2017). As 

miofibras secundárias formam a maioria dos músculos que constituem o organismo, 

processo que se completará após o nascimento, por hiperplasia, com adição de células 

satélites quiescentes a essas fibras, ou por hipertrofia das fibras secundárias (White et 

al., 2010). 

 O miótomo é induzido por pelo menos dois sinais distintos. WNT-1 e WNT-3A, 

secretados pela região dorsal do tubo neural, juntamente ao baixo gradiente de 

concentração de Shh, secretado pela notocorda e região ventral do tubo neural, induzem 

a diferenciação miogênica na região epaxial do dermomiótomo (Blake & Ziman, 2014, 

Musumeci et al., 2015). Já o domínio hipaxial do dermomiótomo é induzido à 

diferenciação miogênica por expressão de WNT-7A, advindo do ectoderma de 

revestimento, juntamente à expressão de BMP-4 e FGF-5, liberados pelo mesoderma 

lateral (Dietrich et al., 1998; Cheng et al., 2004). WNT-1, WNT-3A e WNT-7A 
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induzem a expressão de Myf5 que, por sua vez, ativa MyoD, ambos marcadores 

determinantes para o desenvolvimento dos mioblastos. A extensão espacial do miótomo 

parece ser determinada por um balanço entre a sinalização de WNTs, vindos da porção 

dorsal do tubo neural, e expressão de FGF, liberado pelo mesoderma lateral (Musumeci 

et al., 2015). 

 Foi detectada uma pequena população de células, ainda no epiblasto, que 

expressam MyoD e que migram para as regiões dorso-medial e ventro-lateral do 

dermomiótomo, secretando Noggin, um inibidor de BMP (Gerhart et al., 2006). A 

determinação do miótomo e o surgimento dos precursores celulares miogênicos 

dependem da presença de proteínas WNT e da inibição da ação de BMP (Reshef et al., 

1998; Musumeci et al., 2015). BMP auxilia na definição do mesoderma lateral, como 

também na supressão do desenvolvimento da musculatura, e há indícios de que, nesses 

locais, as RGMs podem inibir a ação de BMP (Jorge et al., 2012). Nos somitos, 

elevados níveis de Shh favorecem o desenvolvimento do esclerótomo em detrimento do 

miótomo (Fan e Tessier-Lavigne, 1994; Blake & Ziman, 2014). 

 

Figura 4. Compartimentalização dos somitos. Células na região ventro-medial 

formam o esclerótomo (verde-claro), em que Pax1 e Sox9 são expressos em resposta à 

sinalização de Shh. Como o dermomiótomo (roxo) se alonga dorso e ventro-

lateralmente, a expressão de Pax3 fica restrita aos lábios epaxiais (vermelho) e hipaxiais 

(azul), onde miócitos se despreendem e originam as musculaturas epaxial (laranja) e 

hipaxial (azul-claro), respectivemente. Na região dos membros os progenitores 

musculares de despreendem da porção hipaxial do dermomiótomo e migram para os 

membros em formação (seta). Na porção central do miótomo (rosa) a população de 

células expressa Pax3 e Pax7, originando as células-tronco da musculatura esquelética, 

as células satélites, que são importantes para o músculo em desenvolvimento e também 
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para reparo e crescimento da musculatura adulta. O sindétomo (verde-escuro) se origina 

do esclerótomo e formará os tendões. No local de origem do sindétomo foi observada 

menor expressão de Pax1 e Sox9 e aumento da expressão de Scleraxis. Figura adaptada 

de Blake & Ziman, 2014. 

 

2.6. Do miótomo à musculatura estriada esquelética 

 A transição dos precursores mioblásticos até o completo estabelecimento de uma 

fibra muscular multinucleada é acompanhada por diversos eventos de síntese e acúmulo 

de diferentes proteínas (Tessier & Storey, 2016). Inicialmente, os mioblastos 

proliferam, aumentando sua população e, depois, diferenciam-se em um processo 

cuidadoso e orquestrado, que inclui sua saída do ciclo celular e a expressão de genes 

músculo-específicos, alongando-se e fusionando-se para formar fibras multinucleadas 

(Pownall et al., 2002; Figura 5). No entanto, esses processos também são regulados, em 

várias etapas, por moléculas de sinalização extracelular, incluindo fatores difusíveis, os 

componentes da matriz extracelular, os fatores envolvidos no contato célula-célula e as 

modificações no citoesqueleto (Chen e Olson, 2004; Horsley & Pavlath, 2004). 

 A proliferação dos mioblastos parece ser garantida pela expressão de FGFs que 

mantém ativa a expressão do repressor Msx-1 (Msh homeobox 1), que impede a 

miogênese. Quando a expressão de FGF e Msx-1 cessa, os mioblastos saem do ciclo 

celular, não mais se proliferam e começam a secretar fibronectina para a matriz 

extracelular (Krauss et al., 2017). Por meio dos receptores Integrina α5β1 da 

fibronectina, os mioblastos se aderem, alinham-se e formam cadeias. Esse alinhamento 

entre mioblastos ocorre por meio de glicoproteínas de membrana, incluindo diferentes 

Caderinas e diversas moléculas de adesão celular (Abmayr et al., 2008). As Caderinas 

são proteínas transmembrana cujo ectodomínio se liga às Caderinas de células vizinhas, 

de forma cálcio-dependente, para mediar a adesão célula-célula (Kuang et al., 2008). 

Em sua porção interna, ela se liga à β-Catenina e indiretamente à α-Catenina, as quais 

integram o complexo de adesão celular à Actina do citoesqueleto (Borghi & James 

Nelson, 2009). A expressão estabilizada de MyoD por parte dos mioblastos depende do 

contato célula-célula mediado por Caderinas (Krauss et al., 2005). 

 Membros da superfamília Ig (imunoglobulinas) associados com a adesão celular 

também estão envolvidos com a fusão de mioblastos, dentre os quais se destacam CDO 

e Neogenina. CDO é uma proteína de membrana com cinco repetições de Ig e duas de 
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FnIII (Fibronectina III) em seu ectodomínio, além de uma longa região intracelular que 

atua como um correceptor multifuncional em várias vias de sinalização (Bae et al., 

2009; Lu et al., 2010). CDO se liga de forma cis à N-Caderina nos mioblastos (Lu et al., 

2010) levando à fosforilação de substratos que estimulam a expressão, dependente de 

MyoD, de genes músculo-específicos (Guasconi et al., 2009). Neogenina também se 

liga a CDO de forma cis, o qual atua como correceptor para a própria Neogenina (Bae et 

al., 2009). Vale relembrar que Neogenina atua como receptor para duas famílias de 

proteínas orientadoras de axônio, as Netrinas e as RGMs (De Vries & Cooper, 2008). 

Neogenina é expressa nos somitos e nos músculos esqueléticos em desenvolvimento 

(Kang et al., 2004) e sua interação com Netrina foi também associada à ligação célula-

célula, sugerindo um papel para essas moléculas na associação e fusão de mioblastos 

(De Vries & Cooper, 2008). 

 A fusão de mioblastos está associada à capacidade destes formarem miotubos e 

complexos pré-fusionados de mioblastos, seguida de justaposição das respectivas 

membranas plasmáticas, fragmentação das mesmas e união dos citoesqueletos, 

formando um sincício multinucleado (Musumeci et al., 2015; Figura 5). Uma vez que 

os mioblastos tornam-se propícios à fusão, a Miogenina torna-se ativa e liga-se a 

regiões específicas do DNA, ativando a transcrição gênica e culminando na síntese e 

deposição das proteínas contráteis (Bergstrom & Tapscott, 2001). Assim que os 

mioblastos começam a formar o miotubo, começam a secretar IL-4 (Interleucina 4) 

paracrinamente, o que recruta novos mioblastos para fusão e formação do miotubo 

(Horsley et al., 2003). 

 A diferenciação de mioblastos em miotubo é acompanhada por uma mudança 

fenotípica quanto à forma das células, bem como a síntese de proteínas contráteis, como 

a Miosina de cadeia pesada (MHC). A primeira proteína músculo-específica sintetizada 

no processo é a Desmina, seguida da Titina e da Actina músculo específica. 

Aparentemente, a última proteína muscular sintetizada é a Nebulina (Clark et al, 2002). 

A síntese das proteínas contráteis é acompanhada pela formação da fibra muscular e 

estas aparecem junto às primeiras estruturas sarcoméricas (Bryson-Richardson & 

Currie, 2008). Depois de diferenciados, os miotubos não retornam ao ciclo celular ou 

proliferam, mesmo quando expostos a ação de fatores de crescimento (Musumeci et al., 

2015). 
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 O tecido muscular possui as habilidades de reparo e regeneração ao sofrer lesões 

(Cossu et al., 2005). Uma nova fibra muscular pode se originar a partir de células-

tronco ou células progenitoras localizadas ao longo da fibra muscular adulta (Relaix et 

al., 2005). Estas células-tronco musculares denominam-se células satélites e se 

localizam entre a lâmina basal e o sarcolema, ou próximas a capilares (Goel et al., 

2017). Normalmente, as células satélites são quiescentes, mas são capazes de responder 

a injúrias ou exercícios, proliferando-se em células da linhagem miogênica, fusionando-

se e formando ou restituindo uma fibra muscular (Musumeci et al., 2015). Células 

satélites são derivadas de células progenitoras musculares do somito, porém não se 

fusionam e perduram até a fase adulta, tornando-se ativas em eventos específicos de 

reparo da fibra muscular ou síntese de uma nova fibra (Mitchell et al., 2010).  

 Em galinha e rato, a origem das células satélites foi identificada na parte central 

do dermomiótomo (Ben-Yair & Kalcheim, 2005; Gros et al., 2005; Relaix et al., 2005). 

Enquanto as células mais externas do dermomiótomo produzem mioblastos expressando 

marcadores miogênicos, MyoD e Myf5, as células do miótomo derivadas da região 

central expressam marcadores pré-miogênicos, Pax3 e Pax7, e inicialmente não 

expressam os Fatores Regulatórios Miogênicos (Figura 5). Acredita-se que a 

combinação de Pax3 e Pax7 nessas células seja a responsável por inibir a expressão de 

MyoD e a diferenciação em músculos, e Pax7 confere proteção contra apoptose a essas 

células (Kassar-Duchossoy et al., 2005). Pax7 é um reconhecido marcador para 

dermomiótomo, miótomo e células musculares adultas (Seale et al., 2000) e, 

curiosamente, a expressão de RGMa nos somitos mostrou-se similar à expressão de 

Pax7 (Jorge et al., 2012), o que corrobora com o possível envolvimento de RGMa com 

a diferenciação do dermomiótomo e sua participação na determinação das células-

tronco musculares. 

 Diversas vias de sinalização, envolvendo Notch e Miostatina, por exemplo, 

contribuem para regulação do balanço entre a autoregeneração e a diferenciação das 

células progenitoras em células musculares de tamanho apropriado no tempo 

determinado (Dayanidhi & Lieber, 2014). Células progenitoras Pax3+ originam tanto a 

linhagem mioblástica, quanto a linhagem de células Pax7+, que se tornarão satélites, e a 

ausência de células Pax3+ resultou na ausência da miogênese embrionária de 

camundongos (Hutcheson et al., 2009). Pax7, por sua vez, é o fator responsável pela 



40 

manutenção da sobrevivência das células satélites (Seale et al., 2000; Oustanina et al., 

2004). 

 

 
Figura 5. Hierarquia dos fatores de transcrição que regulam a progressão da 

linhagem miogênica. Progenitores musculares determinados com a diferenciação 

muscular embriogênica podem permanecer como células-satélites no músculo pós-natal, 

formando uma população tronco e de células comprometidas com a linhagem muscular. 

Contudo, essas células não necessitam se tornar satélites, podendo se diferenciar 

diretamente em mioblastos durante a embriogênese. As células satélites ativadas 

(mioblastos) podem retomar seu estadão de quiescência. Six 1/4, Pax3 e Pax7, são 

reguladores especializados para o comprometimento das células progenitoras com a 

linhagem muscular, enquanto que MyoD e Myf5 são importantes para o programa 

miogênico. A expressão de genes de diferenciação terminal, Miogenina (MyoG) e MRF-

4, são necessários para fusão de miócitos e formação de miotubos. Figura adaptada de 

Bentzinger et al., 2012. 

