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RESUMO

A Molécula Orientadora por Repulsdo a (RGMa) é uma proteina que foi primariamente
relacionada a axonogénese, atuando via 0s receptores Neogenina e/ou como co-
receptores da sinalizacdo BMP. O padrdo de expressio de RGMa durante o
desenvolvimento do embrido de galinha sugeriu novas funcBes para esta molécula,
incluindo a somitogénese e miogénese. Nosso grupo identificou uma isoforma de
RGMa expressa exclusivamente em somitos, estruturas embriondrias transientes que
originam as células musculares esqueléticas do tronco e as células-tronco musculares.
Este estudo teve como objetivo caracterizar a sequéncia desta isoforma, denominada
RGMal; e investigar sua funcdo bioldgica em células de somitos de embrides de
galinha. A sequéncia de nucleotideos revelou que RGMal é produto de um splicing
alternativo que ocorre sobre a sequéncia de RGMa, removendo completamente o
dominio que codifica a porcdo N-terminal da proteina. Estes resultados sugerem que
RGMal exerce sua funcdo nos somitos de forma ancorada @ membrana plasmatica. A
analise funcional foi realizada por meio as superexpressdo de RGMal em células de
somitos de embrides de galinha no estagio 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 as
estruturas axiais. A superexpressdo de RGMal foi capaz de induzir a expressdo dos
fatores pré-miogénicos (Pax3/Pax7) e miogénicos (MyoD/Miogenina/Desmina) nas
células dos grupos (i), (ii) e (iii). O grupo (iii) induziu ainda a expressao do fator
miogénico Myf5 e de a-actinina. A superexpressdo de RGMal nas células do grupo (iv)
induziram um resultado oposto: todos os marcadores testados foram identificados como
reprimidos. Estes resultados sugerem uma importante funcdo para RGMal durante o
estabelecimento das células satélites e da linhagem miogénica durante o
desenvolvimento dos somitos ainda epiteliais; mas que sua expressdo é regulada por
fatores expressos pelas estruturas axiais ap0s a maturacdo dos somitos. Foi observado
ainda que os efeitos exercidos por RGMal sobre a expressdo dos marcadores pré-
miogénicos e miogénicos ndo parecem ser exercidos pela ligagdo de RGMal aos
receptores Neogenina ou da via BMP, ja que seus respectivos sinalizadores secundarios
ndo apresentaram alteragcdes coerentes com os efeitos observados. Nossos resultados
contribuem para adicionar RGMal como um novo fator envolvido com a determinacgéo
miogénica nos somitos, um programa molecular que tem com aplicagbes médicas e
potencial biotecnolédgico para o melhoramento de animais de corte.

Palavras-chaves: RGMal, RCAS, somito, embrido de galinha, musculo 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, RGMal, and to investigate its
biological function in chicken embryo somite cells in vitro. Nucleotide sequence
analysis revelead that RGMal 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 RGMal 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 RGMal 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). RGMal could additionaly induce Myf5 and a-
actinin expression in the cells from group (iii). RGMal 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 RGMal
during the establishment of the myogenic cell lineages in the epithelial somites; and that
RGMal expression is regulated by factors expressed by the axial structures after somite
maturation. It is also important to note that RGMal 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 RGMal
as a new factor involved with myogenesis, a molecular program that shows medical and

biotechnological applications.

Key words: RGMal, RCAS, somites, chicken embryo, skeletal muscle
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1. INTRODUCAO

Durante o desenvolvimento embrionario, proteinas de matriz extracelular,
denominadas moléculas orientadoras, funcionam como pistas atrativas e/ou repulsivas
capazes de guiar os axbnios para correta inervacéo do organismo em formacao (Colak et
al., 2013). Dentre essas proteinas, as Moléculas Orientadoras por Repulsdo (RGM)
foram descritas no teto Optico de embribes de galinha exercendo papel repulsivo em
axonios da regido (Monnier et al., 2002). Atualmente essa familia de proteinas é
composta por quatro membros (RGMa, RGMb, RGMc e RGMd) e se ancoram a
membrana plasmatica por uma cauda de glicosilfosfatidilinositol (GPI; Samad et al.,
2004). Além da capacidade de orientacdo axonal, as RGMs, junto a seu receptor
Neogenina, estdo envolvidas em uma gama de outros processos envolvendo o sistema
nervoso em desenvolvimento, tais como adesdo, diferenciacdo, regeneracdo e
sobrevivéncia de neuronios (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 bioldgicos diversos. RGMa
possui importancia médica, ao regular a inflamacdo e neurodegeneracdo em caso de
encefalomielite autoimune, uma vez que sua expressdo foi detectada em células do
sistema imunolégico (Muramatsu et al., 2011). Além disso, RGMa esta envolvida com
doenga de Parkinson (Miiller et al., 2016) e esclerose multipla (Nohra et al., 2010). A
interacdo RGMa-Neogenina foi responsavel por suprimir a formacéo de tubo endotelial,
indicando que RGMa é capaz de inibir o processo de angiogénese (Fujita & Yamashita,
2017). Recentemente, o bloqueio da interacdo RGMb-Neogenina foi associada a
inibicdo da hiperreatividade das vias aéreas induzidas por alérgenos (Yu et al., 2016);
RGMc participa da regulacdo da homeostase de ferro do orgasnismo (Pietrangelo,
2007); e RGMd, até o presente momento, sO foi identificada em peixes teledsteos
(Camus & Lambert, 2007).

Durante o desenvolvimento do embrido de galinha, transcritos de RGMa e
RGMb foram localizados, por hibridizagéo in situ, em regides fora do sistema nervoso,
tais como nos somitos (Jorge et al., 2012), as estruturas transientes que aparecem

lateralmente ao tubo neural e que dardo origem a musculatura esquelética do tronco,
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vertebras, costelas e derme (Musumeci et al., 2015). O padrdo de expressao de RGMa
revelou sua presenca na regido em que as células musculares progenitoras originam o
miétomo e na regido central do dermiétomo, local de origem das células-tronco
musculares, células satélites (Blake & Ziman, 2014), evidenciado pela colocalizacao
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 imunoflorescéncia, no sarcolema das fibras musculares, enquanto que
somente RGMa mostrou-se expressa no sarcoplasma, apresentando um padréo estriado
e colocalizado com as proteinas sarcoméricas Desmina e Titina (Martins et al. 2015).
Por meio de ensaios de superexpressao e knockdown de RGMa, percebeu-se que esta
molécula funciona como um fator hipertréfico da musculatura estriada esquelética. A
superexpressdo de RGMa promoveu maior indice de fusdo de mioblastos e um aumento
significativo na largura das fibras musculares, ao passo que a inibicdo pode RGMa

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

Outros fatores estdo relacionados a regulacdo do tamanho da fibra muscular
estriada esquelética, além de RGMa. Estudos envolvendo o receptor das RGMs,
Neogenina, e RGMc também demonstraram que essas moléculas estdo associadas a
regulacdo positiva do tamanho da célula muscular estriada esquelética (Bae et al.,
2015). Mais recentemente, trabalhos evidenciaram que as Proteinas Morfogenéticas
Osseas (BMPs) estdo associadas & deposicdo de massa muscular ao controlar
funcionalmente as células satélites durante a miogénese (Sartori & Sandri, 2015).
Interessantemente, as RGMs sé@o descritas como correceptoras de BMPs (Samad et al.,
2005) e, uma vez que os efeitos hipertroficos 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 fen6tipo observado para a

musculatura.

Como visto, RGMa encontra-se presente em todo o desenvolvimento muscular
do organismo, desde sua formacao e estabelecimento nos somitos até a composicao do
sarcomero em uma fibra muscular madura. Surpreendentemente, a caracterizagdo de

RGMa em somitos de embrides de galinha revelou que, durante esta fase do
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desenvolvimento, RGMa apresenta-se como uma isoforma menor e exclusiva,
denominada RGMal. Nenhuma funcéo foi atribuida a espressdo de RGMal nos somitos
durante o desenvolvimento, até a realizacdo do presente trabalho.

Além de identificacdo de uma nova molécula, a adicdo de RGMal a 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 producdo 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 ha uma remontagem do processo que ocorre na fase de
desenvolvimento embrionério, com a expressao das mesmos fatores de transcricdo e
deposicao proteica, e, por isso, faz-se importante conhecer e identificar o maior nimero
de moléculas que podem ser usadas, por exemplo, para bioengenharia tecidual na
criacdo de scaffolds musculares criados in vitro (Klumpp et al. 2010; Kwee & Mooney,
2017).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A familia de Moléculas Orientadores por Repulsdo (RGMs)

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, neurénios devem se dirigir e
atingir diferentes regides alvo do organismo em formacdo (Huber et al., 2003). O
crescimento axonal € conduzido por proteinas presentes na matriz extracelular: as
Moleéculas Orientadoras (Kolodkin & Pasterkamp, 2013). Estas proteinas funcionam
como pistas (atrativas e/ou repulsivas) para migragéo de neuronios em desenvolvimento
e podem associar-se a membrana plasmaética, apresentando uma atuacdo com efeitos
locais, ou podem ser secretadas, atuando como agentes de longo alcance (Van Battum et
al., 2015). Os cones de crescimento dos axonios em formacdo possuem receptores de
membrana especializados, capazes de reconhecer e interagir com essas moléculas
presentes na matriz extracelular (Chilton, 2006), que s&o capazes de orientar e
reorganizar o citoesqueleto dos cones de crescimento, direcionando-0s corretamente
para suas regides alvo (Pasterkamp & Kolodkin, 2013). Embora exista uma gama de
mensageiros secundarios intracelulares, destacam-se o ion célcio (Ca?*) e a adenosina
3,5-monofosfato ciclico (AMPc), envolvidos diretamente com o direcionamento do

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

Um total de cinco familias de proteinas orientadoras candnicas, bem como seus
respectivos receptores, foram identificadas desempenhando papéis importantes durante
0s processos de expansdo da inervacdo do sistema nervoso central e periférico: Efrinas,
Moléculas Orientadoras por Repulsdo (RGMs), Netrinas, Semaforinas e Slits, (Tessier-
Lavigne & Goodman, 1996; Mueller, 1999; Van Battum et al., 2015; Tamariz e Varela-
Echavarria, 2015). As moléculas orientadoras sdo divididas em dois grupos: as atrativas,
(as Efrinas e Netrinas), que s@o capazes de atrair o crescimento axonal para determinada
regido por meio da polarizacao 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 0
tipo de receptor envolvido na sinalizagdo), 0 mesmo grupo de moléculas orientadoras
pode sofrer uma conversédo de seus efeitos; como, por exemplo, as Netrinas, que passam

a ter uma acdo repulsiva quando ligada ao receptor UNC-5 (Merz et al., 2001).
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Moléculas Orientadoras por Repulsdo formam uma familia de orientadores
axonais que foram primeiramente identificadas no teto éptico em embrides de galinha
(Monnier et al., 2002). Atualmente, sdo descritos quatro membros da familia RGM em
vertebrados: RGMa (ou simplesmente RGM); RGMb (ou DRAGON); RGMc (também
chamado de Hemojuvelina, HJV ou HFE2); e RGMd (identificada apenas em peixes
teledsteos). As proteinas desta familia também s8o encontradas em invertebrados, como
o Caenorhabditis elegans, 0s quais possuem um Gnico gene para RGM (Camus &
Lambert, 2007). RGMa, RGMb e RGMc possuem 50-60% de identidade entre si,
enquanto RGMd possui 30-40% em relacdo aos outros trés membros da familia. Todas
as RGMs compartilham padr@es estruturais: um peptideo-sinal na por¢do N-terminal;
um dominio parcial do Fator de von Willebrand tipo D (VWF-tipo D), que inclui um
sitio de clivagem proteolitica altamente conservado, alvo das Furinas e proteinas SKI-1
(Tassew et al., 2012); um dominio hidrofobico e uma ancora de glicosilfosfatidilinositol
(&ncora-GPI) em seu dominio C-terminal (Monnier et al., 2002; Mueller et al., 2006).
Além disso, o motivo RGD (Arg-Gly-Asp), relacionado a adesdo 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
dominios semelhantes a imunoglobulinas, seguidos por seis dominios de fibronectina
tipo 111, um dominio transmembrana e uma porcdo intracelular (Rajagopalan et al.,
2004; Fitzgerald et al., 2006; Vielmetter et al., 2009).

Durante muitos anos, as RGMs representaram um verdadeiro gquebra-cabecas
molecular devido a inexisténcia de homologia estrutural entre elas e qualquer proteina
existente (Siebold et al., 2017). Entretanto, estudos recentes revelaram sua estrutura
tridimensional e identificaram dois dominios ordenados e estabilizados por pontes
dissulfeto que sdo conectados por um ligante flexivel (Bell et al., 2013; Healey et al.
2015). O dominio N-terminal (N-RGM) e composto de um feixe com trés hélices que
abriga o motivo RGD, tradicionalmente reconhecida por ser importante em processos de
adesdo mediados por Integrinas (Humphries et al., 2006); porém, até 0 momento, ndo ha
vinculagéo entre este motivo, ou sinalizagdo mediada por ele, entre RGMs e Integrinas
(Siebold et al., 2017). O dominio C-terminal (C-RGM) é o principal sitio de interagcdo
de alta-afinidade com o receptor Neogenina. No complexo estrutural C-RGM-
Neogenina, duas moléculas RGMs atuam como um grampo molecular reunindo 0s

dominios justamembranas de fibronectina do tipo Il de dois receptores Neogenina (Bell
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et al., 2013). A complexa arquitetura RGM-Neogenina & proposta para induzir a
dimerizagdo intracelular de Neogenina e posicionar suas porgdes C-terminais em
estreita proximidade entre si, que pode indicar a existéncia de um mecanismo de
transducdo de sinal através da membrana plasmatica mediada por este receptor (Yang et
al., 2008; Figura 1A).