 

2.7. A isoforma somítica de RGMa: RGMa1 

 Para melhor compreensão acerca das RGMs, um estudo anterior realizou uma 

RT-PCR para RGMa utilizando cDNA de somitos de galinha, embriões inteiros e 

músculo esquelético adulto de galinha. Para realização dessa RT-PCR, os 
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oligonucleotídeos utilizados contemplaram conhecidas regiões não-traduzidas para o 

RNAm de RGMa (Figura 6). Surpreendentemente, três transcritos para RGMa foram 

amplificados: (i) um deles contendo aproximadamente ~1400 pb (pares de base; Figura 

6, canaletas 3, 4 e 5), que corresponde ao tamanho esperado para o RNAm dessa 

espécie, e que foi encontrado na cabeça, embrião inteiro e músculo adulto; (ii) um 

presente apenas na cabeça e embrião inteiro, ligeiramente menor ao primeiro (Figura 6, 

canaletas 3 e 4); e (iii) outro transcrito de aproximadamente ~900 pb (Figura 6, 

canaletas 2, 3 e 4), amplificado nas amostras de somito, cabeça e do embrião inteiro 

(dados ainda não publicados). Este trabalho sugeriu que a presença de uma possível 

isoforma de RGMa, por nós denominada RGMa1, expressa exclusivamente nos somitos 

(Figura 6, canaleta 2) e ausente na musculatura esquelética adulta (Figura 6, canaleta 

5), em que há presença apenas da banda de ~1400 pb, correspondente à RGMa. RGMa1 

também foi encontrado no embrião inteiro no mesmo estágio do desenvolvimento das 

demais amostras (contendo, portanto, todos os somitos do embrião) e em amostras de 

cabeça de embrião, evidenciando a presença dessa molécula em somitos maduros, 

compartimentalizados, e nos somitos epitelais, ainda não compartimentalizados. 

 

 
 

 

Figura 6. RGMa1, uma isoforma de RGMa, apresenta expressão restrita em 

somitos durante o desenvolvimento embrionário. Oligonucleotídeos desenhados para 

anelar nas UTRs do RNAm de RGMa de galinha permitiram identificar uma isoforma 

de RGMa, denominada RGMa1, como um fragmento de ~900 pb, expressa em amostras 

de somitos, cabeça e embrião inteiro de galinha; enquanto que um fragmento de ~1400 

pb foi identificado em cabeça, embrião e músculo adulto. Em (1) ΦX174 DNA ladder 

(New England BioLabs); em (2) cDNA proveniente de somitos de embriões de galinha, 

que apresenta, exclusivamente, a banda característica de RGMa1, com ~900 pb. Em (3) 

cDNA oriundo da cabeça do embrião de galinha, em que há tecido nervoso em 

formação, justifica-se a presença da banda de ~1400 pb, correspondente à RGMa. Nota-
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se também a expressão e um fragmento relativamente menor (~1300 pb) e de RGMa1, 

devido à existência de somitos occipitais na região posterior da cabeça. Em (4) cDNA 

obtido de todo o embrião de galinha, com a expressão concomitante das três formas. Em 

(5) cDNA originado da musculatura esquelética de galinha adulta, em que há apenas a 

expressão de RGMa, com ~1400 pb; e em (6) controle negativo, com ausência de 

cDNA. 

 

 O sequenciamento deste fragmento de ~900 pb, revelou ser um splicing 

alternativo no RNAm de RGMa o responsável por originar a isoforma somítica, 

denominada RGMa1. Com a utilização do programa MultAlin 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/; Corpet, 1988), foi possível obervar o local em 

que ocorre tal splicing, por meio da comparação entre as sequências nucleotídicas de 

RGMa e RGMa1 (Figura 7). Nota-se que existe uma grande região em RGMa que está 

ausente em RGMa1, correspondente ao sítio que sofreu o splicing (Figura 7). 

 

 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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Figura 7. Alinhamento das sequências de RGMa e RGMa1 de galinha. A 

comparação entre as duas sequências nucleotídicas evidencia uma região, presente em 

RGMa, compreendida entre as bases 131 a 643, ausente em RGMa1, oriundo de splicing 

alternativo. Os sítios de splicing, caracterísitcos pelas bases AG, encontram-se no 

nucleotídeo 131. As bases em vermelho evidenciam a alta similaridade entre as 

sequências de RGMa e RGMa1, confirmadas pelo consenso, que também está grafado 

em vermelho. Esta imagem foi gerada pelo programa MultAlin 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). 

 

 O sequenciamento do amplicon proveniente dos somitos de embrião de galinha 

(Figura 6, canaleta 2), revelou que RGMa1 possui um RNAm com total de 901 

nucleotídeos. Com base na descrição de RGMa realizada por Monnier e colaboradores 

(2002), observou-se que o splicing no domínio N-terminal, que origina RGMa1, ocorre 

ao final da sequência de nucleotídeos referente à região do peptídeo sinal (Figura 7, 

nucleorídeo 131 de RGMa) e se extende até o final da sequência referente ao fator de 

von Willebrand (Figura 7, nucleotídeo 643 de RGMa). Consequentemente, a 

sequência correspondente ao motivo RGD (Figura 7, entre os nucleotídeos 281 e 289 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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de RGMa), compreendido entre o peptídeo sinal e o fator vWF tipo D, também está 

ausente em RGMa1. As sequências nucleotídicas do domínio C-terminal, em que se 

localizam o domínio hidrofóbico e a âncora-GPI, permanecem inalterados em RGMa1 

(dados ainda não publicados). 

 Como estudos envolvendo RGMa1 ainda são pioneiros, sabe-se muito pouco da 

atuação dessa molécula durante o desenvolvimento embrionário. Como os transcritos de 

RGMa1 apresentaram expressão exclusiva nos somitos, é de se esperar que RGMa1 

esteja envolvida com a formação e estabelecimento das linhagens celulares 

componentes dos mesmos, sobretudo na origem de células musculares progenitoras e de 

células satélites. A prévia constatação de transcritos para RGMa nos somitos durante a 

embriogênese (Jorge et al., 2012) corroboram com essa possível relação entre RGMa1 e 

a linhagem muscular em desenvolvimento. Desse modo, o presente trabalho se propõe a 

investigar e avaliar os efeitos de RGMa1 durante o desenvolvimento dos somitos em 

embriões de galinha nos estágios iniciais do desenvolvimento. Ademais, a compreensão 

dos mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento da musculatura 

esquelética é de extrema importância e possui grande potencial biotecnológico, não 

apenas para uma maior compreensão e possível localização de novas moléculas-alvo, 

que podem contribuir para tratamentos de doenças relacionadas às distrofias e atrofias 

musculares, mas também no aumento de deposição de massa muscular em animais de 

corte, ou, até mesmo, com aplicação para possíveis fins estéticos.  
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

 Caracterizar a região codificadora e função biológica in vitro da isoforma 

denominada RGMa1, expressa em somitos de embriões de galinha. 

 

3.2. Objetivos específicos 

1. Caracterizar o quadro aberto de leitura (do inglês, open reading frame, ORF) 

da sequência nucleotídica da isoforma de RGMa, denominada RGMa1, 

amplificada nos somitos de embriões de galinha; 

2. Investigar o perfil molecular em células de somitos de embriões de galinha 

in vitro; 

3. Investigar os efeitos da superexpressão de RGMa1 em células de somitos 

epiteliais caudais de embriões de galinha, cultivados in vitro na presença ou 

ausência do tubo neural e notocorda; 

4. Investigar os efeitos da superexpressão de RGMa1 em células de somitos 

maduros craniais de embriões de galinha, cultivados in vitro na presença ou 

ausência do tubo neural e notocorda; 

5. Avaliar se, assim como RGMa, RGMa1 também exerce seus efeitos 

utilizando o receptor Neogenina e/ou como correceptora da sinalização 

BMP.  
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4. METODOLOGIA 

4.1. Clonagem de RGMa1 em vetor retroviral RCAS 

 O fragmento de RGMa1 foi subclonado de pcDNA3-RGMa1-eGFP em vetor 

retroviral RCAS-GFP (Figura 8), utilizando-se o método de Gibsson Assembly (Gibson 

et al., 2009; Figura 9). RCAS (Replication-Competent Avian Retroviruses) é um vetor 

retroviral que infecta unicamente células de galinha 

(http://home.ncifcrf.gov/hivdrp/RCAS/replication.html). Portanto, este retrovírus 

confere maior eficiência em número de células transfectadas em cultura, mesmo sendo 

utilizado apenas como vetor (e não como retrovírus). O vetor RCAS-GFP foi obtido em 

colaboração com o Prof. Dr. Andrew Lassar (Harvard Medical School, Boston, EUA). 

 Para esta subclonagem, analisou-se a sequência nucleotídica de RGMa1 no 

programa ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) para correta localização 

dos códons de início e parada da tradução de RGMa1. Para seleção da melhor Fase de 

Leitura Aberta (do inglês Open Reading Frame, ORF) utilizou-se o programa 

SMARTBlast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/?LINK_LOC=BlastHomeLink), 

que retorna as cinco proteínas mais semelhantes encontradas no banco de dados quando 

comparadas a cada uma das ORFs da sequência em questão. Desse modo, 

oligonucleotídeos específicos foram posicionados e desenhados a partir dos códons 

(ORF com melhores hits) e no sítio de restrição ClaI do RCAS, conforme instruções do 

protocolo de clonagem (Gibson et al., 2009; Figura 9; Tabela 1). 

 

Tabela 1. Sequência dos oligonucleotídeos obtidos para a subclonagem de RGMa1 

em RCAS pelo método de Gibsson Assemby. Sequência de nucleotídeos em caixa 

baixa: sequência de RCAS no sítio ClaI. Sequência de nucleotídeos em caixa alta: 

sequência do início e fim de transcrição de RGMa1. 

 

Oligo Sequência de nucleotídeos (5’-3’) 

F  ctcgcgtaccactgtggcatATGGACGAGCTCCCTGCTG 

R  tggccacagtggtctagaatTAACAAACCCAACCAACACTGACTC 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/?LINK_LOC=BlastHomeLink
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 A reação de amplificação de RGMa1 a partir do clone pcDNA3-RGMa1-GFP 

ocorreu na presença de 0,5 μM de cada um dos oligonucleotídeos, 5 μL de 5X Phusion 

High Fidelity, 0,4 mM de cada dNTP - dATP, dCTP, dGTP e dTTP -, 0,75 μL de 

DMSO 3% e 0,25 μL de de Phusion DNA Polymerase High Fidelity a 2 U/mL (New 

England Biolabs), 10 ng de DNA molde (pcDNA3-RGMa1-eGFP) e o volume final da 

reação de 25 μL foi ajustado com água nuclease-free. A reação de PCR touchdown 

ocorreu seguindo o seguinte programa: um ciclo a 94 °C por 5 min; seguidos de 5 ciclos 

a 94 °C por 30s, 65 °C por 30s e 72 °C por 1 min; seguidos de 25 ciclos a 94°C por 30s, 

60 °C por 30s e 72 °C por 1 min; e um ciclo de extensão final a 72 °C por 5 min. A 

amplificação foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. O produto de PCR foi 

purificado com o Kit QIAquick® PCR Purification (QIAGEN) seguindo instruções do 

fabricante. 

 O DNA de RCAS-GFP foi linearizado no sítio ClaI de restrição, para permitir a 

inserção da sequência full-lenght de RGMa1 previamente amplificada. A reação de 

digestão ocorreu na presença de 2 μL de 10X Buffer M, 1 μL de ClaI a 10 U/mL 

(Invitrogen), 1 μg de DNA plasmidial (RCAS-GFP) e o volume final ajustado para 20 

μL de reação com água nuclease-free. A reação ocorreu em banho-maria a 37 °C por 1 

hora. 

 

Figura 8. Esquema do vetor retroviral RCAS. O plasmídeo RCAS (Replication-

Competent Avian Retroviruses) é um retrovírus modificado e específico para expressão 

gênica em galinha, com sítio de inserção da sequência de interesse no sítio de restrição 

ClaI. Possui também sequências que codificam proteínas que permitem os processos de 

invasão, replicação e montagem virais, como a sequência codificadora do envelope viral 

(ENV), do capsídeo (GAG) e de sua RNA-polimerase (POL), respectivamente. 
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 O fragmento amplificado de RGMa1 foi clonado em RCAS segundo instruções 

do protocolo do Kit Gibson Assembly (New England Biolabs). A reação ocorreu na 

presença de 10 μL de 2X Gibson Assmebly Master Mix, 200 ng do produto de PCR 

(amplificação de RGMa1), 100 ng do vetor linearizado (RCAS) e o volume final 

ajustado para 20 μL com de água nucelase-free. A reação ficou em banho-maria a 50 °C 

por 15 min e foi, seguidamente, transformada em bactérias quimiocompetentes. Um 

total de 2 μL (1:3) da reação de Gibsson Assemby foi transformada nas células 

quimiocompetentes E. coli TOP10 (Thermo Fisher Scientific). Após 30 min em gelo, o 

choque térmico foi realizado em banho-maria a 42 °C por 30 seg, seguido da incubação 

em gelo por mais 2 min. As bactérias transformadas foram ressuspendidas em meio de 

cultura nutritivo SOC [2% de triptona (w/v), 0,5% de extrato de levedura (w/v), 10 mM 

de NaCl, 10 mM de MgCl2, 2.5mM de KCl, 10 mM de MgSO4, e 20 mM de glucose], 

com volume final ajustado com água para 100 mL de solução) e incubadas a 37 °C por 

1 h sob agitação a 180 rpm. Passado este tempo, 100 μL de bactérias foram plaqueadas 

em meio de cultura LB (Lurina-Bertani) ágar, acrescido de 100 μg/mL de ampicilina. 