As interacdes mediadas pela sinalizacdo das RGMs podem ser do tipo trans
(intercelular) ou cis (na propria célula). A sinalizagdo 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 sitio de ligacdo entre RGM e
o dominio de fibronectina de Neogenina, localizado proximo a membrana plasmatica,
juntamente a complexa arquitetura RGM-Neogenina indicam que a liberacdo do
ectodominio de RGM deve ser mediada por células vizinhas (Siebold et al., 2017). A
sinalizacdo trans é relevante para funcdes celulares como o crescimento e orientacdo
axonal (Wilson & Key, 2006), estagios iniciais da neurulacdo (Kee et al., 2008), adesdo
e ativacdo de linfocitos T CD4" (Muramatsu et al., 2011), e migracdo de leucécitos
(Mirakaj et al., 2011). Em contrapartida, na sinalizacdo cis (Figura 1B), a clivagem do
ectodominio de RGM néo se faz necessaria, uma vez que tanto Neogenina quanto RGM
sdo expressas na superficie da mesma célula, como ocorre em condrécitos (Zhou et al.,
2010) e hepatdcitos (Zhang et al., 2009). Adicionalmente, estudos recentes indicam que
ambas, RGMs e Neogenina, sdo proteoliticamente processadas. Este processamento
libera RGM da superficie celular em determinadas situacdes, diversificando os efeitos
de sua via de sinalizacdo e também controlando a duracdo do tempo de sinalizagdo ap6s
acoplamento do ligante (De Vries & Cooper, 2008; Tian & Liu, 2013).

Sinalizacao Trans Sinalizacao Cis
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d i = ==
L) ]
NEO1/ _—
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Figura 1. Tipos de sinalizacdo induzidas pelas Moléculas Orientadoras por
Repulsédo (RGM). (A). Modelo proposto para a sinalizagdo trans de RGM. O
ectodominio de RGM pode ser clivado por acdo de fosfolipases ou enzimas proteoliticas
(triangulo). RGM liga-se aos ectodominios dos receptores Neogenina, localizados em
outras células, estabilizando-os e organizando-os em dimeros e, subsequentemente,
ativando a cascata de sinalizacdo. (B). Modelo proposto para a sinalizagdo cis de RGM.
RGMs funcionam como uma ponte estrutural entre seu receptor Neogenina e o ligante
BMP, formando clusters ao longo da membrana plasmética. Figura adaptada de Siebold
etal., 2017.

Em relacdo aos membros que compdem a famila RGM, RGMa foi clonada a
partir de um RNA mensageiro isolado do teto optico do embrido de galinha (Monnier et
al., 2002). Durante o desenvolvimento embrionario de camundongo, RGMa foi
inicialmente identificada no estagio E8.5 e persiste durante todo o desenvolvimento
(Schmidtmer & Engelkamp, 2003). Foi encontrada em varias regifes 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 observagdes tém
sido relatadas também em galinha e zebrafish (Matsunaga et al., 2004; Samad et al.,
2004; Jorge et al., 2012). RGMa inibe ax6nios temporais da retina de penetrarem na
regido posterior do teto dptico, orientando-os corretamente para sua regido alvo
(Monnier et al., 2002). Neogenina é expressa em axonios temporais da retina e a
interacdo RGMa-Neogenina mostrou ser a responsavel pela quimiorrepulsdo mediada

por RGMa nesses neur6nios (Rajagopalan et al., 2004, Tassew et al., 2014).

A expressdo de RGMb foi observada nos ganglios das raizes dorsais do sistema
nervoso simpatico e que seu possivel promotor estava vinculado ao fator de transcricdo
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
expressao de DRG11, além de ser encontrada em outras areas do sistema nervoso em
que DRG11 néo é sintetizada (Samad et al., 2004). No entanto, ao invés de promover a
repulsdo axonal, foi mostrado que RGMb promove a adesao de neurénios do ganglio da
raiz dorsal em camundongos (Samad et al., 2004). Além disso, resultados oriundos de
ensaios de hibridizacdo in situ tém mostrado a expressdo de RGMb na retina, nervo
oOptico e regides 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, axdnios de neur6nios das raizes dorsais ndo expressam

Neogenina enddgena (pelo menos na galinha) e esses axdnios ndo sdo responsivos para

23



RGMa, indicando que RGMb poderia sinalizar de maneiras alternativas. No entanto,
existe algum nivel de resposta quando Neogenina é expressa de algum modo
(Rajagopalan et al., 2004). Tém-se observado uma interacdo entre RGMb e Neogenina,
que pode estar envolvida na migracdo neuronal do giro denteado do hipocampo (Conrad
et al., 2010). A associacdo entre RGMb e Neogenina demonstrou a capaciade de
controlar a propor¢do de celulas da glia e neurbnios no epitélio olfatério em
desenvolvimento, visto que RGMb-Neogenina promove intera¢fes célula-célula entre
neurdnios recém-diferenciados e células progenitoras (Kam et al., 2016). Mais
recentemente, RGMb foi associada com a regeneracdo axonal e remodelacdo de
sinapses em ratos que sofreram infarto cerebral isquémico (Wang et al., 2017); além de
ser capaz de coestimular a ativacdo de linfécitos CD4*, polarizando a resposta
inflamatdria para uma resposta do tipo Thl e suprimindo uma resposta Th2 em

camundongos asmaticos (Nie et al., 2017).

RGMc é o membro da familia cuja expressdao foi detectada durante a
diferenciacdo muscular esquelética no desenvolvimento embrionério e parece ndo estar
diretamente envolvida com a repulsdo axonal (Papanikolaou et al., 2004). Durante o
desenvolvimento de camundongos, no estadgio E11.5, transcritos de RGMc foram
notados primeiramente nos somitos, precursores da musculatura esquelética (Kuninger
et al., 2004). A expressdo de RGMc faz-se também presente no coracdo, figado, 0ssos e
cartilagens (Niederkofler et al., 2005; Rodriguez et al., 2007). Além disso, RGMc esta
envolvida com o metabolismo de ferro do organismo, participando da regulacdo do

hormdnio hepético hepcidina (Pietrangelo, 2007; Torti et al., 2016).

Semelhante @ RGMa, RGMc € capaz de ligar-se a porcdo extracelular de
Neogenina (Kuns-Hashimoto et al., 2008; Yang et al., 2008) e sofre clivagem
autocatalitica (Bell et al., 2013). As formas sollveis 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 proteolitica por acdo de Furinas e outras convertases (Silvestri et al., 2007;
Lin et al., 2008) ou por Matriptase-2 (Silvestri et al., 2008). A ancora-GPl de RGMc
pode ser clivada por acdo da Fosfolipase A, evidenciando, portanto, a versatilidade de

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

RGMd foi o ultimo membro da familia identificado (Camus & Lambert, 2007) e

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

publicados).

2.2. Vias de sinalizacdo de RGMa

Os efeitos inibitdrios das RGMs sobre o crescimento de neuritos foram
estudados extensivamente e sdo dependentes da sinalizacdo de Rho-GTPases em
sinalizacdo a jusante de RGMa (Conrad et al., 2007; Kubo et al., 2008; Tassew et al.,
2009). A ligacdo de RGMa a Neogenina, juntamente ao correceptor Unc5-B, promove a
ativacdo de RhoA (uma pequena proteina que se liga ao GTP e que € importante na
dindmica do citoesqueleto de Actina) por meio de LARG (Figura 2), um fator de troca
de nucleotideo guanina (Conrad et al., 2007; Hata et al., 2009). Em paralelo, as
interagdes RGMa-Neogenina ativam uma quinase de adesdo focal (FAK) e p120GAP,
que consequentemente reduz a atividade de Ras, outra GTPase da mesma familia de
RhoA (Endo & Yamashita, 2009; Figura 2). Este aumento da ativacdo de RhoA e a
diminuicdo 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 autocataliticas e
proteoliticas, por acdo de enzimas Furinas e SKI-1, originando um total de sete formas
diferentes dessa proteina, das quais quatro sdo ancoradas a membrana plasmatica (C-
RGMa) e trés solveis (N-RGMa; Tassew et al., 2012). Suspeita-se que a existéncia
desses diversos peptideos ativaria vias de sinalizacdo distintas e que exerceriam efeitos
diferentes na repulsdo de axénios embrionarios. Todas as formas, ancoradas a
membrana e/ou sollveis, ligam-se ao dominio 3-4 de fibronectina 111 de Neogenina, de
modo que N-RGMa influenciou o crescimento e a orientagdo de axonios in vitro;
enquanto C-RGMa afetou apenas o crescimento axonal (Banerjee et al., 2016; Siebold
et al., 2017). C-RGMa estimula a cascata de sinalizacdo que envolve a ativagdo de
LARG e RhoA, ao passo que a sinalizagcdo de N-RGMa favorece a acdo de y-secretase
que cliva o dominio intracelular de Neogenina, que, por sua vez, ativa o cofator de
transcricdo LMO4, acarretarretando no colapso do cone de crescimento axonal
(Banerjee et al., 2016; Figura 2). E interessante notar que a incubac&o prévia com C-
RGMa aboliu completamente a ligagio N-RGMa-Neogenina, ao passo que a pré-
incubacdo com N-RGMa também foi capaz de reduzir a interacdo entre C-RGMa e

Neogenina (Tassew et al., 2012). Portanto, é possivel inferir que as concentragdes locais
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de C-RGMa e N-RGMa determinam quais desses pequenos peptideos interagirdo com
Neogenina na regulacdo dessa gama de eventos biolégicos nos diferentes tecidos e
6rgéos.

Estudos envolvendo o crescimento de neuritos e migracdo neuronal
demonstraram que a proteina 17 que contém o dominio de metaloproteinase e
desintegrina A (ADAM-17) é capaz de se ligar e clivar a porcdo extracelular de
Neogenina, reduzindo sua expressdo na superficie celular (remetendo um papel
proteolitico na sinalizacdo de Neogenina) e que, consequentemente, dessensibiliza
axonios para RGMa (Okamura et al., 2011). van Erp e colaboradores (2015) evidenciam
que a proteina rica em repeti¢Oes de leucina transmembrana 2 (Lrig-2) regula ADAM-
17 negativamente, uma vez que a Lrig-2 exerce um papel protetor quando se liga a
Neogenina, evitando a clivagem prematura desse receptor por acdo de ADAM-17.
RGMa reduz as interacbes Lrig-2-Neogenina, facilitando o acesso de ADAM-17 a

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

Durante o desenvolvimento embrionario, a morfogénese epitelial é fundamental
para a organogénese do embrido, uma vez que 0s movimentos epiteliais altamente
coordenados geram estruturas complexas, como o tubo neural (Niederkofler et al.,
2004; Kee et al.,, 2013). A deplecdo de Neogenia e/ou RGMa no inicio do
desenvolvimento leva a uma perda da adesdo 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 adesdo célula-célula encontradas nas
juncbes de aderéncia (JA), que sdo fundamentais na manutencdo da organizacdo do
epitélio. A estabilidade das juncfes requer uma interacdo reciproca entre as Caderinas e
os anéis de Actina circunferente que corre paralelamente as JA (Kee et al., 2008).
Neogenina apresenta-se como um componente fundamental da maquinaria de nucleagédo
de Actina, promovendo a formacdo de anéis de Actina estaveis nas JA pelo
acoplamento espacial de Arp-2/3, mediando a nucleacdo de actina atraves do
recrutamento do complexo regulatério de onda (WRC; Lee et al., 2016; Figura 2). O
knockdown de RGMa induziu a desestabilizacdo de JAs e mostrou que a localizacdo 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 estabilizagdo das JAS.
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Figura 2. Principais vias de sinalizacdo envolvendo as RGMs (Moléculas
Orientadoras por Repulsdo) e seu receptor Neogenina. RGMs atuam como
correceptores das BMPs (Proteinas Morfogenéticas Osseas) e tem sido proposto que
atuam como uma ponte estrutural entre BMP e Neogenina. Interacdes entre as RGMs e
BMPs tém implicagbes no metabolismo e homeostase de ferro e também no
desenvolvimento da ossificacdo endocondral. A ligacdo de RGMa a Neogenina inibe a
interacdo entre Neogenina e Lrig-2 (proteina rica em repeticdes de leucina
transmembrana 2), permitindo que a enzima ADAM-17 (proteina 17 que contém o
dominio de metaloproteinase e desintegrina A) clive o ectodominio de Neogenina
levando a interrupc¢do do sinal. De modo geral, RGM-Neogenina ativa RhoA através de
Unc-5 e LARG, e inibe Ras via FAK (quinase de adesdo focal) e pl20RasGAP,
induzindo ao colapso do cone axonal. No entanto, a via de sinalizacdo depende do
processamento proteolitico das RGMs, de modo que C-RGM ativa a via RhoA e N-
RGM relaciona-se a clivagem do dominio intracelular de Neogenina por acdo de vy-
secretase e LMO4. Em células epiteliais, Neogenina liga-se ao complexo regulatorio
WRC, e concomitantemente & a¢do de Racl, leva a nucleacdo de actina através de Arp-
2/3, estabilizando as jungdes de aderéncia. Figura adaptada de Siebold et al., 2017.

Além de seu papel na orientagdo dos axdnios e se apresentar como uma proteina
sinalizadora, RGMa também esta envolvida em processos de proliferacao, diferenciacdo
e sobrevivéncia neuronais (Matsunaga et al., 2006; Demicheva et al., 2015). Em
mamiferos, encontrou-se uma elevada expressdo de RGMa ap6s injdria 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 formacdo de neuritos cerebelares apos o
nascimento (Hata et al., 2006). Recentemente, RGMa também tem sido associada a
esclerose mdaltipla (Nohra et al., 2010; Demicheva et al., 2015), encefalomielite
autoimune (Tanabe & Yamashita, 2014), supressao de angiogénese (Harada et al., 2016;
Fujita & Yamashita, 2017; Zhang et al., 2017) e envolvida na doenca de Parkinson
(Mdaller et al., 2016).

2.3. Relagéo entre RGMs, Neogenina e BMPs

As RGMs foram identificadas como correceptores da sinalizacdo induzida por
BMPs (Proteinas Morfogenéticas Osseas). RGMb foi o primeiro membro da familia a
ser identificado como correceptor para BMP, potencializando a sinalizacdo 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
transfeccbes de RGMa e RGMb em células responsivas a BMP aumentaram a
sinalizacdo endogena de BMP via Smad1/5/8 in vitro (Babitt et al., 2005). De um modo
geral, pode-se constatar que RGMa, RGMb e RGMc estdo diretamente envolvidas com
a sinalizacdo de BMP-2 e BMP-4, mas ndo estdo vinculadas & BMP-7, Activina, TGF-
B1, TGF-B2 e TGF-B3, ja que os niveis de expressdo dos sinalizadores intracelulares
induzidos por estas moléculas mantiveram-se inalterados apds manipulacdo da

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

BMPs compreendem um grande subgrupo, com mais de vinte membros,
pertencentes a familia TGF- B (Fatores de Crescimento Transformadores ; Hogan,
1996; Weiss & Attisano, 2013). BMPs exercem uma multiplicidade de funcGes durante
0 desenvolvimento embrionario e em organismos adultos, controlam a manutencao,
proliferacdo, diferenciacdo, quimiotaxia, apoptose e regeneracdo em varios tecidos e
orgdos (Massagué & Chen, 2000; Carreira et al. 2014). Para que as BMPs atuem como
morfégenos, a sua sinalizacdo deve ser rigorosamente regulada para assegurar a
ativacdo espaco-temporal adequada e respostas especificas a jusante (Massagué, 2012).
O complexo ativo de sinalizacdo de BMP consiste de um ligante BMP (um dimero
ligado por uma ponte dissulfeto) que se liga aos receptores transmembranares BMP tipo
| (total de quatro: ALK, ACVR-1, BMPR-1A and BMPR-1B) e tipo Il (trés: ACVR-2A,
ACVR-2B a BMP-R2; Bragdon et al., 2011; Figura 3). A ativacdo dos receptores BMP

depende da maneira como estes se apresentam na membrana plasmatica: caso se
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apresentem como um complexo de receptores pré-formados, a via candnica 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 Il, promovendo a via ndo-candnica de BMP, dependente
de MAP quinase (Derynck & Zhang, 2003; Feng & Derynck, 2005; Nickel et al., 2009;
Figura 3a).

As RGMs sdo ativadores cruciais da sinalizacdo de BMP e o dominio N-RGM
apresenta um sitio de alta afinidade ao ligante de BMP, revelado por cristalografia (Wu
et al., 2012). Uma comparacdo entre as estruturas BMP-RGM e BMP-receptor tipo |
mostrou que RGM compartilha o mesmo sitio de ligacdo que o ectodominio do receptor
tipo | BMP-R1A para o ligante; essa semelhanca ndo é observada entre a estrutura de
RGM e o receptor BMP do tipo Il (Healey et al., 2015). Essa descoberta gerou
guestionamentos, uma vez que para ocorrer a sinalizagdo Smad-dependente é necessario
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 entdo proposto
para elucidar essa semelhanca entre RGM e o receptor BMP-R1A, ja que a interacao
RGM-BMP ¢é pH dependente, enquanto que a interacdo BMP-receptores de BMP nao é
(Healey et al. 2015). Nesse modelo, a por¢do N-terminal de uma RGM ancorada a
membrana se ligaria ao ligante BMP e conseguiria formar um complexo ativado ao
recrutar o receptor BMP do tipo Il livre. Esse complexo RGM-BMP-receptor tipo Il
pode ser direcionado para endossomos, que sdo enriquecidos com receptores BMP do
tipo 1, ja que eles sofrem constante processo endocitico (Hartung et al., 2006; Healey et
al., 2015). O pH acido do endossomo favoreceria a dissociagdo do complexo
anteriormente formado e neste momento RGM poderia ser substituida pelo receptor
BMP tipo |, acarretando numa potencializacdo da via de sinalizacdo Smad
providenciada pelo ambiente endossémico em comparacdo com a membrana celular (Di
Guglielmo et al., 2003; Hartung et al., 2006; Mueller, 2015; Figura 3c). Entretanto,
novos estudos sdo necessarios para comprovagdo desse modelo e também para elucidar

0 contexto bioldgico pelos quais as RGMs afetariam diretamente a via BMP.

Muitas evidéncias sugerem a interligacdo funcional entre as vias de
sinalizacdo Neogenina e BMP, muito provavelmente por acdo das RGMs (Zhang et al.,
2009; Zhou et al., 2010). Dados oriundos da dispersédo de raios X e de microscopia de

super-resolugdo mostraram que o dominio extracelular completo de RGM (RGMb)
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funciona como uma ponte estrutural capaz de interligar o ligante BMP (BMP-2) ao
dominio Il de fibronectina da Neogenina (Healey et al. 2015). Na presenca do ligante
de BMP, RGM e Neogenina formam grandes clusters moleculares na membrana
plasmatica, indicando que a modulacdo da via BMP possa ser dependente da via de
Neogenina (Mueller, 2015; Siebold et al. 2017). Até o presente momento nao se sabe a
funcdo desses clusters BMP-RGM-Neogenina presentes na membrana (Figura 3d);
porém ja foi demonstrado que a organizagdo de receptores em clusters sdo de extrema
importancia para sinalizacdo de varias citocinas da familia TNF (Fator de Necrose
Tumoral), por exemplo (Scott et al., 2009). Desse modo, novos estudos sao requeridos
para saber se os clusters formados sd&o 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 modula¢do mutua.
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Figura 3. Vias de sinalizacdo envolvendo Moléculas Orientadoras por Repulsédo
(RGMs), Neogenina e Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs). (a) Complexo de
sinalizacdo induzido por BMP. A ativacdo dos receptores ocorre quando o ligante BMP
(losangos azuis e verdes) liga-se, primeiramente ao receptor tipo | de alta afinidade
(roxo), que recruta o receptor tipo Il de baixa afinidade (marrom), levando a
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transfosforilacéo e ativagcdo da via MAP quinase. (b) A via candnica, Smad dependente,
de BMP ocorre quando o ligante BMP acopla-se a receptores pré-formados tipos | e Il.
(c) O ligante de BMP provavelmente serd recrutado da membrana por acdo dos
correceptores RGM, que mimetizam o receptor tipo | (BMP-R1A). Esse complexo pode
se associar ao receptor BMP do tipo Il e sofrerem endocitose. Esse complexo
encaminhado para compartimentos endossémicos carrega junto consigo o receptor de
BMP do tipo I, que sofre endocitose constantemente. O ambiente acido do endossomo
promove o desligamento do ligante BMP da RGM, que € substituida pelo receptor BMP
do tipo I, amplificando a sinalizacdo da via Smad a partir dos endossomos. (d) RGMs
atuam ao se ligar ao receptor Neogenina (circulos vermelhos), ativando a via Rho
quinase. A presenca de ligante BMP promove a formacéo de grandes clusters BMP-
RGM-Neogenina na superficie da membrana, possivelmente modulando a sinaliza¢éo
de neogenina ou ativando uma via de sinalizacdo ainda nao estudada. Figura adaptada
de Muller, 2015.

2.4. RGM e o desenvolvimento da musculatura estriada esquelética

Novos estudos tém demonstrado que a familia RGM participa de outros
processos bioldgicos importantes além da repulsdo axonal durante a embriogénese
(Harada et al., 2016; Xu et al., 2016; Fujita & Yamashita, 2017).

A associacdo das RGMs com a musculatura esquelética foi sugerida pela analise
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 analise do padrdo de
expressdéo de RGMa e RGMb durante o desenvolvimento de embrides de galinha
sugeriu que estas moléculas orientadoras estdo envolvidas com a miogénese. Além do
sistema nervoso, transcritos para RGMa e RGMb foram detectados nos somitos, que sdo
estruturas transientes que originardo os musculos esqueléticos epaxiais, derme, tenddes,
vértebras e costelas (Jorge et al., 2012). Transcritos de RGMa foram inicialmente
identificados nas porcdes epiteliais dos somitos recém-formados, seguido de expressao
restrita a parede medial dos somitos e as células musculares progenitoras que se
depositam para formar o miétomo (Jorge et al., 2012). Em estagios mais avangados, a
expressdao de RGMa foi identificada na porgédo central do dermomiotomo, responsavel,
nesse momento, pela formacdo 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 miétomo em formacao,

responsavel pela formagéo de células musculares esqueléticas (Jorge et al., 2012). Estes
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trabalhos sugeriram, portanto, uma associacdo 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 expressao comega a
se restringir a parede medial do somito, local das células musculares progenitoras (Jorge
at., 2012). Nas fases mais tardias do desenvolvimento, a expressdo de RGMb continua
no somito compartimentalizado, na regido do miétomo. Além disso, RGMb foi expressa
no centro dos arcos faringeos, que vao originar a musculatura branquimética (Jorge et
al., 2012). Esses achados sugerem que, assim como RGMc, RGMa e RGMb também

estdo envolvidas com o desenvolvimento da musculatura esquelética dos vertebrados.

A funcdo das RGMs na musculatura adulta também vem sendo investigada. Em
um trabalho recente, RGMa, RGMb e RGMc foram identificadas, por
imunofluorescéncia, no sarcolema e somente RGMa no sarcoplasma de fibras
musculares adultas de camundongos (Martins et al., 2015). No sarcoplasma, RGMa
apresentou um padrdo estriado, similar ao observado para proteinas sarcoméricas, como
Desmina e Titina (Martins et al., 2015). A funcdo biologica de RGMa nas células
musculares esqueléticas foi investigada in vitro e revelou que células em que houve a
superexpressdo 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 indice de fusdo quando comparadas ao controle. O
knockdown de RGMa promoveu o efeito contrario, induzindo a formacédo de células
com perfil atrofico. Esses resultados contribuiram para incluir RGMa no complexo
programa que determina a formacéo de células musculares esqueléticas, como um fator

hipertréfico e hiperplasico (Martins et al., 2015).

O receptor Neogenina e as moléculas orientadoras Netrina-2 e RGMc foram
também associados a regulacéo positiva do tamanho da célula muscular. Camundongos
com mutacdo homozigodtica para o gene codificador da Neogenina apresentaram
miotubos menores com menor quantidade de nicleos. Esse fendtipo observado foi
atribuido aos baixos niveis de FAK quinase ativa e da ineficiente expressdo do fator de
transcricdo Miogenina (Bae et al., 2009). Células musculares apresentaram fendtipo
hipertréfico, por meio da incorporacdo de novos nucleos, 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
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numero de nucleos por miotubo. Contudo, os efeitos de RGMc nas células foram menos
pronunciados quando comparados as Netrinas (Bae et al., 2009). Além disso, alguns
estudos revelaram que a superexpressdéo de RGMc ndo exerceu nenhum efeito na

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

Existem outros fatores associados a regulacédo positiva e/ou negativa do tamanho
da fibra muscular. Estudos recentes demonstraram que a via de sinalizagdo BMP
desempenha um importante papel no controle funcional das células satélites durante o
processo de miogénese em células musculares estriadas esqueléticas adultas (Sartori &
Sandri, 2015). Observou-se um aumento da expressdo do receptor BMP do tipo I, ALK-
3, durante as fases de ativacdo e proliferacdo das células satélites, o que induziu a
fosforilagdo de Smad 1/5/8. A superexpressao de ALK-3 no tecido muscular aumentou
os niveis de fosforilacdo de Smad 1/5/8, resultando em um aumento da fibra muscular e,
consequente acarretamento de um quadro muscular hipertréfico (Sartori & Sandri,
2015). A expressdo de Noggin, um antagonista de BMP, reduziu a fosforilagdo de Smad
1/5/8, culminando em um quadro atréfico da musculatura estrida esquelética (Sartori et
al., 2013). Desse modo, pode-se inferir que exista uma relacdo entre o tamanho da
célula muscular envolvendo a sinalizagdo mediada por RGM-BMP, ja que o papel, para
ambas as moléculas, foi similar no fen6tipo observado para as células musculares

estriadas esqueléticas.