As placas foram incubadas em estufa bacteriológica overnight a 37 °C, para obtenção de 

colônias isoladas das bactérias transformadas. 
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Figura 9. Esquema do funcionamento do Kit Gibson Assembly (New England 

BioLabs). A sequência nucleotídica do gene de interesse é flanqueada em ambas as 

extremidades com sequências idênticas ao local de inserção no plasmídeo . O produto 

amplificado e o plasmídeo digerido são unidos pela ação de uma exonuclease (com 

atividade de remover bases de extremidades 5’ livres do plasmídeo linearizado e do 

amplicon), uma DNA polimerase (capaz de estender as pontas livres da sequências em 

solução) e uma DNA ligase (que sela os fragmentos e reestrutura a estrutura do 

plasmídeo). Ao final do processo observa-se a sequência de interesse integrada à 

sequência do plasmídeo. 

 

 O DNA plasmidial foi purificado a partir das colônias de bactérias seguindo 

instruções do fabricante do Kit GeneJet Plasmid Miniprep (Thermo Scientific), baseado 

no método de lise-alcalina. Para a extração do DNA plasmidial, primeiramente foi 

selecionado uma colônia da placa de cultivo (que se encontrava totalmente isolada das 

demais colônias) e esta inoculada em meio de cultura LB acrescido de ampicilina 100 

μg/mL, deixada overnight sob agitação a 37 °C e 180 rpm. No dia seguinte, 4 mL de 

cultura foram peletizados após centrifugação a 12.000 x g por 1 min, a temperatura 

ambiente. O pellet de bactérias foi ressuspendido com auxílio do vórtex em 250 μL da 

solução de ressuspensão acrescido de RNase. Em seguida, foram adicionados 250 μL de 
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solução de lise e a solução homogeneizada por inversão de seis a oito vezes, até que a 

solução se tornasse viscosa e transparente. Em seguida, foram acrescentados 350 μL de 

solução de neutralização, misturando-se suavemente de seis a oito vezes por inversão, 

até completa homogeneização. Após centrifugação por 5 min a 12.000 x g (a fim de 

precipitar restos celulares e DNA cromossomial), o sobrenadante foi transferido para a 

coluna de centrifugação GeneJet. A solução foi centrifugada por 1 min a 12.000 x g; 

descartou-se o que passou pela coluna, e retornou-se a mesma coluna para o tubo de 

centrifugação. Adicionou-se à coluna 500 μL de solução de lavagem, contendo etanol, e 

centrifugou-se por 1 min a 12.000 x g, descartando-se o excesso e retornando a coluna 

para o tubo. Repetiu-se o processo de lavagem, adicionando-se novamente 500 μL de 

solução de lavagem, centrifugando pelo mesmo tempo e descartando o excesso. Com o 

intuito de remover toda a solução de lavagem, a coluna foi novamente centrifugada pelo 

tempo adicional de 1 min a 12.000 x g. Por fim, a coluna GeneJet foi transferida para 

um novo tubo de microcentrífuga de 1,5 mL. Para eluição do DNA plasmidial, 50 μL de 

tampão de eluição foi adicionado ao centro da coluna GeneJet, que foi mantida a 

temperatura ambiente por 2 min e depois centrifugada por 2 min a 12.000 x g. A coluna 

GeneJet foi descartada e o tubo contendo o DNA plasmidial armazenado em freezer -20 

°C. O material extraído foi quantificado em espectrofotômetro da marca NanoDrop® 

ND-1000 and ND-8000 8-Sample Spectrophotometers. 

 O DNA plasmidial foi sequenciado para confirmação e comparação da 

sequência com as disponíveis em bancos de dados, como o Gene Bank. Cerca de 200 ng 

de DNA plasmidial foi sequenciado em ambos os lados do inserto, em reações contendo 

0.5 μM de um dos oligonucleotídeos para RGMa1 (mesmos utilizados para 

amplificação citada acima); 2 μL de de tampão Save Money (200 mM Tris-HCl, pH 9.0; 

5 mM MgCl2) e 2 μL do Kit Big Dye, contendo a enzima AmpliTaq DNA polimerase, 

para um volume de 10 μL, seguindo protocolo modificado dos fabricantes do Kit Big 

Terminator (Applied Biosystems). A reação de sequenciamento ocorreu em 35 ciclos de 

45 s a 96 ºC, 30 s a 50 ºC e 1 min a 60 ºC. Após o sequenciamento, as reações foram 

purificadas com a adição de acetato de sódio 1,5 M com EDTA 0,25 M e precipitadas 

com 100 μL de etanol absoluto. Após centrifugação a 3000 x g por 45 min, o 

sobrenadante foi descartado por inversão e o pellet lavado com etanol 70%. Após 

secagem por 1 h a TA, protegido da luz, o pellet foi ressuspendido em 3 μL de tampão 

de corrida (5 formamida:1 tampão de corrida). As amostras foram desnaturadas a 98 ºC 
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por 2 min e a eletroforese realizada em aparelho de sequenciamento automático 

ABI3100 da Applied Byosystems. A comparação da sequência obtida foi realizada 

utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search), disponível em 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 

 Uma maxipreparação foi realizada utilizando o Kit Plasmid Maxi (QIAGEN), 

para a obtenção da quantidade de DNA necessária para as transfecções das células (2,5 

μg/μL). Para isso, 10 μL dos DNAs (RCAS-RGMa1 e RCAS-GFP) foram inoculadas 

em 5 mL de meio líquido LB contendo ampicilina (100 μg/mL), sob agitação a 37 °C 

por 8 h. No dia seguinte, 100 μL de cada pré-inóculo foi adicionado a 100 mL de meio 

LB líquido contendo ampicilina (100 μg/mL) e mantidos sob agitação a 37 °C por 16 h. 

As culturas de bactérias transformadas foram centrifugadas a 6.000 x g, a 4 °C por 15 

min. Os pellets formados foram ressuspendidos em 10 mL do tampão P1 e misturados 

ao tampão P2. Após incubação por 5 min a temperatura ambiente (TA), 10 mL do 

tampão P3 foi adicionado e a solução incubada em gelo por 20 min e centrifugada por 

30 min a 20.000 x g a 4 °C. O sobrenadante contendo o DNA plasmidial foi 

centrifugado por 15 min a 20.000 x g a 4 °C e levado à coluna QIAGEN-tip 500 

previamente equilibrada com 10 mL de QBT. A coluna foi então lavada com 30 mL de 

tampão QC por duas vezes e o DNA eluído com 15 mL de tampão QF. O DNA foi 

precipitado com 10,5 mL de isopropanol e centrifugado por 30 min a 15.000 x g a 4 °C. 

O pellet contendo o DNA foi lavado com 5 mL de etanol 70% a TA, centrifugado a 

15.000 x g por 10 min, levado a placa aquecedora (Provocell) a 38 °C por 5 a 10 min 

para secagem e ressuspendido em 200 μL de água nuclease-free. O material extraído foi 

quantificado em espectrofotômetro da marca NanoDrop® ND-1000 and ND-8000 8-

Sample Spectrophotometers. 

 

4.2. Cultura de células de somitos 

 Ovos fertilizados, adquiridos da empresa Rivelli (Mateus Leme-MG), foram 

acondicionados em inbubadora a 38,5 °C em atmosfera úmida. Os somitos de embriões 

de galinha no estágio HH10-11 (33-35h; Hamburger e Hamilton, 1951) foram coletados 

em placas de ágar 3%, sobre gelo, com o auxílio de um estereomicroscópio Leica EZ4 

HD (Zeng et al., 2002; Daoud et al., 2014). 

 Após a dissecção e isolamento dos tecidos, transferiu-se os explantes para 

placas de cultura de 24 poços contendo gel de colágeno (30% gel de colágeno - BD 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Biosciences, 0.02N in ácido acético; 1x DMEM e 1% de PBS 1X). Os explantes foram 

mantidos em meio de cultura α-MEM, suplementado com 10% SFB, 1% anti-anti 

(Gibco®), 1 ng/mL de bFGF, a 37 °C e 5% CO2 (Figura 10). Para avaliação do 

comportamento da cultura, as células foram fotodocumentadas diariamente, durante 10 

dias (meio trocado a cada dois dias), com auxílio do Fotomicroscópio invertido Motic 

AE31 acoplado a câmera Moticam 2300 e sistema de captura Moticam Imagem Plus 

2.0. 

 

 
 

Figura 10. Esquema da coleta de somitos dos embriões de galinha. Somitos de 

embriões de galinha nos estágios HH10-11 (33-35 horas) foram coletados, sobre gelo, 

em placas de ágar 3% em PBS 1X. Foram feitas duas incisões transversais (linhas 

pontilhadas horizontais) para separar os somitos do restante do embrião; e uma incisão 

longitudinal (linha pontilhada vertical), dividindo os somitos em lado esquerdo e 

direito, separaram os mesmos do tubo neural. Os grupos de somitos isolados do embrião 

foram levados à cultura celular onde permaneceram durante 10 dias, a 37 ºC e 5% de 

CO2.  TN: tubo neural. Figura adaptada de Bushberger et al., 1998. 

 

 A fim de traçar um perfil transcricional desses somitos em cultura, a extração 

de RNA total se deu por meio da coleta, em TRI Reagent® (Sigma), de um total de três 

poços de células de somito nas seguintes idades: 0, 2, 5 e 10 dias em cultura, sendo o 

dia 0 somitos que não foram mantidos em cultura e que serviram de comparação com as 

demais idades. Resumidamente, foram adicionados 200 µL de clorofórmio e, após 
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mistura por inversão, o material foi centrifugado por 15 min a 12.000 x g para separação 

do RNA total. Aproximadamente 400 µL da fase contendo o RNA total foram 

transferidos para um novo tubo e 500 µL de isopropanol foram adicionados ao mesmo. 

Após mistura por inversão, o material foi incubado por 10 min em TA. As amostras 

foram então centrifugadas por 10 min a 12.000 x g e o isopropanol foi descartado. 1 mL 

de etanol 75% foi adicionado à amostra e, em seguida, ela foi vortexada. O material foi 

centrifugado por 5 min a 12.000 x g e ao final do processo o etanol foi descartado. O 

tubo com o pellet formado foi seco em termomixer por 5 min a 38 °C. O pellet foi 

hidratado utilizando 20 µL de água nuclease-free e incubado por 5 min a 55 °C. A 

visualização da integridade do RNA total extraído ocorreu por visualização em gel de 

agarose 1% e a as amostras foram quantificadas em espectrofotômetro da marca 

NanoDrop® ND-1000 and ND-8000 8-Sample Spectrophotometers. Cerca de 1 µg de 

RNA total foi convertido em DNA complementar (cDNA), seguindo as instruções do 

fabricante com o kit RevertAidTM H. Minus First Stand cDNA Synthesis (Thermo 

Scientific).  

 Oligonucleotídeos foram obtidos para permitir a avaliação desse perfil 

molecular das células dos somitos por RT-PCRq. Foram medidos os níveis de expressão 

de RGMa1; de marcadores músculo-específicos (MyoD, Myf5, Miogenina, Desmina); 

marcadores de citoesqueleto da célula muscular estriada esquelética (α-actinina); para 

marcadores de células satélites (Pax3 e Pax7); de esclerótomo (Pax1 e Sox9); e 

mesenquimais (cMeso-1). GAPDH foi utilizado como gene referência.  

Oligonucleotídeos foram desenhados com auxílio do programa Primer 3 Plus, para 

obter amplicons entre 200-300 pb e com temperatura de melting de 60 °C (Tabela 2).  
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Tabela 2. Sequências dos oligonucleotídeos utilizados para RT-PCR quantitativa 

(RT-PCRq). MyoD, Myf5, Miogenina, Desmina: marcadores músculo-específicos; 

Pax3, Pax7: marcadores para células satélites; Pax1, Sox9: marcadores para 

esclerótomo-específicos; cMeso-1: marcador para somitos epiteliais; α-actinina: 

marcador para citoesqueleto da célula muscular estriada esquelética; GAPDH: marcador 

constitutivo. OligoF: oligonucleotídeo direto (forward primer); OligoR: 

oligonucleotídeo reverso (reverse primer); pb: pares de base. 

 

Genes Sequências de oligonucleotídeos Amplicon (pb) 

RGMa1 
OligoF: 5’- TCCCTCCAGCTCACCATCATC -3' 

OligoR: 5’- CGGAGGCACAGGTAGAGG -3' 
314 

MyoD 
OligoF: 5’- GCAGCAATCCAATCTACCAA -3' 

OligoR: 5’- CCTATTCTCCAAAGCCCAAA -3' 
295 

Myf5 
OligoF: 5’- TGCCAGTTCTCCCCATCC -3' 

OligoR: 5’- CACTTTCTTCAGCCTCCTCCT -3' 
285 

Miogenina 
OligoF: 5’- AACCTCCACTCGCTCTCCTC -3' 

OligoR: 5’- CCATCACACTTCTCCCCTTT -3' 
280 

Desmina 
OligoF: 5’- CTGAAGGAGGAGGCTGAGAA -3' 

OligoR: 5’- AGGTCGGGCTTGGAGATG -3' 
212 

α-actinina 
OligoF: 5’- CACTTGCGGCAGTATGAGAA -3' 

OligoR: 5’- CACGGGTCAGAATCTGGTTT -3' 
208 

Pax3 
OligoF: 5’- CTGAAGGAGGAGGCTGAGAA -3' 

OligoR: 5’- AGGTCGGGCTTGGAGATG -3' 
206 

Pax7 
OligoF: 5’- ACTGCGACAAGAAGGAGGAA -3' 

OligoR: 5’- TTGCTGAACCACACCTGAAC -3' 
286 

Pax1 
OligoF: 5’- ACACTCGCTTGGAACACACA -3' 

OligoR: 5’- AGACGCAATAAAGGGGGAAG -3' 
232 

Sox9 
OligoF: 5’- AAGAGAACACCTTCCCCAAA -3' 

OligoR: 5’- CTCATTCAGCAGCCTCCAC -3' 
299 

cMeso-1 
OligoF: 5’- GCCAGCGAGAGGGAGAAG-3' 

OligoR: 5’- CGAGAGGTGGGCGATGTAG-3' 
201 

GAPDH 
OligoF: 5’- GCTAAGGCTGTGGGGAAAG -3' 

OligoR: 5’- CATCAAAGGTGGAGGAATGG -3' 
250 

 

 

 A reação de PCR para a validação dos oligonucleotídeos obtidos ocorreu na 

presença de 0.2 μM de cada um dos oligonucleotídeos, 12,5 μL de Master Mix (0,4 mM 

de cada dNTP - dATP, dCTP, dGTP e dTTP -, 4 mM de MgCl2 e 0,05 U/μL de 
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TaqDNA Polymerase; Fermentas), 1 μL de cDNA de somitos de embriões (que não 

foram submetidos à cultura celular) e volume final ajustado para 25 μL de água 

nuclease-free. A reação ocorreu 94 °C por 5 min, 25 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 

30 s e 72 °C por 1 min e um ciclo de 72 °C por 5 min e a confirmação dam amplificação 

foi verificada por gel de eletroforese em agarose 1%. 

 Uma vez que os oligonucleotídeos desenhados foram validados, seguiu-se para 

as reações de RT-PCRq, contendo 5 µL de iTAqTM Universal SYBR® Green Supermix 

(Bio-Rad), 0.4 µM de cada um dos oligonucleotídeos, 1 µL cDNA diluído 1:10 em água 

e ajuste de volume final para 10 µL com água nuclease-free. A reação ocorreu a 50 °C 

por 2 min (ativação UDG), 95 °C por 2 min (ativação da Taq), e 45 ciclos de 94 °C por 

15 s, 60 °C por 15 s e 72 °C por 20 s no aparelho Rotor GeneTM 3000. A confirmação da 

amplificação específica ocorreu pela análise da curva de melting e algumas amostras 

foram ainda verificadas por eletroforese em agarose 1%. 

 A análise de expressão relativa foi realizada utilizando-se o software REST 

2009 com p<0,05 (QIAGEN), desenvolvido por Pfaffl e colaboradores (2001, 2002). 

 Todos os procedimentos realizados estão de acordo com a Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo 

270/2017 (Anexo 1). 

 

4.3. Superexpressão de RGMa1 nas células de somitos em cultura 

 Existe uma dessincronia no desenvolvimento embrionário, na qual as estruturas 

da região cranial se desenvolvem primeiramente quando comparadas às estruturas 

caudais. Sabe-se que os somitos craniais, anteriormente posicionados, já estão 

compartimentalizados enquanto que os caudais são, ainda, epiteliais (Münsterberg & 

Lassar, 1995; Musumeci et al., 2015; Figura 11). 
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Figura 11. Esquema da compartimentalização dos somitos durante o 

desenvolvimento embrionário. Devido à dessincronia existente durante o 

desenvolvimento embrionário, em que estruturas cranialmente localizadas se 

desenvolvem primeiramente quando comparadas às estruturas caudais, observa-se uma 

diferença no grau de maturação entre diferentes somitos dessas regiões. Somitos 

craniais apresentam células diferenciadas em dermátomo, esclerótomo e miótomo; 

enquanto que os caudais apresentam-se, ainda, como epiteliais (três últimos pares), sem 

grau de compartimentalização. TN: Tubo neural; Ntc: notocorda. Figura adaptada de 

Münsterberg & Lassar, 1995. 

 

 Por esse motivo, os somitos foram isolados formando quatro grupos 

experimentais, conforme grau de maturidade (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Grupos experimentais obtidos a partir dos embriões de galinha em estágio 

HH10-11. 
 

Grupo Tecido 

1 Somitos epiteliais 

2 Somitos epiteliais juntamente ao tubo neural e notocorda 

3  Somitos maduros 

4 Somitos maduros juntamente ao tubo neural e notocorda 
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 Foram utilizados doze poços por grupo experimental sendo 6 poços para 

transfecção com RCAS-RGMa1 e 6 com RCAS-GFP como controle. Para os grupos 1 e 

3 foram utilizados os somitos isolados do lado direito do tronco para transfecção com 

RCAS-RGMa1 e os do lado esquerdo, do mesmo embrião, para transfecção com 

RCAS-GFP (controle). Para os grupos 2 e 4 (em que foram preservados o tubo neural e 

a notocorda) foram utlizados um embrião por poço. Os experimentos foram realizados 

em triplicata (Figura 12). 

 

Figura 12. Esquema da superexpressão em somitos com diferentes graus de 

compatimentalização. Nos grupos experimentais 1 e 3, os somitos independentes 

(epiteliais ou maduros) de tubo neural e notocorda foram seccionados e divididos em 

lados esquerdo e direito, que receberam o construto com RCAS-RGMa1 e o controle 

RCAS-GFP, respectivamente. Nos grupos experimentis 2 e 4, somitos (epiteliais ou 

maduros) juntamente com o tubo neural e notocorda, receberam o construto controle 

RCAS-GFP ou recebram o construto RCAS-RGMa1, para expressão da proteína de 

interesse RGMa1. TN: Tubo neural; Ntc: notocorda. 

 

 As células obtidas em cada um dos grupos descritos acima foram mantidas em 

placas de 24 poços por 7 dias, momento em que ocorreu a tranfecção com RCAS-
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RGMa1. A superexpressão de RGMa1 nas células dos somitos foi promovida pelo 

reagente FuGENE® Tranfection Reagent (Promega). Um total de 3 μL de Fugene 

Reagent foram misturados a 50 μL meio Opti-MEM (Gibco), por poço transfectado, 

levados ao vórtex e incubados a TA por 5 min. Em seguida, 2,5 μg de RCAS-RGMa1 

ou RCAS-GFP foram adicionados ao meio, levados novamente ao vórtex e incubados 

por 30 min a TA. O meio de cultura onde as células estavam sendo cultivados foi 

trocado por um meio fresco (α-MEM, 10% SFB, 1% anti-anti, 1 ng/mL de bFGF) e a 

solução de tranfecção foi adicionada à cultura nos diferentes grupos experimentais. As 

células permaneceram incubadas em meio de transfecção por 48h, e o meio foi 

novamente trocado por meio fresco. Após 48h, as culturas foram coletadas em 1 mL de 

TRI Reagent®, para análise da expressão gênica por PCR quantitativa, e em 600 μL de 

solução inibidora de proteases, para a análises por Western Blot. 

 

4.4. RT-PCR quantitativa (RT-PCRq) para marcadores de células de somito 

tranfectadas com o construto RCAS-RGMa1 

 Três poços de cada um dos grupos de células tranfectadas com RCAS-RGMa1 

ou RCAS-GFP foram coletados em TRI Reagent® (Sigma) e foram submetidas à 

extração de RNA total similar à extração realizada na cultura de células de somito 

(descrita anteriormente). Cerca de 1 µg de RNA total foi convertido em DNA 

complementar (cDNA), seguindo as instruções do fabricante com o kit RevertAidTM H. 

Minus First Stand cDNA Synthesis (Thermo Scientific).  

 Os mesmos oligonucleotídeos, valiados anteriormente (Tabela 2), foram 

utilizados para avaliação, por RT-PCR1, dos efeitos da superexpressão de RGMa1 sobre 

as células dos somitos transfectados. As reações de RT-PCRq e a análise de expressão 

relativa foi realizada utilizando-se o software REST 2009, também similar ao descrito 

na seção de cultura de células de somito. 

4.5. Western Blot para células de somitos transfectadas com o construto RCAS-

RGMa1 

 Três poços de cada um dos grupos de células tranfectadas com RCAS-RGMa1 

ou RCAS-GFP foram coletadas e homogeneizadas em PBS na presença de NaCl 0,9%, 

contendo inibidores de protease: N-[N-(L-3-trans-carboxiirano-2-carbonil)-L-leucil]-

agmatina; [1-[N-[(L-3-trans-carboxioxirane-2 carbonil)-L-leucil]amino]-4 
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guanidinobutano] (Sigma-Aldrich). Após sonicação, os lisados foram centrifugados a 

14.000 x g por 30 min, o sobrenadante diluído 1:2 em solução de SDS 10% (Sigma-

Aldrich) glicerol, β- mercapetanol e azul de bromofenol 10% em tampão Tris 0,5 M 

(pH 6,8) e fervido a 100 °C por 5 min. 300 μg de proteínas foram separadas 

eletroforeticamente em gel desnaturante de SDS-poliacrilamida 15-20% e transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose Hybond-ECL (GE Healthcare) a 100 mA por 75 

min. O bloqueio foi realizado com TBS (Tris Buffered Saline), contendo Tween 20 

0,01% e Caseína (TBS-TC) por 30 min. A incubação com os anticorpos primários anti-

RhoA (1:500, Santa Cruz Biothechnology), anti-Smad1/5/8 (1:500, Santa Cruz 

Biothechnology) e anti-GAPDH (1:1000, Santa Cruz) foi realizada overnight a 4 °C. 

Após lavar com PBS, as membranas foram incubadas por 1h com os anticorpos 

secundários biotinilados, seguidos pela incubação com solução de estreptavidina 

(Thermo Fisher Scientific) por 15 min a TA. A revelação foi realizada com 3,30- 

diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich), cloronaftol (Sigma-Aldrich) e peróxido de 

hidrogênio 30% (Sigma-Aldrich) por 1 min a TA. As imagens foram obtidas em 

scanner Epson Perfection 4990 (Epson).  
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5. RESULTADOS 

5.1. Predição da ORF da sequência nucleotídica de RGMa1 

 O programa ORF finder foi usado para definir a posição dos oligonucleotídeos 

utilizados para clonagem de RGMa1 ao vetor retroviral RCAS. O programa identificou 

um total de cinco possíveis Fases de Leitura Abertas (ORFs) para a sequência 

nucleotídica da isoforma de RGMa, denominada RGMa1, três senso positivas (3’- 5’) e 

duas antisenso (5’- 3’; Figura 13).  