2.5. Somitogénese: compartimentalizacdo dos somitos durante o desenvolvimento

Durante o desenvolvimento embrionario, a miogénese inicia-se logo apds a
gastrulacdo e, possivelmente, continua por toda longevidade do organismo. A
musculatura esquelética origina-se nos somitos, condensacdes epiteliais de mesoderma
paraxial localizados ao lado do tubo neural (NT) e notocorda (Ntc), no eixo antero-
posteior, e que originard o esqueleto axial e a musculatura esquelética (Burke &
Nowicki, 2003; Aulehla & Pourquié, 2010). Os somitos sdo extremamente importantes
para a organizacao do plano segmentado dos vertebrados (Fan e Tessier-Lavigne, 1994;
Imbesi et al., 2014). Os somitos sdo formados por somitogénese, um processo que
ocorre simultaneamente com a regressao da linha primitiva, sendo que o intervalo de
aparecimento de cada novo par de somito é regulado pelo ndédulo de Hensen (Dubrulle
etal., 2001).
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O intervalo de aparecimento de novos somitos, ao longo do eixo antero-
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 expressdo génica
bastante refinada e vale ressaltar que o destino das células que compdéem o somito é

regulado por sinais locais.

A diferenciacdo do somito em escler6tomo, dermatomo, sindétomo e miétomo
depende da interacdo entre os somitos e 0s 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 secrecdo de Shh (Sonic hedgehog) e Noggin, advindos do tubo
neural e da notocorda, as células mediais-ventrais do somito perdem suas caracteristicas
epiteliais e retornam ao estagio mesenquimal. Essas células constituem o esclerétomo,
que expressam Pax1 e Sox9, necessarios para diferenciacdo 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 dermomiotomo e este se
divide em trés partes: as células das duas porcGes laterais constituem o miétomo, regido
que originara os musculos esqueléticos, e a porcdo central chamada de dermatomo, que
originara a derme do pescoco e do tronco (Ordahl et al., 2001; Musumeci et al., 2015;

Figura 4).

As células do miétomo se separam, migram e se diferenciam em mioblastos.
Mioblastos proximos a regido do tubo neural sdo os precursores da musculatura epaxial
(musculos 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 abdémen,
do tronco e os flexores dos membros; Shearman & Burke, 2009; Figura 4). Os sinais
advindos dos tecidos em torno dos somitos sdo responsaveis por induzir, nas células
comprometidas com a linhagem muscular, a expressdao dos Fatores Regulatérios
Miogénicos, que sdo determinantes para especificacdo e diferenciacdo dos progenitores

miogénicos (Gustafsson et al., 2002).

Os Fatores Regulatérios Miogénicos, ou familia MyoD, sdo uma familia que
pertence a classe dos fatores de transcricdio bHLH (Basic Helix-loop-helix), que é

amplamente conservada nos vertebrados e estd envolvida diretamente com o destino das
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células da linhagem muscular esquelética (Weintraub et al., 1991; Bentzinger et al.,
2012). Essa familia é composta por quatro proteinas regulatérias: MyoD e Myf5 sdo
expressas inicialmente, uma vez que sdo necessarias para determinacdo dos mioblastos,
enquanto Miogenina e MRF-4 (Fator Regulador de Miogénese 4) sdo expressos mais
tardiamente em estagios finais de diferenciacdo e regulam a expressdo de proteinas
musculo-especificas (Buckingham et al., 1992; Kablar et al., 1997; Gerhart et al., 2006;
Zammit, 2017). Todas essas quatro proteinas ligam-se a sitios similares no DNA e
ativam a transcricdo de genes musculo-especificos (Musumeci et al., 2015). Vale
ressaltar que a expressdo dos Fatores Regulatorios Miogénicos também € influenciada
por acdo de hormdnios e fatores de crescimento, como Arginina, Vasopressina e IGF-1
(fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1; Musumeci et al., 2013).

O dermomidtomo é formado por uma estrutura epitelial transiente, ocupando a
porcdo dorsal de cada somito. As células das extremidades (ou labios) do dermiétomo
sdo capazes de delaminar e migrar, originando o miétomo (Hollway & Currie, 2005). A
formacdo do miétomo é um processo de multiplos passos. A miogénese priméria é
caracterizada pela derivacdo do miétomo e formacdo dos primeiros mioblastos a partir
do dermidtomo, que passa a ser apenas dermatomo (orgininara a derme); a miogénese
secundaria ocorre quando 0s mioblastos fetais proliferam e passam a expressar
Myf5/MyoD, com consequente expressdo de Myogenina e MRF4. Esses mioblastos
fusinam-se aos mioblastos primarios pré-existentes, ou formam de novo as miofibras
secundarias, utilizando as miofibras priméarias como scaffold (Zammit, 2017). As
miofibras secundéarias formam a maioria dos musculos que constituem o organismo,
processo que se completard apds o nascimento, por hiperplasia, com adicdo de células
satélites quiescentes a essas fibras, ou por hipertrofia das fibras secundarias (White et
al., 2010).

O mio6tomo é induzido por pelo menos dois sinais distintos. WNT-1 e WNT-3A,
secretados pela regido dorsal do tubo neural, juntamente ao baixo gradiente de
concentracédo de Shh, secretado pela notocorda e regido ventral do tubo neural, induzem
a diferenciacdo miogénica na regido epaxial do dermomiétomo (Blake & Ziman, 2014,
Musumeci et al., 2015). JA& o dominio hipaxial do dermomiétomo é induzido a
diferenciagdo miogénica por expressdo de WNT-7A, advindo do ectoderma de
revestimento, juntamente a expressdo 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 expressdo de Myf5 que, por sua vez, ativa MyoD, ambos marcadores
determinantes para o desenvolvimento dos mioblastos. A extensdo espacial do miétomo
parece ser determinada por um balango entre a sinalizacdo de WNTS, vindos da porc¢ao
dorsal do tubo neural, e expressdo de FGF, liberado pelo mesoderma lateral (Musumeci
etal., 2015).

Foi detectada uma pequena populacdo de células, ainda no epiblasto, que
expressam MyoD e que migram para as regides dorso-medial e ventro-lateral do
dermomiodtomo, secretando Noggin, um inibidor de BMP (Gerhart et al., 2006). A
determinacdo do mid6tomo e o surgimento dos precursores celulares miogénicos
dependem da presenca de proteinas WNT e da inibicdo da acdo de BMP (Reshef et al.,
1998; Musumeci et al., 2015). BMP auxilia na definicdo do mesoderma lateral, como
também na supressdo do desenvolvimento da musculatura, e ha indicios de que, nesses
locais, as RGMs podem inibir a acdo de BMP (Jorge et al., 2012). Nos somitos,
elevados niveis de Shh favorecem o desenvolvimento do escler6tomo em detrimento do

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

Tubo neural Dorsal

Dermomidétomo

Lateral

Midtomo Notocorda Esclerétomo  Sindétomo w
Ventral

Figura 4. Compartimentalizagdo dos somitos. Células na regido ventro-medial
formam o escler6tomo (verde-claro), em que Pax1 e Sox9 sdo expressos em resposta a
sinalizacdo de Shh. Como o dermomidétomo (roxo) se alonga dorso e ventro-
lateralmente, a expressdo de Pax3 fica restrita aos labios epaxiais (vermelho) e hipaxiais
(azul), onde midcitos se despreendem e originam as musculaturas epaxial (laranja) e
hipaxial (azul-claro), respectivemente. Na regido dos membros o0s progenitores
musculares de despreendem da porc¢do hipaxial do dermomiotomo e migram para 0S
membros em formagdo (seta). Na porgdo central do miétomo (rosa) a populagdo de
células expressa Pax3 e Pax7, originando as celulas-tronco da musculatura esquelética,
as células satélites, que sdo importantes para o musculo em desenvolvimento e também
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para reparo e crescimento da musculatura adulta. O sindétomo (verde-escuro) se origina
do escler6tomo e formara os tenddes. No local de origem do sindétomo foi observada
menor expressdo de Pax1 e Sox9 e aumento da expressdo de Scleraxis. Figura adaptada
de Blake & Ziman, 2014.

2.6. Do miétomo a musculatura estriada esquelética

A transicdo dos precursores mioblasticos até o completo estabelecimento de uma
fibra muscular multinucleada é acompanhada por diversos eventos de sintese e acumulo
de diferentes proteinas (Tessier & Storey, 2016). Inicialmente, 0s mioblastos
proliferam, aumentando sua populacdo e, depois, diferenciam-se em um processo
cuidadoso e orquestrado, que inclui sua saida do ciclo celular e a expressdo de genes
musculo-especificos, alongando-se e fusionando-se para formar fibras multinucleadas
(Pownall et al., 2002; Figura 5). No entanto, esses processos também sdo regulados, em
varias etapas, por moléculas de sinalizacdo extracelular, incluindo fatores difusiveis, 0s
componentes da matriz extracelular, os fatores envolvidos no contato célula-célula e as

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

A proliferacdo dos mioblastos parece ser garantida pela expressdo de FGFs que
mantém ativa a expressdo do repressor Msx-1 (Msh homeobox 1), que impede a
miogénese. Quando a expressdo de FGF e Msx-1 cessa, os mioblastos saem do ciclo
celular, ndo mais se proliferam e comecam a secretar fibronectina para a matriz
extracelular (Krauss et al.,, 2017). Por meio dos receptores Integrina oSp1 da
fibronectina, os mioblastos se aderem, alinham-se e formam cadeias. Esse alinhamento
entre mioblastos ocorre por meio de glicoproteinas de membrana, incluindo diferentes
Caderinas e diversas moléculas de adesao celular (Abmayr et al., 2008). As Caderinas
sdo proteinas transmembrana cujo ectodominio se liga as Caderinas de células vizinhas,
de forma célcio-dependente, para mediar a adesdo célula-célula (Kuang et al., 2008).
Em sua porcdo interna, ela se liga a -Catenina e indiretamente a a-Catenina, as quais
integram o complexo de adesdo celular a Actina do citoesqueleto (Borghi & James
Nelson, 2009). A expressdo estabilizada de MyoD por parte dos mioblastos depende do

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

Membros da superfamilia Ig (imunoglobulinas) associados com a adeséo celular
também estdo envolvidos com a fusdo de mioblastos, dentre os quais se destacam CDO

e Neogenina. CDO é uma proteina de membrana com cinco repeti¢cdes de Ig e duas de
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Fnlll (Fibronectina I11) em seu ectodominio, aléem de uma longa regido intracelular que
atua como um correceptor multifuncional em vérias vias de sinalizacdo (Bae et al.,
2009; Lu et al., 2010). CDO se liga de forma cis a N-Caderina nos mioblastos (Lu et al.,
2010) levando a fosforilacdo de substratos que estimulam a expressdo, dependente de
MyoD, de genes musculo-especificos (Guasconi et al., 2009). Neogenina também se
liga a CDO de forma cis, o qual atua como correceptor para a propria Neogenina (Bae et
al., 2009). Vale relembrar que Neogenina atua como receptor para duas familias de
proteinas orientadoras de ax6nio, as Netrinas e as RGMs (De Vries & Cooper, 2008).
Neogenina é expressa nos somitos e nos musculos esqueléticos em desenvolvimento
(Kang et al., 2004) e sua interacdo com Netrina foi também associada a ligacéo célula-
célula, sugerindo um papel para essas moléculas na associacdo e fusdo de mioblastos
(De Vries & Cooper, 2008).

A fusdo de mioblastos esta associada a capacidade destes formarem miotubos e
complexos pré-fusionados de mioblastos, seguida de justaposicdo das respectivas
membranas plasmaticas, fragmentacdo das mesmas e unido dos citoesqueletos,
formando um sincicio multinucleado (Musumeci et al., 2015; Figura 5). Uma vez que
0s mioblastos tornam-se propicios a fusdo, a Miogenina torna-se ativa e liga-se a
regides especificas do DNA, ativando a transcri¢do génica e culminando na sintese e
deposicdo das proteinas contrateis (Bergstrom & Tapscott, 2001). Assim que 0S
mioblastos comecam a formar o miotubo, comecam a secretar IL-4 (Interleucina 4)
paracrinamente, 0 que recruta novos mioblastos para fusdo e formacdo do miotubo
(Horsley et al., 2003).