 Dentre as possíveis ORFs, somente as sequências de aminoácidos das ORFs 

positivas 1 e 2 apresentaram hit com a família RGM, especificamente com RGMa, 

confirmadas pelo programa SMARTBlast (Figura 13, ORFs 1 e 2). A ORF1 

apresentou similaridade exclusivamente com a porção N-terminal incompleta de RGMa; 

enquanto que a ORF2 apresentou similaridade com a porção C-terminal dessa proteína 

(Figura 13, ORFs 1 e 2). As ORFs 3 e 4 não apresentaram hit com nenhuma proteína 

disponível no banco de dados (Figura 13, ORFs 3 e 4). A ORF5 apresentou hit com 

duas proteínas hipotéticas e não-caracterizadas, relacionadas a gêneros de bactérias 

(Figura 13, ORF5). 
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Figura 13. Possíveis Quadros de Leitura Abertos (ORFs) para RGMa1. Realizada a 

tradução da sequência nucleotídica de RGMa1, o programa ORFfinder 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) indicou cinco possíveis ORFs de leitura para 

RGMa1, sendo três no sentido senso (ORFs 1, 2 e 3) e duas antisenso (ORFs 4 e 5). Os 

peptídeos das ORFs 1 (56 aminoácidos) e 2 (216 aminpácidos) apresentaram 

similaridade com com RGMa, confirmado pelo programa SMARTBlast 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/?LINK_LOC=BlastHomeLink). As cadeias de 

aminoácidos das ORFs 3 e 4 não apresentaram hits com nenhuma proteína disponível 

no banco de dados; e a ORF5 (26 aminácidos) apresentou similaridade com proteínas 

não caracterizadas, relacionadas aos gêneros de bactérias Streptomyces e kocuria. 

 

 Neste trabalho, optamos pelo estudo da ORF2, uma ORF que codifica para uma 

cadeia de aminoácidos contendo exclusivamente a porção C-terminal de RGMa. Desse 

modo, a ORF2 sugere a tradução dos 901 nucleotídeos de RGMa1 em uma proteína 

composta por 216 resíduos de aminoácidos (Figura 14A), contendo apenas a região 

hidrofóbica e a âncora-GPI no domínio C-terminal conhecidos da família, e removendo 

o domínio N-terminal (contendo o peptídeo sinal, o motivo RGD e fator de von 

Willebrand tipo D) por splicing alternativo (Figura 14B).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/?LINK_LOC=BlastHomeLink
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Figura 14.  Sequência de RGMa1 e comparação de sua estrutura proteica com 

RGMa. A. Sequência de ácidos nucleicos e  aminoácidos de RGMa1. Seta: local onde 

ocorreu o splicing alternativo do RNAm de RGMa para geração da isoforma RGMa1. 

Retângulo vermelho: possível códon de início da tradução. Linhas pontilhadas verdes: 

região de domínio hidrofóbico. Linha contínua azul: âncora-GPI. O RNAm de RGMa1 

foi traduzido pelo programa Translator (http://www.fr33.net/translator.php). B. Em sua 

porção N-terminal, RGMa1 não apresenta o peptídeo sinal, o motivo RGD e o domínio 

vWF-tipo D (fator de von Willebrand tipo D) quando comparado à RGMa. O domínio 

C- terminal de RGMa1 conserva a estrutura similar à RGMa, mantendo a porção 

hidrofóbica e a âncora-GPI. 
 

 

5.2. Clonagem da ORF 2 de RGMa1 em RCAS 

 Os oligonucleotídeos desenhados permitiram a amplificação da ORF2 de 

RGMa1 a partir do clone pcDNA3-RGMa1-GFP já disponível no laboratório (Figura 

15A). A isoforma RGMa1 foi amplificada como um fragmento de aproximadamente 

http://www.fr33.net/translator.php
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~900 pb (Figura 15, canaleta 2). RGMa, apresentando cerca de ~1400 pb, foi utilizada 

neste experimento apenas como controle (Figura 15A, canaleta 3). Para permitir a 

inserção de RGMa1 no vetor retoroviral RCAS, este teve que ser digerido para 

disponibilzar seu sítio de restrição (Figura 15B). Depois de digerido com a enzima de 

restição ClaI, observam-se duas bandas distintas no gel de agarose, uma maior, com 

cerca de ~22.000 pb, que indicou que o vetor foi linearizado; e outra de ~700 pb, 

correspondente à sequência de GFP liberada após a digestão enzimática (Figra 15B, 

canaleta 2).  

 

Figura 15. Amplificação dos fragmentos de RGMa1 e RGMa e digestão de RCAS 

no sítio de restrição ClaI. Em (A): (1) GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Thermo 

Scientific); em (2) fragmento da isoforma RGMa1 (~900 pb) e (3) de RGMa (~1500 

pb). Em (B): (1) GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Thermo Scientific); e em (2) RCAS 

purificado linearizado, banda ~20.000 pb; a banda de 700 pb corresponde à sequ~encia 

de GFP que foi retirada devido à digestão enzimática realizada coma enzima ClaI. pb: 

pares de base. 

 

 A clonagem de RGMa1 em RCAS foi confirmada por sequenciamento. A 

sequência de 872 pb obtida foi analisada pelo programa BLASTn contra o banco não 

redundante do GenBank, confirmando a similaridade do fragmento clonado com a 

sequência de RGMa de galinha, uma vez que a sequência de RGMa1 ainda não foi 

depositada neste banco de dados (Figura 16, seta preta). 
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Figura 16. Resultado do BLASTn para a sequência de RCAS-RGMa1. Com uma 

identidade igual a 93%, a sequência do construto RCAS-RGMa1 mostrou-se similar à 

RGMa de galinha disponível no GenBank (seta preta). 

 

5.3. Validação dos pares de oligonucleotídeos obtidos para a determinação dos 

níveis de expressão gênica de marcadores de células satélites, miogênicos, de 

esclerótomo e mesodérmicos 

 A especificidade e o tamanho do amplicon obtidos com os pares de 

oligonucleotídeos desenhados neste trabalho foram validados, por RT-PCR, em 

amostras de cDNA de células de somitos de embriões de galinha. Todos os 

oligonucleotídeos permitiram a amplificação de uma banda única, com amplicons 

conforme tamanho esperado (conforme previsto na Tabela 2), evidenciando sua 

especificidade e validação para serem utilizados no proposto trabalho (Figura 17). 
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Figura 17. Validação dos oligonucleotídeos a serem utilizados para RT-PCRq. 

Todos os oligonucleotídeos amplificaram banda única, com amplicons entre 200 e 300 

pb. Em A: (1) GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Thermo Scientific); (2) e (3) RGMa1 e 

branco, respectivamente; (4) e (5) MyoD e branco, respectivamente; (6) e (7) Myf5 e 

branco, respectivamente; (8) e (9) Miogenina e branco, respectivamente;  (10) e (11) 

Desmina e branco, respectivamente; (12) e (13) α-Actinina e branco, respectivamente. 

Em B temos: (1) GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Thermo Scientific); (2) e (3) Pax3 e 

branco, respectivament; (4) e (5) Pax7 e branco, respectivamente; (6) e (7) Pax1 e 

branco, respectivamente; (8) e (9) Sox9 e branco, respectivamente;  (10) e (11) cMeso-1 

e branco, respectivamente; (12) e (13) GAPDH e branco, respectivamente. O branco é a 

reação de PCR na ausência de cDNA, evidenciando que as reações estavam livres de 

contaminação. pb: pares de base. 

 

5.4. Validação da cultura de células de somitos de embriões de galinha 

 Os perfis morfológico e molecular das células obtidas de explantes de somitos  

de embriões de galinha foram determinados a fim de caracterizar (i) o padrão de 

proliferação, adesão, crescimento e diferenciação dessas células; e (ii) os níveis de 

expressão gênica basais para os marcadores de células satélites, miogênicos, de 

esclerótomo e mesodérmicos nestas células durante o cultivo in vitro. 

 (1) Perfil morfológico 

 Foi possível observar que, ao longo de até 10 dias de cultivo nas condições 

estabelecidas neste trabalho, as células conseguiram proliferar a partir dos explantes de 

tecidos que foram colocados no centro dos poços sob gel de colágeno; e crescer de 

forma contínua em direção ao centro, sempre aderidas ao plástico e mantendo contato 

umas com as outras (Figura 18). 
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Figura 18. Padronização da cultura de células de somito. Caracterização do perfil da 

cultura de células dos somitos ao longo de 10 dias de incubação a 37 °C e 5% de CO2. 

As imagens apresentadas evidenciam as mais representativas ao longo dos dias. E: 

explantes; asteriscos: matriz de colágeno; setas: células. Barras equivalentes a 200 µm, 

sendo que as fotos das células de 2,3 e 6 foram documentadas com a objetiva de 4X; e 

as de 4, 8 e 10 dias com objetiva de 10X. 
 

 (2) Perfil de expressão gênica 

 O perfil de expressão gênica dos marcadores alvo deste trabalho foram avaliados 

nas células de somitos ao 0 dia (somitos não submetidos ao cultivo celular) e após 2, 5 e 

10 dias de cultivo celular (Figura 19).  

 A avaliação dos RNAs totais obtidos da cultura de células de somitos de galinha 

nos períodos de 0, 2, 5 e 10 dias revelou a integridade do material isolado (Figura 19). 
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Figura 19. RNA total extraído da cultura de células de somito de embrião de 

galinha. RNA total mostra-se íntegro após extração, com as bandas 5S, 18S e 28S do 

RNA ribossomal evidentes. RNA total extraído de células de somito nos tempos de (1) 

0 dia; (2) 2 dias; (3) 5 dias; e (5) 10 dias em cultura, sendo 0 dia, somitos que não foram 

cultivados. 

 

 A análise da expressão gênica por RT-PCRq evidenciou que após 2 dias de 

cultura, as células de somito em cultura apresentaram uma diminuição de 3,5 nos níveis 

de expressão de RGMa1, comparado aos níveis de expressão detectados no dia 0 

(somitos recém coletados) de cultura (Figura 20A). Além disso, houve um aumento 

significativo da expressão de Miogenina (de 66,1 vezes) e Myf5 (de 1,3 vezes; Figura 

20A) após este período de cultura. Constatou-se também a diminuição de expressão do 

marcador de esclerótomo Pax1 (de 3,7 vezes) comparados à expressão de 0 dia (Figura 

20A). Entretanto, não houve diferença dos níveis de expressão para os marcadores de 

células satélites, Pax3 e Pax7, para os fatores miogênicos, MyoD e Desmina, de 

citoesqueleto, α-Actinina, de esclertótomo, Sox9, nem mesodérmico, cMeso-1. 

 Após 5 dias de cultura, as células de somitos apresentaram uma redução 

significativa dos níveis de RGMa1 (de 3 vezes), quando comparados com a expessão ao 

0 dia de cultura (Figura 20B). Observou-se ainda uma redução de 2,6 vezes de Pax7; 

um aumento de 504,1 vezes nos níveis de Miogenina; uma redução dos níveis de Pax1 

(de 5,1 vezes) e um aumento nos níveis de Sox9 (2 vezes), sempre comparados aos 

níveis detectados no dia 0 (Figura 20B). Para os demais marcadores de células satélites, 

fatores miogênicos, citoesqueleto e mesenquinal não ocorreram alterações nos níveis de 

expressão. 
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 Os níveis de expressão de RGMa1, após 10 dias das células em cultura, 

apresentaram-se com uma diminuição de 7,9 vezes quando comparada à expressão em 0 

dia (Figura 20C). Além disso, observou-se uma diminuição na expressão de Pax3 e 

Pax7 (de 9 e 99,3 vezes, respectivamente); de MyoD (de 6,4 vezes), Desmina (de 6) e 

Myf5 (de 6,2 vezes; Figura 20C). Contudo, para o fator miogênico Miogenina 

observou-se um aumento de 1085,0 vezes quando comparado á expressão de 0 dia em 

cultura (Figura 20C). Constatou-se ainda uma redução significativa dos níveis de α-

Actinina (de 3,4 vezes); de Pax1 (de 7,7 vezes); Sox9 (de 2 vezes); e cMeso-1 (de 8,1 

vezes; Figura 20C). 
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Figura 20. Avaliação do perfil transcricional das células de somitos de embrião de galinha 

aos 2, 5 e 10 dias em cultura. Observou-se uma diminuição dos níveis de expressão de RGMa1 

aos 2, 5 e 10 dias (A-C). Aos 2 dias (A), observou-se aumento dos níveis de expressão dos 

fatores miogênicos, Miogenina e Myf5, e uma diminuição do marcador de esclerótomo, Pax1. 

Aos 5 dias (B), constatou-se a diminuição nos níveis do marcador de célula satélite, Pax7. 

Nesse mesmo tempo de cultivo observou-se aumento dos níveis de Miogenina. Constatou-se 

também alteração para os marcadores de esclerótomo, Pax1 e Sox9, que apresentaram 

diminuição e aumento de seus níveis de expressão, respectivamente. Aos 10 dias (C), notou-se a 

diminuição para os marcadores de células satélites, Pax3 e Pax7, de fatores miogênicos, MyoD, 

Desmina e Myf5, de citoesqueleto, α-actinina, de esclerótomo, Pax1 e Sox9, e mesodérmico, 

cMeso-1. Entretanto, observou-se aumento nos níveis de Miogenina aos 10 dias em cultura. As 

análises estatísticas foram avaliadas com uso do programa REST 2009 e p <0.05. 
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5.5. Avaliação dos efeitos da superexpressão de RGMa1 em células derivadas de 

somitos epiteliais, cultivadas na presença ou ausência de tubo neural e notocorda, 

por RT-PCRq 

 A avaliação dos RNAs totais obtidos das culturas de células de somitos 

transfectadas com RCAS-RGMa1 e RCAS-GFP revelou a integridade do material 

isolado (Figura 21). 

 

Figura 21. RNA total extraído das células de somito após superexpressão de 

RGMa1. RNA total mostra-se íntegro após extração, com as bandas 5S, 18S e 28S do 

RNA ribossomal evidentes. Em (1) e (2), RNA total de somitos epiteliais transfectados 

com RCAS-GFP e RCAS-RGMa1, respectivamente; em (3) e (4) RNA total de somitos 

epiteliais com tubo neural e notocorda presentes, que foram transfectados com RCAS-

GFP e RCAS-RGMa1, respectivamente. Em (5) e (6), RNA total de somitos maduros 

transfectados com RCAS-GFP e RCAS-RGMa1, respectivamente; em (7) e (8), RNA 

total de somitos maduros com tubo neural e notocorda presentes, transfectados com 

RCAS-GFP e RCAS-RGMa1, respectivamente. 

 

 A superexpressão de transcritos de RGMa1 foi confirmada nos dois grupos 

avaliados: foi possível observar um aumento de 4,8 vezes na expressão de RGMa1 nas 

amostras de somitos epiteliais (Figura 22A) e de 15,5 vezes nas amostras de somitos 

epiteliais associados ao tubo neural e notocorda (Figura 22B). 

 A superexpressão de RGMa1 induziu um aumento significativo na expressão dos 

marcadores de células satélites (Pax3 e Pax7) e dos fatores miogênicos (MyoD, 

Miogenina e Desmina) em células de somitos epiteliais caudais (Figura 22A). Nestas 

amostras, a superexpressão de RGMa1 induziu um aumento significativo de 2,3 vezes 

na expressão de Pax3 (Figura 22A); e um aumento de 11,4 vezes na expressão de Pax7 

(Figura 22A), em relação aos níveis de expressão detectados nas amostras transfectadas 

com o construto controle. Com relação aos marcadores miogênicos, a superexpressão de 
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RGMa1 induziu um aumento significativo de 4,7 vezes na expressão de MyoD, 3,4 na 

expressão de Miogenina e de 2,0 vezes na expressão de Desmina, todos comparados aos 

respectivos controles. A superexpressão de RGMa1, no entanto, não induziu efeitos na 

expressão de Myf5 e α-Actinina, tampouco de marcadores de diferenciação do 

esclerótomo, Pax1 e Sox9, e mesodérmico, c-Meso1. 

 A presença de células derivadas das estruturas axiais (tubo neural e notocorda) 

na cultura de células dos somitos epiteliais não alterou os efeitos de RGMa1 na indução 

de marcadores de células satélites e miogênicos. Foi observado um aumento 

significativo na expressão de Pax3 (10,0 vezes) e Pax7 (16,6 vezes), comparados aos 

respectivos controles; e também de MyoD (14,9 vezes), Miogenina (12,0 vezes) e 

Desmina (8,0 vezes), também comparados aos respectivos controles (Figura 22B). 

Níveis maiores de expressão de RGMa1 foram obtidos nessas amostras (de ~16 vezes) 

quando comparados com os somitos epiteliais individualizados (de ~5 vezes), 

resultando em níveis também maiores de aumento na expressão dos marcadores de 

células satélites e miogênicos (Figura 22B). 

 

 

 

 



72 

 

Figura 22. Efeitos da superexpressão de RGMa1 sobre a expressão gênica de 

células de somitos epiteliais. Realizada a superexpressão, os níveis de expressão de 

RGMa1 mostraram-se aumentados em ambos os grupos (A-B). Observa-se que há 

aumento dos níveis de expressão, tanto para somitos epiteliais (A) quanto somitos 

epiteliais jutamente a TN e Ntc (B), para os mesmos marcadores gênicos. Em (A) e (B), 

constatou-se aumento dos níveis de expressão para marcadores de células satélites, 

Pax3 e Pax7, e de fatores miogênicos, MyoD, Miogenina e Desmina. Vale ressaltar 

ainda que ocorreu um aumento dos níveis de expressão desses marcadores que 

acompanhou o maior nível de expressão de RGMa1 observados em B. As análises 

estatísticas foram avaliadas com uso do programa REST 2009 e p <0.05. TN: tubo 

neural; Ntc: notocorda. 

 

5.6. Avaliação dos efeitos da superexpressão de RGMa1 em células derivadas de 

somitos maduros, cultivadas na presença ou ausência células de tubo neural e 

notocorda, por RT-PCRq 

 A superexpressão de transcritos de RGMa1 também pode ser confirmada nos 

dois grupos avaliados: foi possível observar um aumento de 12,3 vezes na expressão de 
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RGMa1 nas amostras de somitos maduros (Figura 23A) e de 19,8 vezes nas amostras 

de somitos maduros associados ao tubo neural e notocorda (Figura 23B). 

 A superexpressão de RGMa1 também induziu um aumento na expressão de 

fatores de células satélites e miogênicos no grupo de somitos maduros independentes. 

RGMa1 induziu um aumento de 15,1 vezes na expressão de Pax3 e de 4,5 vezes na 

expressão de Pax7, comparados aos respectivos controles (Figura 23A). Com relação 

aos marcadores miogênicos, RGMa1 induziu um aumento de 8,9 vezes na expressão de 

MyoD; 3,1 vezes na expressão de Miogenina e de 4,0 vezes na expressão de Desmina, 

comparados aos respectivos controles (Figura 23A). Nos somitos maduros, a 

superexpressão de RGMa1 induziu ainda um aumento significativo na expressão de 

Myf5 (1,6 vezes); e de α-Actinina (3,5 vezes), comparados aos controles (Figura 23A). 

  A presença de células derivadas do tubo neural e a notocorda associada às 

células dos somitos maduros (Figura 23B), no entanto, induziu uma alteração no perfil 

transcricional das células que superexpressaram RGMa1. Foi observado que a 

superexpressão de RGMa1 levou a uma redução nos níveis de expressão dos transcritos 

associados à linhagem de células satélites (Pax3 e Pax7); de fatores de transcrição da 

linhagem miogênica (MyoD, Miogenina e Desmina), comparados aos respectivos 

controles (Figura 23B). Nestas amostras, a superexpressão de RGMa1 pode ainda 

induzir uma diminuição na expressão dos marcadores de determinação e diferenciação 

do esclerótomo, de 3,4 vezes na expressão de Pax1; e de 8,9 vezes na expressão de 

Sox9, comparados aos respectivos controles (Figura 23B). RGMa1 induziu ainda uma 

diminuição de 3,1 vezes na expressão do marcador de somitos recém epitelizados, 

cMeso-1 (Figura 23B). 
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Figura 23. Efeitos da superexpressão de RGMa1 sobre a expressão gênica de 

células de somitos maduros. Realizada a superexpressão, os níveis de expressão de 

RGMa1 mostraram-se aumentados em ambos os grupos (A-B). Em A, foi observado 

aumento dos níveis de marcadores de células satélites, Pax3 e Pax7, de fatores 

miogênicos MyoD, Miogenina, Desmina, Myf5, e do marcador de citoesqueleto, α-

actinina. Entetanto, a presença das células do TN e da Ntc, em B, desencadeou um 

efeito contrário ao observado nos somitos maduros, com a diminuição dos níveis de 

células satélites, Pax3 e Pax7, dos fatores miogênicos, MyoD, Miogenina e Desmina. 

Ainda em B, observou-se redução dos níveis dos marcadores de esclerótomo, Pax1 e 

Sox9, e do marcador mesenquimal, cMeso-1. Diferente dos somitos maduros, em B, não 

houve alteraçãos dos níveis do marcador miogênico Myf5 nem do marcador de 

citoesqueleto α-actinina. As análises estatísticas foram avaliadas com uso do programa 

REST 2009 e p <0.05. TN: tubo neural; Ntc: notocorda. 

 

5.7. Avaliação das prováveis vias de sinalização intracelulares induzidas por 

RGMa1 em células derivadas de somitos 

 Os efeitos da superexpressão de RGMa1 na expressão de RhoA (via do receptor 

Neogenina) e Smad1/5/8 (via BMP) nas células dos somitos em cultura também foram 



75 

avaliados neste trabalho, a fim de identificar se RGMa1 utiliza os mesmos receptores e 

vias de sinalização intracelular que já foram descritas por RGMa (Figura 24).  

 Nos grupos de somitos maduros e epiteliais, em que se preservou o tubo neural e 

notocorda, a superexpressão de RGMa1 parece aumentar a sinalização de RhoA, quando 

comparados ao controle (Figura 24A, 1-4). No entanto, nos grupos de somitos maduros 

e epiteliais, independentes do tubo neural e notocorda, a sinalização e RhoA foi similar 

à encontrada no controle (Figura 24A, 5-8).  

 A superexpressão de RGMa1 parece diminuir a expressão de p-Smad1/5/8 no 

grupo de somitos maduros (Figura 24B, 5-6). Nos demais grupos avaliados, não houve 

alteração notável na sinalização de p-Smad 1/5/8 (Figura 24B, 1-4 e 7-8). 

 

 

Figura 24. Efeitos da superexpressão de RGMa1 sobre as possíveis vias de 

sinalização dessa molécula em células de somito. A sinalização de RhoA mostrou-se 

aumentada nos grupos de somitos maduros e epiteliais em que foram mantidos o tubo 

neural e a notocorda (A, 1-4). Essa diferença de expressão de RhoA não foi observada 

nos grupos de somitos independentes de tubo neural e notocorda (A, 5-8). Não foi 

observada alteração da sinalização de p-Smad 1/5/8 nos grupos avaliados, com exceção 

do grupo de somitos maduros, independentes de tubo neural e notocorda, em que a 

sinalização de p-Smad 1/5/8 mostrou-se reduzida (B, 5-6). A expressão de GAPDH, 

proteína de expressão constitutiva, também está evidenciada para todos os grupos 

testados (C, 1-8). TN: tubo neural; Ntc: notocorda. 
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5.8. Resumo geral dos resultados decorrentes da superexpressão de RGMa1 

 De modo a facilitar a compreensão e visualização dos efeitos da superexpressão 

de RGMa1 em cultivo de células de somito de embriões de galinha, medidos por RT-

PCRq (Figuras 22 e 23) e Western Blot (Figura 24), os resultados foram organizados e 

sumarizados na Tabela 4. 

Tabela 4. Sumarização dos resultados decorrentes dos efeitos da superexpressão de 

RGMa1 sobre as células de somitos de embriões de galinha in vitro. As setas 

verticais vermelhas, com sentido voltado para cima, indicam que houve uma indução 

positiva na expressão dos marcadores descritos, realizada a expressão de RGMa1. As 

setas verticais azuis, com sentido voltado para baixo, sinalizam que houve repressão dos 

marcadores indicados, após expressão de RGMa1.  O número 0 (zero) indica que não 

houve significância nos valores de expressão dos marcadores mensurados. A quantidade 

de setas está relacionada com os efeitos observados para o grupo, quanto maior a 

quantidade de setas, mais pronunciado foi o efeito de RGMa1 sobre o grupo de somitos 

cultivados. TN: tubo neural; Ntc: norocorda. 
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6. DISCUSSÃO 

 As Moléculas Orientadoras por Repulsão (RGM) foram primariamente descritas 

desempenhando sua função como orientadoras de axônios no teto óptico dos embriões 

de galinha em desenvolvimento (Monnier et al., 2002). A orientação axonal é um 

processo complexo no qual o orientador de axônio deve desencadear a ativação de uma 

cascasta de sinalização que promova alteração e rearranjo do citoesqueleto do cone de 

crescimento do axonal (Huber et al., 2003; Pasterkamp & Kolodkin, 2013). A 

associação entre RGMa, junto a seu receptor Neogenina, é capaz de ativar a via RhoA, 

que pode modular o crescimento do cone axonal (Conrad et al., 2007; Endo & 

Yamashita, 2009). No entanto, estudos diversos envolvendo a família RGM 

evidenciaram a participação dessas proteínas com outras funções, além da orientação de 

axônios, em diferentes processos biológicos de suma importância, como supressão da 

angiogênese (RGMa; Fujita & Yamashita, 2017; Wang et al., 2018), ativação de células 

do sistema imune (RGMb; Xiao et al., 2014; Topalian et al., 2015), controle dos níveis 

séricos de ferro do organismo (RGMc; Kuninger et al., 2008; Nili et al., 2013), bem 

como importância médica (RGMa), uma vez que estejam envolvidas com doenças tais 

como esclerose múltima, Parkinson e encefalomielite autominue (Nohra et al., 2010, 

Demicheva et al., 2015; Müller et al, 2016). 