A diferenciacdo de mioblastos em miotubo é acompanhada por uma mudanca
fenotipica quanto a forma das células, bem como a sintese de proteinas contrateis, como
a Miosina de cadeia pesada (MHC). A primeira proteina mudsculo-especifica sintetizada
no processo € a Desmina, seguida da Titina e da Actina musculo especifica.
Aparentemente, a Ultima proteina muscular sintetizada é a Nebulina (Clark et al, 2002).
A sintese das proteinas contrateis é acompanhada pela formagdo da fibra muscular e
estas aparecem junto as primeiras estruturas sarcoméricas (Bryson-Richardson &
Currie, 2008). Depois de diferenciados, os miotubos ndo retornam ao ciclo celular ou
proliferam, mesmo quando expostos a acdo de fatores de crescimento (Musumeci et al.,
2015).
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O tecido muscular possui as habilidades de reparo e regeneracao ao sofrer lesdes
(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 ceélulas satélites e se
localizam entre a lamina basal e o sarcolema, ou proximas a capilares (Goel et al.,
2017). Normalmente, as células satélites sdo quiescentes, mas sdo capazes de responder
a injurias ou exercicios, proliferando-se em células da linhagem miogénica, fusionando-
se e formando ou restituindo uma fibra muscular (Musumeci et al., 2015). Células
satélites sdo derivadas de células progenitoras musculares do somito, porém ndo se
fusionam e perduram até a fase adulta, tornando-se ativas em eventos especificos de

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

Em galinha e rato, a origem das células satélites foi identificada na parte central
do dermomiodtomo (Ben-Yair & Kalcheim, 2005; Gros et al., 2005; Relaix et al., 2005).
Enquanto as células mais externas do dermomi6tomo produzem mioblastos expressando
marcadores miogénicos, MyoD e Myf5, as células do midtomo derivadas da regido
central expressam marcadores pré-miogénicos, Pax3 e Pax7, e inicialmente ndo
expressam o0s Fatores Regulatorios Miogénicos (Figura 5). Acredita-se que a
combinacdo de Pax3 e Pax7 nessas células seja a responsavel por inibir a expressdo de
MyoD e a diferenciacdo em musculos, e Pax7 confere protecdo contra apoptose a essas
células (Kassar-Duchossoy et al., 2005). Pax7 € um reconhecido marcador para
dermomidtomo, midtomo e células musculares adultas (Seale et al., 2000) e,
curiosamente, a expressdo de RGMa nos somitos mostrou-se similar a expressao de
Pax7 (Jorge et al., 2012), o que corrobora com o possivel envolvimento de RGMa com
a diferenciacdo do dermomi6tomo e sua participacdo na determinacdo das células-

tronco musculares.

Diversas vias de sinalizacdo, envolvendo Notch e Miostatina, por exemplo,
contribuem para regulacdo do balango entre a autoregeneracdo e a diferenciacdo das
células progenitoras em células musculares de tamanho apropriado no tempo
determinado (Dayanidhi & Lieber, 2014). Células progenitoras Pax3" originam tanto a
linhagem mioblastica, quanto a linhagem de células Pax7*, que se tornardo satélites, e a
auséncia de células Pax3* resultou na auséncia da miogénese embrionaria de

camundongos (Hutcheson et al., 2009). Pax7, por sua vez, é o fator responsavel pela
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manutencdo da sobrevivéncia das células satélites (Seale et al., 2000; Oustanina et al.,
2004).
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Figura 5. Hierarquia dos fatores de transcricdo que regulam a progressao da
linhagem miogénica. Progenitores musculares determinados com a diferenciacdo
muscular embriogénica podem permanecer como células-satélites no musculo pés-natal,
formando uma populacdo tronco e de células comprometidas com a linhagem muscular.
Contudo, essas células ndo necessitam se tornar satélites, podendo se diferenciar
diretamente em mioblastos durante a embriogénese. As células satélites ativadas
(mioblastos) podem retomar seu estaddo de quiescéncia. Six 1/4, Pax3 e Pax7, sdo
reguladores especializados para o comprometimento das células progenitoras com a
linhagem muscular, enquanto que MyoD e Myf5 sdo importantes para 0 programa
miogénico. A expressao de genes de diferenciacdo terminal, Miogenina (MyoG) e MRF-
4, s@o necessarios para fusdo de miocitos e formacgdo de miotubos. Figura adaptada de
Bentzinger et al., 2012.

2.7. A isoforma somitica de RGMa: RGMal

Para melhor compreensdo acerca das RGMs, um estudo anterior realizou uma
RT-PCR para RGMa utilizando cDNA de somitos de galinha, embrides inteiros e

musculo esquelético adulto de galinha. Para realizacdo dessa RT-PCR, o0s
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oligonucleotideos utilizados contemplaram conhecidas regides nédo-traduzidas para o
RNAmM de RGMa (Figura 6). Surpreendentemente, trés 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 0 RNAmM dessa
espécie, e que foi encontrado na cabeca, embrido inteiro e musculo adulto; (i) um
presente apenas na cabeca e embrido 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, cabeca e do embrido inteiro
(dados ainda ndo publicados). Este trabalho sugeriu que a presenca de uma possivel
isoforma de RGMa, por nds denominada RGMal, expressa exclusivamente nos somitos
(Figura 6, canaleta 2) e ausente na musculatura esquelética adulta (Figura 6, canaleta
5), em que ha presenca apenas da banda de ~1400 pb, correspondente 8 RGMa. RGMal
também foi encontrado no embrido inteiro no mesmo estagio do desenvolvimento das
demais amostras (contendo, portanto, todos os somitos do embrido) e em amostras de
cabeca de embrido, evidenciando a presenca dessa molécula em somitos maduros,

compartimentalizados, e nos somitos epitelais, ainda ndo compartimentalizados.
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Figura 6. RGMal, uma isoforma de RGMa, apresenta expressao restrita em
somitos durante o desenvolvimento embrionario. Oligonucleotideos desenhados para
anelar nas UTRs do RNAm de RGMa de galinha permitiram identificar uma isoforma
de RGMa, denominada RGMal, como um fragmento de ~900 pb, expressa em amostras
de somitos, cabeca e embrido inteiro de galinha; enquanto que um fragmento de ~1400
pb foi identificado em cabeca, embrido e musculo adulto. Em (1) ®X174 DNA ladder
(New England BioLabs); em (2) cDNA proveniente de somitos de embrides de galinha,
que apresenta, exclusivamente, a banda caracteristica de RGMal, com ~900 pb. Em (3)
cDNA oriundo da cabeca do embrido de galinha, em que ha tecido nervoso em
formacao, justifica-se a presenca da banda de ~1400 pb, correspondente a RGMa. Nota-

—

. Padrao @X174 DNA

. cDNA de somitos de embrigo de galinha
1353 pb -

— . cDNA da cabecga do embridao de galinha
P — —

. cDNA de todo o embrido de galinha

. cDNA de musculo esquelético adulto de galinha

o O A WN

. Controle negativo

41



se também a expressdo e um fragmento relativamente menor (~1300 pb) e de RGMal,
devido a existéncia de somitos occipitais na regido posterior da cabeca. Em (4) cDNA
obtido de todo o embrido de galinha, com a expressdo concomitante das trés formas. Em
(5) cDNA originado da musculatura esquelética de galinha adulta, em que ha apenas a
expressao de RGMa, com ~1400 pb; e em (6) controle negativo, com auséncia de
cDNA.

O sequenciamento deste fragmento de ~900 pb, revelou ser um splicing
alternativo no RNAm de RGMa o responsavel por originar a isoforma somitica,
denominada  RGMal. Com a utilizagdo do  programa  MultAlin

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

que ocorre tal splicing, por meio da comparacdo entre as sequéncias nucleotidicas de
RGMa e RGMal (Figura 7). Nota-se que existe uma grande regido em RGMa que esta

ausente em RGMal, correspondente ao sitio que sofreu o splicing (Figura 7).
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Figura 7. Alinhamento das sequéncias de RGMa e RGMal de galinha. A
comparacdo entre as duas sequéncias nucleotidicas evidencia uma regido, presente em
RGMa, compreendida entre as bases 131 a 643, ausente em RGMal, oriundo de splicing
alternativo. Os sitios de splicing, caracterisitcos pelas bases AG, encontram-se no
nucleotideo 131. As bases em vermelho evidenciam a alta similaridade entre as
sequéncias de RGMa e RGMal, confirmadas pelo consenso, que também esta grafado
em vermelho. Esta imagem foi gerada pelo programa  MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

O sequenciamento do amplicon proveniente dos somitos de embrido de galinha
(Figura 6, canaleta 2), revelou que RGMal possui um RNAmM com total de 901
nucleotideos. Com base na descricdo de RGMa realizada por Monnier e colaboradores
(2002), observou-se que o splicing no dominio N-terminal, que origina RGMal, ocorre
ao final da sequéncia de nucleotideos referente a regido do peptideo sinal (Figura 7,
nucleorideo 131 de RGMa) e se extende até o final da sequéncia referente ao fator de
von Willebrand (Figura 7, nucleotideo 643 de RGMa). Consequentemente, a

sequéncia correspondente ao motivo RGD (Figura 7, entre os nucleotideos 281 e 289
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de RGMa), compreendido entre o peptideo sinal e o fator VWF tipo D, também esta
ausente em RGMal. As sequéncias nucleotidicas do dominio C-terminal, em que se
localizam o dominio hidrofobico e a &ncora-GPI, permanecem inalterados em RGMal

(dados ainda néo publicados).

Como estudos envolvendo RGMal ainda séo pioneiros, sabe-se muito pouco da
atuacdo dessa molécula durante o desenvolvimento embrionério. Como os transcritos de
RGMal apresentaram expressdo exclusiva nos somitos, € de se esperar que RGMal
esteja envolvida com a formacdo e estabelecimento das linhagens celulares
componentes dos mesmos, sobretudo na origem de células musculares progenitoras e de
células satélites. A prévia constatacdo de transcritos para RGMa nos somitos durante a
embriogénese (Jorge et al., 2012) corroboram com essa possivel relacdo entre RGMal e
a linhagem muscular em desenvolvimento. Desse modo, o presente trabalho se propGe a
investigar e avaliar os efeitos de RGMal durante o desenvolvimento dos somitos em
embribes de galinha nos estagios iniciais do desenvolvimento. Ademais, a compreensao
dos mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento da musculatura
esquelética é de extrema importancia e possui grande potencial biotecnolégico, nédo
apenas para uma maior compreensdo e possivel localizacdo de novas moléculas-alvo,
que podem contribuir para tratamentos de doencgas relacionadas as distrofias e atrofias
musculares, mas também no aumento de deposicdo de massa muscular em animais de

corte, ou, até mesmo, com aplicacdo para possiveis fins estéticos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar a regido codificadora e funcdo bioldgica in vitro da isoforma

denominada RGMal, expressa em somitos de embrides de galinha.

3.2. Objetivos especificos

1.

Caracterizar o quadro aberto de leitura (do inglés, open reading frame, ORF)
da sequéncia nucleotidica da isoforma de RGMa, denominada RGMal,

amplificada nos somitos de embrides de galinha;

Investigar o perfil molecular em células de somitos de embrides de galinha
in vitro;
Investigar os efeitos da superexpressdo de RGMal em células de somitos

epiteliais caudais de embrides de galinha, cultivados in vitro na presenca ou

auséncia do tubo neural e notocorda;

Investigar os efeitos da superexpressdo de RGMal em células de somitos
maduros craniais de embrides de galinha, cultivados in vitro na presenca ou

auséncia do tubo neural e notocorda;

Avaliar se, assim como RGMa, RGMal também exerce seus efeitos
utilizando o receptor Neogenina e/ou como correceptora da sinalizacdo
BMP.
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4. METODOLOGIA

4.1. Clonagem de RGMal em vetor retroviral RCAS

O fragmento de RGMal foi subclonado de pcDNA3-RGMal-eGFP em vetor
retroviral RCAS-GFP (Figura 8), utilizando-se 0 método de Gibsson Assembly (Gibson
et al., 2009; Figura 9). RCAS (Replication-Competent Avian Retroviruses) € um vetor
retroviral que infecta unicamente células de galinha
(http://home.ncifcrf.gov/hivdrp/RCAS/replication.html).  Portanto, este retrovirus
confere maior eficiéncia em nimero de células transfectadas em cultura, mesmo sendo
utilizado apenas como vetor (e ndo como retrovirus). O vetor RCAS-GFP foi obtido em

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

Para esta subclonagem, analisou-se a sequéncia nucleotidica de RGMal no
programa ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) para correta localizagdo

dos cddons de inicio e parada da traducdo de RGMal. Para selecdo da melhor Fase de
Leitura Aberta (do inglés Open Reading Frame, ORF) utilizou-se o programa
SMARTBIast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/?LINK LOC=BlastHomeLink),
que retorna as cinco proteinas mais semelhantes encontradas no banco de dados quando

comparadas a cada uma das ORFs da sequéncia em questdo. Desse modo,
oligonucleotideos especificos foram posicionados e desenhados a partir dos codons
(ORF com melhores hits) e no sitio de restricdo Clal do RCAS, conforme instrucbes do

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

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos obtidos para a subclonagem de RGMal
em RCAS pelo método de Gibsson Assemby. Sequéncia de nucleotideos em caixa
baixa: sequéncia de RCAS no sitio Clal. Sequéncia de nucleotideos em caixa alta:
sequéncia do inicio e fim de transcri¢do de RGMal.