 O espectro funcional de RGMa estende-se também à origem, desenvolvimento, 

manutenção e crescimento da musculatura estriada esquelética (Jorge et al., 2012; 

Martins et al., 2015). Transcritos de RGMa e RGMb foram localizados, por hibridização 

in situ, em somitos de embriões de galinha, local de origem da musculatura esquelética 

do tronco, da derme, das vértebras e costelas (Jorge et al., 2012). Mais especificamente, 

transcritos de RGMa foram encontrados nos sítios de origem das células progenitoras da 

musculatura esquelética e das células satélites musculares (Jorge et al., 2012). 

Curiosamente, a caracterização das RGMs em amostras de somitos de embriões de 

galinha revelou que RGMa é, na verdade, expressa nesta estrutura como uma isoforma 

menor de RGMa, contendo 901 pares de base. Nós denominamos esta isoforma de 

RGMa1. 
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6.1. RGMa1 codifica uma proteína que desempenha suas funções de forma 

ancorada à membrana plasmática e não exerce sua função via sinalização induzida 

por BMP 

 A avaliação das possíveis fases de leitura abertas (ORFs) obtidas com a 

sequência de 901 nucleotídeos de RGMa1 indicaram cinco possíveis ORFs, sendo 

apenas duas com hit para RGMa. O códon de início da tradução (ATG; Figura 14A, 

nucleotídeo 13 de RGMa1) indicado pela ORF 1 de RGMa1 seria o mesmo que o 

descrito para RGMa (Monnier et al., 2002). Entretanto, a presença de um dos sítios de 

splicing alternativo alterou o quadro de leitura, induzido o aparecimento de um códon 

de parada precoce na sequência nucleotídica (Figura 14A, nucleotídeo 183 de 

RGMa1), gerando um peptídeo pequeno, de apenas 56 aminoácidos. Não se sabe se este 

peptídeo teria a capacidade de exercer funções relacionadas à família RGM, uma vez 

que seria constituído apenas pela região inicial do peptídeo sinal e a região final do 

domínio do fator vWF-tipo D. 

 As análises da ORF 2 evidenciaram um segundo códon de ínicio da tradução 

localizado mais à frente na sequência nucleotídica (Figura 14A, nucleotídeo 155 de 

RGMa1). A tradução da sequência nucleotídica da ORF 2 sugere que RGMa1 codifica 

uma proteína com 216 resíduos de aminoácidos; e que mantém conservada apenas o 

domínio C-terminal de RGMa, contendo o domínio hidrofóbico e a âncora-GPI; o sítio 

de splicing remove toda a região N-terminal da proteína. A presença exclusiva do 

domínio C-terminal na isoforma fornece importantes pistas com relação ao modo de 

ação desta proteína. Primeiro porque a âncora-GPI é responsável pela manutenção de 

uma gama de proteínas que estão ligadas à membrana plasmática, voltadas para o meio 

extracelular (Kinoshita, 2016). A manutenção da âncora-GPI no domínio C-terminal de 

RGMa1 sugere, portanto, que esta proteína desempenha suas funções de forma ancorada 

à membrana plasmática. Em segundo lugar, a perda da porção N-terminal de RGMa1 

sugere que esta molécula não exerce sua função biológica nos somitos utilizando os 

membros da via de sinalização induzida por BMP, uma vez que é esta a porção das 

proteínas da família RGM identificada com sítios que permitem a interação com os 

ligantes dessa via (Healey et al., 2015). Interessantemente, no grupo dos amniota, o 

desenvolvimento dos somitos é regulado (i) pelo ectoderma de revestimento, que 

secreta as proteínas WNTs, juntamente ao baixo gradiente de concentração de Shh 

secretado pela notocorda e região ventral do tubo neural, para promover a diferenciação 
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dos precursores musculares do dermiótomo (Blake & Ziman, 2014, Musumeci et al., 

2015); e (ii) por membros da via de sinalização BMP advindos da porção dorsal do tubo 

neural e do mesoderma lateral, que inibem a diferenciação da musculatura e induzem a 

diferenciação óssea (Reshef et al. 1998; Feng et al. 2006). 

 

6.2. Nos somitos epiteliais caudais, RGMa1 induziu a expressão do marcadores pré-

miogênicos Pax3 e Pax7 e de uma via paralela de indução miogênica, 

indepentendente de Myf5   

 A função de RGMa1 (ORF2), possivelmente com o programa miogênico de 

forma BMP-independente, foi investigada neste trabalho em sistema in vitro, pela 

superexpressão desta isoforma em células de somitos de embriões de galinha. Optamos 

por investigar esta associação primeiramente em células derivadas dos três últimos 

somitos da porção caudal do tronco dos embriões, que contém somitos epiteliais ainda 

não-compartimentalizados, ou seja, ainda não comprometidos com a diferenciação 

celular em nenhum dos destinos derivados dessa estrutura de mesoderma paraxial 

(Münsterberg et al., 1995; Musumeci et al., 2015). A cultura foi ainda realizada na 

presença e ausência do tubo neural e notocorda, estruturas conhecidas por produzir 

importantes moléculas sinalizadoras que determinam o destino das células somíticas 

(Münsterberg et al., 1995; Tapscott, 2005).  

 A superexpressão de RGMa1 promoveu um aumento significativo dos níveis de 

expressão dos marcadores Pax3 e Pax7 em células derivadas de somitos epiteliais. Pax3 

e Pax7 não são fatores com expressão tecido-específica; são também expressos no 

neuroectoderma, em subdomíonios do cérebro, na porção dorsal do tubo neural e nas 

células da crista neural (revisado por Buckingham & Rigby, 2014). Pax3 e Pax7 são 

considerados marcadores pré-miogênicos (Buckingham & Relaix, 2007; Berti  et al., 

2015). Pax3 é expresso no mesoderma paraxial pré-somítico ainda não-segmentado 

(Schubert et al., 2001), estando provavelmente associado com a interconversão 

mesênquima-epitélio que determina a compactação das células de mesoderma paraxial e 

a formação dos somitos epiteliais (Wiggan et al., 2001; Schubert et al., 2001). A 

expressão de Pax3 permanece até estágios mais avançados do desenvolvimento dos 

somitos, mas agora restrita às células do dermomiótomo (Goulding et al., 1991), 

particularmente em células que se separam dessa região e migram para colonizar o 

tronco com precursores musculares (Birchmeier & Brohmann, 2000). Por isso, 
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camundongos mutantes para Pax3 apresentam formação anormal dos somitos e defeitos 

na formação dos músculos do tronco (Tremblay et al., 1996). Pax3 foi ainda associado à 

sobrevivência dos precursores miogênicos; além disso, a ausência de Pax3 induziu a 

morte celular programada de células já comprometidas com o destino miogênico 

(Borycki et al., 1999).  

 Células progenitoras Pax3+/Pax7+ da região central do dermomiótomo são fontes 

de células progenitoras musculares, as células satélites (Relaix et al., 2005; Buckingham 

& Relaix, 2015). No entanto, trabalhos anteriores de Reshef e colaboradores (1998) 

revelaram que células de culturas de somitos epiteliais de embriões de galinha no 

estágio HH10, cultivados na ausência de tubo neural e notocorda, não expressam Pax3 e 

Pax7. A expressão de Pax3 e Pax7 e o processo de miogênese no miótomo in vivo 

também é altamente dependente dos sinais advindos do TN+Ntc e ectoderma de 

revestimento (Spence et al., 1996; Denetclaw & Ordahl, 2000). Nossos resultados 

sugerem RGMa1 como um fator upstream, capaz de induzir precocemente a expressão 

de Pax3 e Pax7, que são fatores que determinam o início da miogênese e o 

estabelecimento das células satélites em somitos epiteliais. RGMa1 foi capaz de induzir 

esses fatores mesmo na ausência das estruturas axiais compostas pelo tubo neural e 

notocorda. Curiosamente, o padrão de expressão de RGMa1 nos somitos de embriões de 

galinha revelou sobreposição da expressão deste orientador de axônio e dos marcadores 

pré-miogênicos Pax3 e Pax7 nos somitos ainda epitelializados (Jorge et al., 2012). 

 RGMa1 foi ainda capaz de induzir a expressão dos fatores miogênicos MyoD e 

Miogenina, mas não de Myf5, nas células de somitos epiteliais. Células de somitos 

epiteliais de embriões de galinha no estágio HH12 revelaram não serem capazes de 

expressar os fatores miogênicos na ausência do TN+Ntc quando cultivadas in vitro 

(Münsterberg & Lassar, 1995). Portanto, RGMa1 foi capaz de induzir a expressão 

desses fatores em um local e momento em que eles não são normalmente expressos. 

Myf5 e MRF4 são fatores envolvidos com a determinação primária do programa 

miogênico; enquanto que MyoD é considerado o ponto de convergência para vias 

regulatórias que dirigem a diferenciação miogênica (L’honoré et al., 2010). O enhacer 

de Myf5 é ativado diretamente pela ligação de Pax3, e também de outros fatores como 

Six1/4 e das proteínas Gli, sinalizadoras intracelulares de Shh. Neste trabalho, a ativação 

da via RGMa1-Pax3 não foi capaz de induzir a expressão de Myf5. Por outro lado, 

RGMa1-Pax3 foi capaz de ativar MyoD, e subsequentemente de Miogenina. A ativação 
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de MyoD/Miogenina por Pax3 ocorre apenas como uma via paralela de ativação 

miogênica, que é intermediada por Pitx2 e ocorre durante a formação do miótomo e na 

formação da musculatura dos membros (L’honoré et al., 2010). Juntos, estes resultados 

sugerem a participação de RGMa1 como um fator upstream especificamente da via 

paralela Pax3/Pitx2/MyoD/Miogenina. 

 RGMa1 induziu a expressão de Desmina nas células derivadas de somitos 

epiteliais, um marcador tardio da diferenciação miogênica. Durante transição e 

diferenciação do miotubo para miofibra, as proteínas músculo-espécificas são expressas 

em sequência: Desmina é a primeira proteína expressa por miócitos em diferenciação, 

seguida pela expressão de Titina e de Actina músculo-específica (Musumeci et al., 

2015). Portanto, é possível que a ativação da Desmina seja alvo da expressão aumentada 

da via RGMa1/Pitx2/MyoD/Myogenina. 

 Os resultados da superexpressão de RGMa1 em células de somitos epiteliais 

cultivados juntamente às estruturas axiais (TN+Ntc) foram similares aos obtidos com 

células epiteliais quando cultivadas isoladas: RGMa1 foi capaz de induzir a expressão 

de Pax3 e Pax7, e de MyoD, Miogenina e Desmina, mas não de Myf5. Münsterberg e 

Lassar (1995) mostraram que os somitos epiteliais+TN+Ntc de embriões de galinha no 

estágio HH12 expressam os fatores de determinação e diferenciação miogênicos, 

evidenciando que o processo de miogênese no miótomo é dependende de sinais 

advindos de TN e Ntc.  

 É válido ressaltar ainda que os valores de aumento dos níveis de expressão de 

RGMa1 obtidos nas células de somitos epiteliais+TN+Ntc (~16 vezes) foram maiores 

em relação aos obtidos no grupo de somitos epiteliais (de ~5 vezes). Curiosamente, o 

mesmo ocorreu para os níveis de expressão dos marcadores pré-miogênicos e 

miogênicos (com aumentos nos níveis de expressão também aumentados). É possível 

que parte dos efeitos observados, especialmente sobre Pax3, seja resultado da 

superexpressão de RGMa1 em células de tubo neural, também presentes nesta cultura. 