Oligo Sequéncia de nucleotideos (5°-3”)

F ctcgcgtaccactgtggcatATGGACGAGCTCCCTGCTG

R tggccacagtggtctagaatTAACAAACCCAACCAACACTGACTC
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A reacdo de amplificacdo de RGMal a partir do clone pcDNA3-RGMal-GFP
ocorreu na presenca de 0,5 uM de cada um dos oligonucleotideos, 5 uL de 5X Phusion
High Fidelity, 0,4 mM de cada dNTP - dATP, dCTP, dGTP e dTTP -, 0,75 uL de
DMSO 3% e 0,25 uL de de Phusion DNA Polymerase High Fidelity a 2 U/mL (New
England Biolabs), 10 ng de DNA molde (pcDNA3-RGMal-eGFP) e o volume final da
reacdo de 25 pL foi ajustado com &gua nuclease-free. A reagdo 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 extensdo final a 72 °C por 5 min. A
amplificagéo foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. O produto de PCR foi
purificado com o Kit QIAquick® PCR Purification (QIAGEN) seguindo instrugdes do

fabricante.

O DNA de RCAS-GFP foi linearizado no sitio Clal de restricdo, para permitir a
insercdo da sequéncia full-lenght de RGMal previamente amplificada. A reacdo de
digestdo ocorreu na presenca de 2 pulL de 10X Buffer M, 1 uL de Clal a 10 U/mL
(Invitrogen), 1 ng de DNA plasmidial (RCAS-GFP) e o volume final ajustado para 20

uL de reacdo com agua nuclease-free. A reagdo ocorreu em banho-maria a 37 °C por 1

Inserto
ClaI Plasmideo

hora.

—
> (2}
&N

104

Vl Transfeccao

https://home.ncifcrf.gov/hivdrp/RCAS/replication.html

Figura 8. Esquema do vetor retroviral RCAS. O plasmideo RCAS (Replication-
Competent Avian Retroviruses) € um retrovirus modificado e especifico para expressao
génica em galinha, com sitio de inser¢do da sequéncia de interesse no sitio de restri¢do
Clal. Possui também sequéncias que codificam proteinas que permitem 0s processos de
invasdo, replicacdo e montagem virais, como a sequéncia codificadora do envelope viral
(ENV), do capsideo (GAG) e de sua RNA-polimerase (POL), respectivamente.
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O fragmento amplificado de RGMal foi clonado em RCAS segundo instrucoes
do protocolo do Kit Gibson Assembly (New England Biolabs). A reagcdo ocorreu na
presenca de 10 uL de 2X Gibson Assmebly Master Mix, 200 ng do produto de PCR
(amplificacdo de RGMal), 100 ng do vetor linearizado (RCAS) e o volume final
ajustado para 20 uL com de &gua nucelase-free. A reacdo ficou em banho-maria a 50 °C
por 15 min e foi, sequidamente, transformada em bactérias quimiocompetentes. Um
total de 2 pL (1:3) da reacdo de Gibsson Assemby foi transformada nas células
quimiocompetentes E. coli TOP10 (Thermo Fisher Scientific). Apos 30 min em gelo, o
choque térmico foi realizado em banho-maria a 42 °C por 30 seg, seguido da incubagdo
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 MgCl,, 2.5mM de KCI, 10 mM de MgSOg, e 20 mM de glucose],
com volume final ajustado com &gua para 100 mL de solugdo) e incubadas a 37 °C por
1 h sob agitagdo a 180 rpm. Passado este tempo, 100 uL de bactérias foram plaqueadas
em meio de cultura LB (Lurina-Bertani) agar, acrescido de 100 ug/mL de ampicilina.
As placas foram incubadas em estufa bacteriologica overnight a 37 °C, para obtencéo de

colonias isoladas das bactérias transformadas.
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Figura 9. Esquema do funcionamento do Kit Gibson Assembly (New England
BioLabs). A sequéncia nucleotidica do gene de interesse € flanqueada em ambas as
extremidades com sequéncias idénticas ao local de inser¢do no plasmideo . O produto
amplificado e o plasmideo digerido sdo unidos pela acdo de uma exonuclease (com
atividade de remover bases de extremidades 5” livres do plasmideo linearizado e do
amplicon), uma DNA polimerase (capaz de estender as pontas livres da sequéncias em
solugdo) e uma DNA ligase (que sela os fragmentos e reestrutura a estrutura do
plasmideo). Ao final do processo observa-se a sequéncia de interesse integrada a
sequéncia do plasmideo.

O DNA plasmidial foi purificado a partir das coldnias de bactérias seguindo
instrugdes do fabricante do Kit GeneJet Plasmid Miniprep (Thermo Scientific), baseado
no método de lise-alcalina. Para a extragdo do DNA plasmidial, primeiramente foi
selecionado uma colénia da placa de cultivo (que se encontrava totalmente isolada das
demais coldnias) e esta inoculada em meio de cultura LB acrescido de ampicilina 100
ug/mL, deixada overnight sob agitacdo a 37 °C e 180 rpm. No dia seguinte, 4 mL de
cultura foram peletizados apds centrifugacdo a 12.000 x g por 1 min, a temperatura
ambiente. O pellet de bactérias foi ressuspendido com auxilio do vortex em 250 pL da

solucgéo de ressuspensdo acrescido de RNase. Em seguida, foram adicionados 250 pL de
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solucéo de lise e a solucdo homogeneizada por inversao de seis a oito vezes, até que a
solugéo se tornasse viscosa e transparente. Em seguida, foram acrescentados 350 pL de
solugéo de neutralizagcdo, misturando-se suavemente de seis a oito vezes por inverséao,
até completa homogeneizagdo. Apds centrifugacdo 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 centrifugacdo GeneJet. A solucdo 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
centrifugacdo. Adicionou-se a coluna 500 pL de solucédo de lavagem, contendo etanol, e
centrifugou-se por 1 min a 12.000 x g, descartando-se 0 excesso e retornando a coluna
para o tubo. Repetiu-se o0 processo de lavagem, adicionando-se novamente 500 pL de
solucéo de lavagem, centrifugando pelo mesmo tempo e descartando o excesso. Com 0
intuito de remover toda a solucdo de lavagem, a coluna foi novamente centrifugada pelo
tempo adicional de 1 min a 12.000 x g. Por fim, a coluna GenelJet foi transferida para
um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Para eluicdo do DNA plasmidial, 50 pL de
tampédo de eluigdo foi adicionado ao centro da coluna Genelet, que foi mantida a
temperatura ambiente por 2 min e depois centrifugada por 2 min a 12.000 x g. A coluna
GenelJet foi descartada e o tubo contendo o DNA plasmidial armazenado em freezer -20
°C. O material extraido foi quantificado em espectrofotdmetro da marca NanoDrop®
ND-1000 and ND-8000 8-Sample Spectrophotometers.

O DNA plasmidial foi sequenciado para confirmacdo e comparacdo da
sequéncia com as disponiveis em bancos de dados, como 0 Gene Bank. Cerca de 200 ng
de DNA plasmidial foi sequenciado em ambos os lados do inserto, em reagdes contendo
0.5 uM de um dos oligonucleotideos para RGMal (mesmos utilizados para
amplificagdo citada acima); 2 uL de de tampdo Save Money (200 mM Tris-HCI, pH 9.0;
5 mM MgCI2) e 2 uL do Kit Big Dye, contendo a enzima AmpliTag DNA polimerase,
para um volume de 10 uL, seguindo protocolo modificado dos fabricantes do Kit Big
Terminator (Applied Biosystems). A reacdo de sequenciamento ocorreu em 35 ciclos de
455a 96 °C, 30 sa50°C el mina60 °C. Apds 0 sequenciamento, as reagcdes foram
purificadas com a adicdo de acetato de sodio 1,5 M com EDTA 0,25 M e precipitadas
com 100 pL de etanol absoluto. Apos centrifugacdo a 3000 x g por 45 min, o
sobrenadante foi descartado por inversdao e o pellet lavado com etanol 70%. Apds
secagem por 1 h a TA, protegido da luz, o pellet foi ressuspendido em 3 uL de tampé&o

de corrida (5 formamida:1 tampao de corrida). As amostras foram desnaturadas a 98 °C
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por 2 min e a eletroforese realizada em aparelho de sequenciamento automatico
ABI3100 da Applied Byosystems. A comparagdo da sequéncia obtida foi realizada
utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search), disponivel em

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.

Uma maxipreparacdo foi realizada utilizando o Kit Plasmid Maxi (QIAGEN),
para a obtencdo da quantidade de DNA necesséria para as transfecgdes das células (2,5
pg/uL). Para isso, 10 uL dos DNAs (RCAS-RGMal e RCAS-GFP) foram inoculadas
em 5 mL de meio liquido LB contendo ampicilina (100 pg/mL), sob agitacdo a 37 °C
por 8 h. No dia seguinte, 100 uL de cada pré-indculo foi adicionado a 100 mL de meio
LB liquido contendo ampicilina (100 pg/mL) e mantidos sob agitacdo 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 tampdo P1 e misturados
ao tampdo P2. Ap0s incubacdo por 5 min a temperatura ambiente (TA), 10 mL do
tampé&o P3 foi adicionado e a solugdo incubada em gelo por 20 min e centrifugada por
30 min a 20.000 x g a 4 °C. O sobrenadante contendo o DNA plasmidial foi
centrifugado por 15 min a 20.000 x g a 4 °C e levado a coluna QIAGEN-tip 500
previamente equilibrada com 10 mL de QBT. A coluna foi entdo lavada com 30 mL de
tampdo QC por duas vezes e 0 DNA eluido com 15 mL de tampdo 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 pL de agua nuclease-free. O material extraido foi
quantificado em espectrofotdbmetro 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 tmida. Os somitos de embrides
de galinha no estagio HH10-11 (33-35h; Hamburger e Hamilton, 1951) foram coletados
em placas de agar 3%, sobre gelo, com o auxilio de um estereomicroscépio Leica EZ4
HD (Zeng et al., 2002; Daoud et al., 2014).

Apos a disseccdo e isolamento dos tecidos, transferiu-se os explantes para

placas de cultura de 24 pocos contendo gel de colageno (30% gel de colageno - BD
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Biosciences, 0.02N in acido acético; 1x DMEM e 1% de PBS 1X). Os explantes foram
mantidos em meio de cultura a-MEM, suplementado com 10% SFB, 1% anti-anti
(Gibco®), 1 ng/mL de bFGF, a 37 °C e 5% CO (Figura 10). Para avaliacdo do
comportamento da cultura, as células foram fotodocumentadas diariamente, durante 10
dias (meio trocado a cada dois dias), com auxilio do Fotomicroscopio invertido Motic
AE31 acoplado a cdmera Moticam 2300 e sistema de captura Moticam Imagem Plus
2.0.

Embrido de galinha
(estagio HH10-11)

Regiao

\Cranial
/ Secgdo longitudinal
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Figura 10. Esquema da coleta de somitos dos embrides de galinha. Somitos de
embribes de galinha nos estagios HH10-11 (33-35 horas) foram coletados, sobre gelo,
em placas de agar 3% em PBS 1X. Foram feitas duas incisGes transversais (linhas
pontilhadas horizontais) para separar 0s somitos do restante do embrido; e uma incisao
longitudinal (linha pontilhada vertical), dividindo os somitos em lado esquerdo e
direito, separaram os mesmos do tubo neural. Os grupos de somitos isolados do embrido
foram levados a cultura celular onde permaneceram durante 10 dias, a 37 °C e 5% de
CO2. TN: tubo neural. Figura adaptada de Bushberger et al., 1998.

l celular

Eixo cranio-caudal
t_
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A fim de tracar um perfil transcricional desses somitos em cultura, a extragéo
de RNA total se deu por meio da coleta, em TRI Reagent® (Sigma), de um total de trés
pocos de células de somito nas seguintes idades: 0, 2, 5 e 10 dias em cultura, sendo o
dia 0 somitos que ndo foram mantidos em cultura e que serviram de comparacdo com as

demais idades. Resumidamente, foram adicionados 200 pL de cloroférmio e, apds
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mistura por inversdo, o material foi centrifugado por 15 min a 12.000 x g para separacao
do RNA total. Aproximadamente 400 pL da fase contendo o RNA total foram
transferidos para um novo tubo e 500 pL de isopropanol foram adicionados a0 mesmo.
Apdbs mistura por inversdo, o material foi incubado por 10 min em TA. As amostras
foram entéo centrifugadas por 10 min a 12.000 x g e o isopropanol foi descartado. 1 mL
de etanol 75% foi adicionado a 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 pL de agua nuclease-free e incubado por 5 min a 55 °C. A
visualizagdo da integridade do RNA total extraido ocorreu por visualizacdo em gel de
agarose 1% e a as amostras foram quantificadas em espectrofotometro da marca
NanoDrop® ND-1000 and ND-8000 8-Sample Spectrophotometers. Cerca de 1 pg de
RNA total foi convertido em DNA complementar (cCDNA), seguindo as instruces do
fabricante com o kit RevertAidTM H. Minus First Stand cDNA Synthesis (Thermo
Scientific).

Oligonucleotideos foram obtidos para permitir a avaliacdo desse perfil
molecular das células dos somitos por RT-PCRq. Foram medidos os niveis de expressao
de RGMal; de marcadores musculo-especificos (MyoD, Myf5, Miogenina, Desmina);
marcadores de citoesqueleto da célula muscular estriada esquelética (a-actinina); para
marcadores de células satélites (Pax3 e Pax7); de esclerotomo (Paxl e Sox9); e
mesenquimais  (cMeso-1). GAPDH foi utilizado como gene referéncia.
Oligonucleotideos foram desenhados com auxilio 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. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para RT-PCR quantitativa
(RT-PCRQq). MyoD, Myf5, Miogenina, Desmina: marcadores musculo-especificos;
Pax3, Pax7: marcadores para células satélites; Paxl, Sox9: marcadores para
escler6tomo-especificos; cMeso-1: marcador para somitos epiteliais; a-actinina:
marcador para citoesqueleto da célula muscular estriada esquelética; GAPDH: marcador
constitutivo.  OligoF:  oligonucleotideo  direto  (forward primer); OligoR:
oligonucleotideo reverso (reverse primer); pb: pares de base.

Genes Sequéncias de oligonucleotideos Amplicon (pb)
RGMal OligoF: 5°- TCCCTCCAGCTCACCATCATC -3 314
OligoR: 5’- CGGAGGCACAGGTAGAGG -3'
MvoD OligoF: 5°- GCAGCAATCCAATCTACCAA -3 295
y OligoR: 5’- CCTATTCTCCAAAGCCCAAA -3'
MVI5 OligoF: 5°- TGCCAGTTCTCCCCATCC -3' 285
y OligoR: 5°- CACTTTCTTCAGCCTCCTCCT -3'
Miogenina OligoF: 5°- AACCTCCACTCGCTCTCCTC -3' 280
g OligoR: 5’- CCATCACACTTCTCCCCTTT -3
Desmina OligoF: 5°- CTGAAGGAGGAGGCTGAGAA -3' 212
OligoR: 5’- AGGTCGGGCTTGGAGATG -3'
_actinina OligoF: 5°- CACTTGCGGCAGTATGAGAA -3' 208
¢ OligoR: 5’- CACGGGTCAGAATCTGGTTT -3'
Pax3 OligoF: 5°- CTGAAGGAGGAGGCTGAGAA -3' 206
OligoR: 5’- AGGTCGGGCTTGGAGATG -3'
Pax7 OligoF: 5°- ACTGCGACAAGAAGGAGGAA -3 286
OligoR: 5’- TTGCTGAACCACACCTGAAC -3'
Pax1 OligoF: 5°- ACACTCGCTTGGAACACACA -3 939
OligoR: 5’- AGACGCAATAAAGGGGGAAG -3'
Sox9 OligoF: 5°- AAGAGAACACCTTCCCCAAA -3' 299
OligoR: 5°- CTCATTCAGCAGCCTCCAC -3'
cMeso-1 OligoF: 5°- GCCAGCGAGAGGGAGAAG-3' 201
OligoR: 5’- CGAGAGGTGGGCGATGTAG-3'
GAPDH OligoF: 5°- GCTAAGGCTGTGGGGAAAG -3' 250
OligoR: 5°- CATCAAAGGTGGAGGAATGG -3'

A reacdo de PCR para a validacdo dos oligonucleotideos obtidos ocorreu na
presenca de 0.2 uM de cada um dos oligonucleotideos, 12,5 uL. de Master Mix (0,4 mM
de cada ANTP - dATP, dCTP, dGTP e dTTP -, 4 mM de MgCI2 e 0,05 U/uL de

54



TagDNA Polymerase; Fermentas), 1 uLL de cDNA de somitos de embrides (que nédo
foram submetidos a cultura celular) e volume final ajustado para 25 pL de &gua
nuclease-free. A reacdo ocorreu 94 °C por 5 min, 25 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por
30se 72 °C por 1 min e um ciclo de 72 °C por 5 min e a confirmacdo dam amplificacdo

foi verificada por gel de eletroforese em agarose 1%.

Uma vez que os oligonucleotideos desenhados foram validados, seguiu-se para
as reacdes de RT-PCRq, contendo 5 pL de iTAq™ Universal SYBR® Green Supermix
(Bio-Rad), 0.4 uM de cada um dos oligonucleotideos, 1 uL cDNA diluido 1:10 em &gua
e ajuste de volume final para 10 uL com agua nuclease-free. A reacdo ocorreu a 50 °C
por 2 min (ativacdo UDG), 95 °C por 2 min (ativagdo 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 Gene™ 3000. A confirmagao da
amplificacdo especifica ocorreu pela analise da curva de melting e algumas amostras

foram ainda verificadas por eletroforese em agarose 1%.

A andlise de expressao 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 estdo de acordo com a Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo
270/2017 (Anexo 1).

4.3. Superexpressdo de RGMal nas células de somitos em cultura

Existe uma dessincronia no desenvolvimento embrionario, na qual as estruturas
da regido cranial se desenvolvem primeiramente quando comparadas as estruturas
caudais. Sabe-se que 0s somitos craniais, anteriormente posicionados, ja estdo
compartimentalizados enquanto que os caudais séo, ainda, epiteliais (MUnsterberg &
Lassar, 1995; Musumeci et al., 2015; Figura 11).
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Figura 11. Esquema da compartimentalizagdo dos somitos durante o
desenvolvimento embrionario. Devido a dessincronia existente durante o
desenvolvimento embrionario, em que estruturas cranialmente localizadas se
desenvolvem primeiramente quando comparadas as estruturas caudais, observa-se uma
diferenga no grau de maturagdo entre diferentes somitos dessas regides. Somitos
craniais apresentam células diferenciadas em dermatomo, escler6tomo e midtomo;
enquanto que os caudais apresentam-se, ainda, como epiteliais (trés Gltimos pares), sem
grau de compartimentalizacdo. TN: Tubo neural; Ntc: notocorda. Figura adaptada de
Minsterberg & Lassar, 1995.

Por esse motivo, o0s somitos foram isolados formando quatro grupos

experimentais, conforme grau de maturidade (Tabela 3).

Tabela 3. Grupos experimentais obtidos a partir dos embrides de galinha em estagio
HH10-11.

Grupo Tecido

1 Somitos epiteliais

Somitos epiteliais juntamente ao tubo neural e notocorda

2
3 Somitos maduros
4

Somitos maduros juntamente ao tubo neural e notocorda
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Foram utilizados doze pocgos por grupo experimental sendo 6 pocos para
transfeccdo com RCAS-RGMal e 6 com RCAS-GFP como controle. Para os grupos 1 e
3 foram utilizados os somitos isolados do lado direito do tronco para transfeccdo com
RCAS-RGMal e os do lado esquerdo, do mesmo embrido, para transfeccdo com
RCAS-GFP (controle). Para os grupos 2 e 4 (em que foram preservados o tubo neural e
a notocorda) foram utlizados um embrido por pogo. Os experimentos foram realizados

em triplicata (Figura 12).

Grupo 1 Grupo 2
Somitos epiteliais Somitos epiteliais + TN+ Ntc
Tubo neural
1 Somitos
|
|
|
|
|
-
Esquerdo | Direito RCAS-GFP ou
(RCAS-GFP) I (RCAS-RGMa1) RCAS-RGMal
Grupo 3 Grupo 4
Somitos maduros Somitos maduros + TN + Ntc
1
1
1
1
|
|
|
|
|
|
1
1
1
11
Esquerdo 1 Direito RCAS-GFP ou
(RCAS-GFP) : (RCAS-RGMa1) RCAS-RGMal

Figura 12. Esquema da superexpressdo em somitos com diferentes graus de
compatimentalizagdo. 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-RGMal 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-RGMal, para expressdo da proteina de
interesse RGMal. TN: Tubo neural; Ntc: notocorda.

As células obtidas em cada um dos grupos descritos acima foram mantidas em

placas de 24 pogos por 7 dias, momento em que ocorreu a tranfeccdo com RCAS-
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RGMal. A superexpressdo de RGMal nas células dos somitos foi promovida pelo
reagente FUGENE® Tranfection Reagent (Promega). Um total de 3 pL de Fugene
Reagent foram misturados a 50 pL meio Opti-MEM (Gibco), por poco transfectado,
levados ao vortex e incubados a TA por 5 min. Em seguida, 2,5 ug de RCAS-RGMal
ou RCAS-GFP foram adicionados ao meio, levados novamente ao vortex e incubados
por 30 min a TA. O meio de cultura onde as células estavam sendo cultivados foi
trocado por um meio fresco (a-MEM, 10% SFB, 1% anti-anti, 1 ng/mL de bFGF) e a
solucdo de tranfeccdo foi adicionada a cultura nos diferentes grupos experimentais. As
células permaneceram incubadas em meio de transfeccdo por 48h, e o meio foi
novamente trocado por meio fresco. Apds 48h, as culturas foram coletadas em 1 mL de
TRI Reagent®, para andlise da expressdo génica por PCR quantitativa, e em 600 uL de

solucdo inibidora de proteases, para a analises por Western Blot.

4.4. RT-PCR quantitativa (RT-PCRq) para marcadores de células de somito
tranfectadas com o construto RCAS-RGMal

Trés pocos de cada um dos grupos de células tranfectadas com RCAS-RGMal
ou RCAS-GFP foram coletados em TRI Reagent® (Sigma) e foram submetidas a
extracdo de RNA total similar a extracdo realizada na cultura de células de somito
(descrita anteriormente). Cerca de 1 pg de RNA total foi convertido em DNA
complementar (cDNA), seguindo as instru¢des do fabricante com o kit RevertAidTM H.
Minus First Stand cDNA Synthesis (Thermo Scientific).

Os mesmos oligonucleotideos, valiados anteriormente (Tabela 2), foram
utilizados para avaliacdo, por RT-PCR1, dos efeitos da superexpressdo de RGMal sobre
as células dos somitos transfectados. As reacdes de RT-PCRq e a andlise de expressdo
relativa foi realizada utilizando-se o software REST 2009, também similar ao descrito

na secéo de cultura de células de somito.

4.5. Western Blot para células de somitos transfectadas com o construto RCAS-
RGMal

Trés pogos de cada um dos grupos de células tranfectadas com RCAS-RGMal
ou RCAS-GFP foram coletadas e homogeneizadas em PBS na presenca 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]Jamino]-4
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guanidinobutano] (Sigma-Aldrich). Apos sonicacdo, os lisados foram centrifugados a
14.000 x g por 30 min, o sobrenadante diluido 1:2 em solucdo de SDS 10% (Sigma-
Aldrich) glicerol, B- mercapetanol e azul de bromofenol 10% em tampé&o Tris 0,5 M
(pH 6,8) e fervido a 100 °C por 5 min. 300 ug de proteinas 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 Caseina (TBS-TC) por 30 min. A incubacdo com 0s anticorpos primarios 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.
Apos lavar com PBS, as membranas foram incubadas por 1h com o0s anticorpos
secundarios biotinilados, seguidos pela incubacdo com solucdo de estreptavidina
(Thermo Fisher Scientific) por 15 min a TA. A revelacdo foi realizada com 3,30-
diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich), cloronaftol (Sigma-Aldrich) e peréxido de
hidrogénio 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. Predicdo da ORF da sequéncia nucleotidica de RGMal

O programa ORF finder foi usado para definir a posi¢do dos oligonucleotideos
utilizados para clonagem de RGMal ao vetor retroviral RCAS. O programa identificou
um total de cinco possiveis Fases de Leitura Abertas (ORFs) para a sequéncia
nucleotidica da isoforma de RGMa, denominada RGMal, trés senso positivas (3’- 5°) e

duas antisenso (5°- 3’; Figura 13).