Mas também é possível que juntos, estes resultados estejam sugerindo que sinais 

provenientes do TN+Ntc, nesta região dos somitos caudais, exercem uma influência 

positiva na expressão de RGMa1 e, consequentemente, na ativação da via 

Pax3/MyoD/Miogenina/Desmina (quanto maior a expressão de RGMa1, maior a 

expressão dos membros da via). 
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6.3. Nos somitos maduros, RGMa1-Pax3 foi capaz de induzir um sutil aumento da 

expressão de Myf5  

 A função de RGMa1 (ORF2) também foi investigada neste trabalho em células 

de somitos de embriões de galinha da porção mais cranial do tronco dos embriões, que 

contém somitos já compartimentalizados em dermomiótomo, miótomo, sindétomo e 

esclerótomo (Delfini et al., 2009; Thorsteinsdóttir et al., 2011).  

 Nestas células, inicialmente cultivadas na ausência do TN+Ntc, a 

superexpressão de RGMa1 também induziu um aumento dos níveis de expressão de 

Pax3 e Pax7, MyoD/Miogenina/Desmina, similar ao que ocorreu com as células 

derivadas dos somitos epiteliais, corroborando com o potencial de RGMa1 de fator 

regulador upstream da ação desta via miogênica. RGMa1 foi capaz de, particularmente 

nestas células, também induzir um aumento sutil na expressão de Myf5, o que não havia 

ocorrido nas células derivadas de somitos epiteliais. Myf5 é o primeiro fator miogênico 

expresso durante a miogênese e sua ativação é regulada por diferentes enhancers, 

distribuídos a mais de 100 kb upstream do gene, em sua maioria, Pax3-dependentes 

(Bajard et al., 2006; Daubas et al., 2013; Moncaut et al., 2013). Nossos resultados 

sugerem, portanto, que a capacidade de RGMa1-Pax3 induzir a expressão de Myf5 

possivelmente ocorre apenas após a compartimentalização do somito em 

dermomiótomo e miótomo. A expressão aumentada de Myf5 nestes somitos 

provavelmente está associada à diferenciação do miótomo epaxial. É possível também 

que a ativação da expressão de Myf5 por RGMa1-Pax3 nestes somitos tenha sido 

ativada em função da presença dos outros ativadores necessários para a ativação do 

enhancer de Myf5, que incluem os membros da família Six1/4 e os EYA cofatores 

(Giordani et al., 2007) e também dos fatores Gli induzidos por Shh (Anderson et al., 

2012).  

 A indução e progressão da miogênese das células de somitos maduros em 

cultura, em função da presença de RGMa1, foi ainda comprovada pelo aumento da 

expressão do marcador de citoesqueleto, α-actinina. Essa proteína foi primariamente 

descrita como a principal componente do disco Z do sarcômero capaz de ligar Titina aos 

filamentos de Actina (Masaki et al., 1967; Ribeiro et al., 2014). No entanto, α-actinina 

foi localizada em todos os tipos celulares, fixando os filamentos de Actina à membrana 

plasmática e coordenando a montagem dos filamentos de Actina em áreas de contato 

célula-célula (Lazarides & Burridge, 1975; Foley & Young, 2014). Nossos resultados 



83 

sugerem que RGMa1 exerceu um efeito indireto no aumento dos níveis de α-actinina, 

sendo provavelmente um reflexo do aumento de Pax3/MyoD, que desencadeou a 

expressão de fatores diferenciação (Miogenina) e de montagem do sarcômero (Desmina 

e a prória α-actinina) nesses somitos maduros independentes das estruturas axiais. 

 

6.4. Os efeitos indutores de miogênese promovidos por RGMa1 são inibidos nos 

somitos maduros cultivados na presença do TN+Ntc 

 Surpreendentemente, a presença do tubo neural e da notocorda induziram um 

efeito oposto na promoção da miogênese induzida por RGMa1. Mesmo após a 

superexpressão de RGMa1 confirmada, observeou-se um efeito de redução significativa 

da expressão dos marcadores miogênicos, (Pax3, Pax7, MyoD, Myf5, Miogenina, 

Desmina), de esclerótomo (Pax1 e Sox9) e o mesodérmico (c-Meso1). Portanto, por 

meio de vias de sinalização ainda desconhecidas, RGMa1 não consegue mais ativar os 

fatores determinantes dos destinos celulares testados neste trabalho (condro e 

miogênicos).  

 É possível que, de alguma forma, a tradução dos transcritos de RGMa1 

superexpressos tenha sido bloqueada e sua converção em proteína ativa, inibida. Se os 

efeitos de RGMa1 na expressão de Pax3 forem diretos, a falta de RGMa1 ativa    

induziria o bloqueio do programa miogênico, conforme foi visto em nossos resultados. 

É ainda possível que algum sinal proveniente desta porção particular do TN e/ou Ntc 

esteja modulando o potencial de indução miogênico da via RGMa1-

Pax3/Pax7/Myf5/MyoD/Miogenina. De fato, Pax3 é considerado um importante fator 

regulador upstream da miogênese, atuando em vários estágios desde o estabelecimento 

dos precursores miogênicos, a partir dos precursores multipotentes dos somitos; mas 

apenas até o comprometimento desses precursores com o programa de diferenciação 

muscular (Ridgeway & Skerjanc, 2001). A progressão do programa de diferenciação 

miogênica, no entanto, é dependente da inibição da ação de Pax3. Além disso, nos 

precursores miogênicos derivados da porção hipaxial do dermomiótomo, 

comprometidos com a migração celular para a colonização dos membros e diafragma, 

por exemplo, também precisam regular negativamente a ativação dos marcadores 

miogênicos para impedir a diferenciação prematura dessas células enquanto elas ainda 

estão migrando (Blake & Ziman, 2014). Diversos fatores atuam inibindo a expressão de 

Pax3, incluindo sinais provenientes do TN e Ntc que incluem Notch e FGF (Dayanidhi 
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& Lieber, 2014), ou fatores que são expressos pelas próprias células musculares já 

comprometidas, como Msx1, Sim2 e Dach (Bendall et al., 1999; Kuang & Rudnicki, 

2008). Seria importante investigar os efeitos da presença desses inibidores sobre a ação 

de RGMa1 na miogênese. 

 

6.5. RGMa1 não promove o desenvolvimento do esclerótomo ou manutenção do 

estado mesodérmico indiferenciado das células dos somitos 

 Diferentemente dos efeitos observados para estabelecimento e maturação do 

miótomo, RGMa1 não parece exercer efeito sobre o desenvolvimento do esclerótomo. A 

expressão dos marcadores esclerótomo-específicos, Pax1 e Sox9, não mostraram 

alteração devido à superexpressão de RGMa1, com exceção do grupo de somitos 

maduros juntos de TN e Ntc, no qual foram reprimidos. É possível que a diminuição da 

expressão destes dois fatores neste grupo não seja em função da ação direta de RGMa1, 

pode ser apenas um reflexo da inibição de desenvolvimento do miótomo. O correto 

desenvolvimento do esclerótomo é dependente de fatores de crescimento (como FGF5) 

produzidos pelo miótomo diferenciado (Brent & Tabi, 2004). Além disso, os níveis 

inalterados desses marcadores para os demais grupos também corroboram com a 

hipótese de que RGMa1 não influencia o desenvolvimento do esclerótomo. 

 De maneira semelhante aos resultados obtidos para os marcadores do 

esclerótomo, acreditamos que RGMa1 não influencia a expressão do marcador pré-

somítico cMeso-1. Este gene também faz parte da família bHLH, da qual fazem parte 

também os Fatores de Transcrição Miogênicos, além de ser expresso no mesoderma 

pré-somítico, estando envolvido com a somitogênese ao demarcar a área de 

aparecimento do par de somito seguinte durante a segmentação (Buchberger et al., 

1998). A expressão desse gene não mostrou alteração nos grupos analisados neste 

trabalho, com exceção, do grupo de somitos cultivados juntos com TN e Ntc. Essa 

diminuição dos níveis de cMeso-1 deve ser decorrente ao efeito inibitório generalizado 

desencadeado pela superexpressão de RGMa1 nesse grupo de somitos em específico. 

 

6.6. RGMa1 não exerce seus efeitos sobre os fatores pré-miogênicos e miogênicos 

por vias conhecidas induzidas por RGMa (Neogenina e BMP) 

 Os efeitos de RGMa1 observados neste trabalho sobre a expressão de fatores de 

transcrição pré-miogênicos e miogênicos devem provavelmente ser efetivados por 
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mensageiros secundários intracelulares, uma vez que RGMa1 apresenta-se como uma 

proteína contendo uma âncora-GPI na sua porção C-terminal, com função de ancoragem 

da proteína à membrana plasmática. A perda da porção N-terminal durante o processo 

de splicing alternativo de RGMa1 sugeriu ainda que as funções desempenhadas por esta 

molécula nessas células não devem ser exercidas via ligação deste cofator aos ligantes 

da via BMP, uma vez que esse potencial dos membros da família RGM reside 

justamente nesta porção da proteína (Healey et al. 2015). Sendo assim, investigamos: (i) 

se os efeitos observados na ativação de fatores pré-miogênicos e miogênicos foram 

resultantes da ativação/repressão do fator RhoA, mensageiro da via induzida pela 

ligação de RGMa a Neogenina; e (ii) se as análises da sequência de nucleotídeos de 

RGMa1 confirmariam a independencia desta isoforma em relação aos membros da via 

BMP, investigando a expressão de Smad1/5/8 (mensageiro da via BMP2/4/receptor tipo 

I/receptor tipo II). 

 A superexpressão de RGMa1 induziu um aumento na expressão de RhoA, mas 

apenas nas amostras em que as estruturas axiais (TN+Ntc) estavam presentes. Este 

resultado sugere, portanto, que os efeitos da superexpressão de RGMa1 obervados sobre 

os marcadores pré-miogênicos e miogênicos sejam independentes do mensageiro 

secundário RhoA. RhoA atua em uma variedade de processos celulares, incluindo a 

organização do citoesqueleto de actina, participação na dinâmica e organização de 

microtúbulos e envolvimento com a sobrevivência, polaridade e migração celular 

(Etienne-Manneville & Hall, 2002; Bement et al., 2005; Wojnacki et al., 2014). A 

sinalização RGMa-Neogenina-RhoA foi descrita na indução da modulação da dinâmica 

do citoesqueleto do cone axonal no processo de orientação de axônios durante o 

desenvolvimento (Conrad et al., 2007; Hata et al., 2009); e com o processo de 

nucleação de actina e manutenção das junções de aderência por ativação de Arp-2/3 

durante o processo de fechamento do tubo neural (Lee et al. 2016). A ativação de RhoA 

observada nestes grupos experimentais particulares desse trabalho devem ser, portanto, 

resultantes da superexpressão de RGMa1 em células não-mesodérmicas, provavelmente 

em células do tubo neural presentes na cultura. 

 A superexpressão de RGMa1 induziu uma diminuição da expressão do 

sinalizador Smad1/5/8 apenas nas células derivadas de somitos craniais independentes 

do TN+Ntc. Mais uma vez, os efeitos da superexpressão de RGMa1 sobre a expressão 

de fatores pré-miogênicos e miogênicos também parecem ser independentes da 
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atividade como cofator da sinalização BMP exercida pelos membros da família RGM, 

confirmando assim, nossos dados da análise da sequência de RGMa1. A expressão de 

RGMa1, restrita aos somitos, pode, portanto, estar funcionando como um mecanismo de 

evasão à sinalização de BMP existente no dermomiótomo, permitindo seus efeitos no 

programa miogênico em detrimento à via condrogênica. Novos experimentos deverão 

revelar o completo mecanismo do programa miogênico induzido por RGMa1. 
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7. CONCLUSÃO 

 O desenvolvimento deste trabalho permitiu concluir que: 

• RGMa1 é gerado por splincing alternativo de RGMa em células de mesoderma 

paraxial formadoras dos somitos, resultando em uma molécula que desempenha 

suas funções de forma ancorada à membrana plasmática via âncora-GPI; 

• RGMa1 induz a expressão de marcadores pré-miogênicos e miogênicos em 

somitos epiteliais caudais; 

• Os efeitos nos fatores pré-miogênicos e miogênicos induzidos por RGMa1 são 

bloqueados nas células maduras já comprometidas, provavelmente por sinais 

provenientes das estruturas axiais (tubo neural e notocorda); 

• RGMa1 não influencia a determinação e diferenciação condrogênica em células 

derivadas do esclerótomo; 

• Os mensageiros secundários induzidos por RGMa1 ancorada à membrana 

plasmática são diferentes (e ainda desconhecidos) dos que são relatados por 

serem induzidos por RGMa.  
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ANEXO 1. Protocolo do Comitê de Ética do Uso de Animais (CEUA-UFMG) 

aprovando os procedimentos com animais utilizados no presente trabalho. 

 

 