Dentre as possiveis ORFs, somente as sequéncias de aminoécidos das ORFs
positivas 1 e 2 apresentaram hit com a familia RGM, especificamente com RGMa,
confirmadas pelo programa SMARTBIlast (Figura 13, ORFs 1 e 2). A ORFl
apresentou similaridade exclusivamente com a por¢do N-terminal incompleta de RGMa;
enquanto que a ORF2 apresentou similaridade com a por¢do C-terminal dessa proteina
(Figura 13, ORFs 1 e 2). As ORFs 3 e 4 ndo apresentaram hit com nenhuma proteina
disponivel no banco de dados (Figura 13, ORFs 3 e 4). A ORF5 apresentou hit com
duas proteinas hipotéticas e ndo-caracterizadas, relacionadas a géneros de bactérias
(Figura 13, ORFb5).
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ORFfinder SMARTBLAST
Label Strand Frame Start Stop Length (nt | aa) Quecy length: ;5688

ORF1 + 1 13 183 171156 Your query: unnamed protein product

PREDICTED: repu m X =i
>|cl|ORF1 m
MGMGRGAGSTALGLFQILPVFLCIFPPAHHHLQEL v [
PGMRGAESVPGRDGRAPCCLC —
rep O

Label Strand Frame Start Stop Length (nt | aa) Query Jenath::2(1'sa

ORE2 2 155 805 651216 DOMAIN: Repulsive guidance molecule (RGM) C-terminus Rouc

+

>lcl|ORF2
MDELPAAFADGSKNGGDKHGANSLKITEKVSGQHIEIQAKYIGTTIVVRQVGRY ) ; g
LTFAVRMPEEVVNAVEDRDSQGLYLCLRGCPLNQQIDFQTFRLAQAAEGRARR | 0" duery: unnamed protein product, partil
KGPSLPAPPEAFTYESATAKCREKLPVEDLYFQSCVFDLLTTGDVNFMLAAYYAF
EDVKMLHSNKDKLHLYERTRALAPGNAAPSEHPWALPALWVALLSLSQCWLG
LLX
Label Strand Frame Start Stop Length (nt | aa)

ORF3 + 3 9 2271 219|72
>lcl |0RF3 © SmartBLAST found no matches, please try BLAST search against nr
MDGYGERGRIHSPGTFPNPPCLSLHLPSSSPSSSRASRN
AWSRKCTRQRWTSSLLPLLMAPRTAATSTEPTA
Label Strand Frame Start Stop Length (nt | aa)

ORF4 - 2 291 >1 29196
>Icl|ORF4 © SmartBLAST found no matches, please try BLAST search against nr
MVVPMYLAWISMCWPDTFSVIFRLLAPCLSPPFLEPSAKAAGSS
SISAWYTFCSTHSWKLLKMMVSWREDAEKDREDLEKSQGCGSC
PSPHTHPSSS
Label Strand Frame Start Stop Length (nt | aa) Qusery fangth: 27 8a

ORF5 - 3 83 >3 8126 hypothetical protein SBD_8144 C——)
>|cl|ORFS g TG 20430 Your query: unnamed protein product, partial
MQRKTGRIWKSPRAVDPAPLPIPIHPA unknown

kristinae hypothetical protein RSAS_08655 | N

Figura 13. Possiveis Quadros de Leitura Abertos (ORFs) para RGMal. Realizada a
traducdo da sequéncia nucleotidica de RGMal, o programa ORFfinder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) indicou cinco possiveis ORFs de leitura para
RGMal, sendo trés no sentido senso (ORFs 1, 2 e 3) e duas antisenso (ORFs 4 e 5). Os
peptideos das ORFs 1 (56 aminoécidos) e 2 (216 aminpécidos) apresentaram
similaridade com com RGMa, confirmado pelo programa SMARTBIlast
(https://blast.nchi.nIm.nih.gov/smartblast/?LINK_LOC=BlastHomeLink). As cadeias de
aminoéacidos das ORFs 3 e 4 ndo apresentaram hits com nenhuma proteina disponivel
no banco de dados; e a ORF5 (26 aminacidos) apresentou similaridade com proteinas
ndo caracterizadas, relacionadas aos géneros de bactérias Streptomyces e kocuria.

Neste trabalho, optamos pelo estudo da ORF2, uma ORF que codifica para uma
cadeia de aminodcidos contendo exclusivamente a porgdo C-terminal de RGMa. Desse
modo, a ORF2 sugere a tradugdo dos 901 nucleotideos de RGMal em uma proteina
composta por 216 residuos de aminoacidos (Figura 14A), contendo apenas a regido
hidrofébica e a ancora-GPI no dominio C-terminal conhecidos da familia, e removendo
0 dominio N-terminal (contendo o peptideo sinal, o motivo RGD e fator de von

Willebrand tipo D) por splicing alternativo (Figura 14B).
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A 1 GAGCTGGATGGATGGGTATGGGGAGAGGGGCAGGATCCACAGCCCTGGGACTTTTCCAAATCCTCCCTGTCTTTC
76 TCTGCATCTTCCCTCCAGCTCACCATCATCTTCAAGAGCTTCCAGGAATGCGTGGAGCAGAAAGTGTACCAGGCA

151 GAG@SACGAGCTCCCTGCTGCCTTTGCTGATGGCTCCAAGAACGGCGGCGACAAGCACGGAGCCAACAGCCTG
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226 AAGATCACCGAGAAGGTGTCGGGCCAGCACATCGAGATCCAGGCCAAGTACATTGGCACCACCATCGTGGTGAGG
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Figura 14. Sequéncia de RGMal e comparacdo de sua estrutura proteica com
RGMa. A. Sequéncia de acidos nucleicos e aminoécidos de RGMal. Seta: local onde
ocorreu o splicing alternativo do RNAm de RGMa para geracdo da isoforma RGMal.
Retangulo vermelho: possivel cddon de inicio da tradugdo. Linhas pontilhadas verdes:
regido de dominio hidrofébico. Linha continua azul: ancora-GPl. O RNAmM de RGMal
foi traduzido pelo programa Translator (http://www.fr33.net/translator.php). B. Em sua
porcdo N-terminal, RGMal ndo apresenta o peptideo sinal, o0 motivo RGD e o dominio
VWEF-tipo D (fator de von Willebrand tipo D) quando comparado a RGMa. O dominio
C- terminal de RGMal conserva a estrutura similar & RGMa, mantendo a porcao
hidrofdbica e a &ncora-GPI.

5.2. Clonagem da ORF 2 de RGMal em RCAS

Os oligonucleotideos desenhados permitiram a amplificagdo da ORF2 de
RGMal a partir do clone pcDNA3-RGMal-GFP ja disponivel no laboratério (Figura

15A). A isoforma RGMal foi amplificada como um fragmento de aproximadamente
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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
insercdo de RGMal no vetor retoroviral RCAS, este teve que ser digerido para
disponibilzar seu sitio de restricdo (Figura 15B). Depois de digerido com a enzima de
resticdo Clal, 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 a sequéncia de GFP liberada apos a digestdo enzimatica (Figra 15B,

canaleta 2).

20000 pb

1500 pb 1500 pb

700 pb
700 pb

Figura 15. Amplificacdo dos fragmentos de RGMal e RGMa e digestdo de RCAS
no sitio de restricdo Clal. Em (A): (1) GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Thermo
Scientific); em (2) fragmento da isoforma RGMal (~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 a sequ~encia
de GFP que foi retirada devido a digestdo enzimatica realizada coma enzima Clal. pb:
pares de base.

A clonagem de RGMal em RCAS foi confirmada por sequenciamento. A
sequéncia de 872 pb obtida foi analisada pelo programa BLASTn contra o banco ndo
redundante do GenBank, confirmando a similaridade do fragmento clonado com a
sequéncia de RGMa de galinha, uma vez que a sequéncia de RGMal ainda ndo foi

depositada neste banco de dados (Figura 16, seta preta).
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® .
BLAST » blastn suite » RID-R1F36HU2014 Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

1+ Alignments O

Max = Total Query E
score score cover value

Description Ident Accession

- Gallus gallus repulsive guidance molecule family member a (RGMA), mRNA 747 747 91% 0.0 93% NM_204537.1
PREDICTED: Numida meleagris repulsive guidance molecule family member a (RGMA). trar 708 708 91% 0.0 92% XM_021406940.1

PREDICTED: Numida meleagris repulsive guidance molecule family member a (RGMA), trar 708 708 91% 00 92% XM_021406939.1

Figura 16. Resultado do BLASTn para a sequéncia de RCAS-RGMal. Com uma
identidade igual a 93%, a sequéncia do construto RCAS-RGMal mostrou-se similar a
RGMa de galinha disponivel no GenBank (seta preta).

5.3. Validacdo dos pares de oligonucleotideos obtidos para a determinacdo dos
niveis de expressdo génica de marcadores de células satélites, miogénicos, de

escler6tomo e mesodérmicos

A especificidade e o tamanho do amplicon obtidos com os pares de
oligonucleotideos desenhados neste trabalho foram validados, por RT-PCR, em
amostras de cDNA de células de somitos de embriGes de galinha. Todos o0s
oligonucleotideos permitiram a amplificacdo de uma banda Unica, com amplicons
conforme tamanho esperado (conforme previsto na Tabela 2), evidenciando sua

especificidade e validag&o para serem utilizados no proposto trabalho (Figura 17).
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Figura 17. Validacdo dos oligonucleotideos a serem utilizados para RT-PCRg.
Todos os oligonucleotideos amplificaram banda Unica, com amplicons entre 200 e 300
pb. Em A: (1) GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Thermo Scientific); (2) e (3) RGMal 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) a-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) Paxl 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 € a
reacdo de PCR na auséncia de cDNA, evidenciando que as reagdes estavam livres de
contaminacdo. pb: pares de base.

5.4. Validacéo da cultura de células de somitos de embrides de galinha

Os perfis morfologico e molecular das células obtidas de explantes de somitos
de embrides de galinha foram determinados a fim de caracterizar (i) o padrdo de
proliferacdo, adesdo, crescimento e diferenciacdo dessas células; e (ii) os niveis de
expressao génica basais para os marcadores de células satélites, miogénicos, de

escler6tomo e mesodérmicos nestas células durante o cultivo in vitro.
(1) Perfil morfolégico

Foi possivel observar que, ao longo de até 10 dias de cultivo nas condicdes
estabelecidas neste trabalho, as células conseguiram proliferar a partir dos explantes de
tecidos que foram colocados no centro dos pocos sob gel de colageno; e crescer de
forma continua em diregcdo ao centro, sempre aderidas ao plastico e mantendo contato

umas com as outras (Figura 18).
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Figura 18. Padronizacao da cultura de células de somito. Caracterizacdo do perfil da
cultura de células dos somitos ao longo de 10 dias de incubacédo a 37 °C e 5% de CO..
As imagens apresentadas evidenciam as mais representativas ao longo dos dias. E:
explantes; asteriscos: matriz de colageno; setas: células. Barras equivalentes a 200 um,
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 expresséo génica

O perfil de expressdo génica dos marcadores alvo deste trabalho foram avaliados
nas células de somitos ao 0 dia (somitos ndo submetidos ao cultivo celular) e apds 2, 5 e

10 dias de cultivo celular (Figura 19).

A avaliacdo dos RNAs totais obtidos da cultura de células de somitos de galinha
nos periodos de 0, 2, 5 e 10 dias revelou a integridade do material isolado (Figura 19).
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18S
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Figura 19. RNA total extraido da cultura de células de somito de embrido de
galinha. RNA total mostra-se integro apds extragdo, com as bandas 5S, 18S e 28S do
RNA ribossomal evidentes. RNA total extraido 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 ndo foram
cultivados.

A andlise da expressdo génica por RT-PCRq evidenciou que apds 2 dias de
cultura, as células de somito em cultura apresentaram uma diminuicdo de 3,5 nos niveis
de expressdao de RGMal, comparado aos niveis de expressdo detectados no dia 0
(somitos recém coletados) de cultura (Figura 20A). Além disso, houve um aumento
significativo da expressdo de Miogenina (de 66,1 vezes) e Myf5 (de 1,3 vezes; Figura
20A) apos este periodo de cultura. Constatou-se também a diminuicdo de expressdo do
marcador de escler6tomo Pax1 (de 3,7 vezes) comparados a expressdo de 0 dia (Figura
20A). Entretanto, ndo houve diferenca dos niveis de expressdo para 0os marcadores de
células satélites, Pax3 e Pax7, para os fatores miogénicos, MyoD e Desmina, de

citoesqueleto, a-Actinina, de esclertétomo, Sox9, nem mesodérmico, cMeso-1.

Apols 5 dias de cultura, as células de somitos apresentaram uma reducao
significativa dos niveis de RGMal (de 3 vezes), quando comparados com a expessao ao
0 dia de cultura (Figura 20B). Observou-se ainda uma reducdo de 2,6 vezes de Pax7,;
um aumento de 504,1 vezes nos niveis de Miogenina; uma reducdo dos niveis de Paxl
(de 5,1 vezes) e um aumento nos niveis de Sox9 (2 vezes), sempre comparados aos
niveis detectados no dia 0 (Figura 20B). Para os demais marcadores de células satélites,
fatores miogénicos, citoesqueleto e mesenquinal ndo ocorreram alteragGes nos niveis de

expresséo.

67



Os niveis de expressdo de RGMal, apés 10 dias das células em cultura,
apresentaram-se com uma diminuigdo de 7,9 vezes quando comparada a expresséao em 0
dia (Figura 20C). Além disso, observou-se uma diminui¢cdo na expressao 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 miogénico Miogenina
observou-se um aumento de 1085,0 vezes quando comparado & expressdo de O dia em
cultura (Figura 20C). Constatou-se ainda uma reducdo significativa dos niveis de a-
Actinina (de 3,4 vezes); de Paxl (de 7,7 vezes); Sox9 (de 2 vezes); e cMeso-1 (de 8,1
vezes; Figura 20C).
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Figura 20. Avaliacéo do perfil transcricional das células de somitos de embrido de galinha
aos 2, 5 e 10 dias em cultura. Observou-se uma diminui¢&o dos niveis de expressdo de RGMal
aos 2, 5 e 10 dias (A-C). Aos 2 dias (A), observou-se aumento dos niveis de expressdo dos
fatores miogénicos, Miogenina e Myf5, e uma diminuicdo do marcador de escler6tomo, Pax1.
Aos 5 dias (B), constatou-se a diminui¢cdo nos niveis do marcador de célula satélite, Pax7.
Nesse mesmo tempo de cultivo observou-se aumento dos niveis de Miogenina. Constatou-se
também alteracdo para os marcadores de esclerétomo, Paxl e Sox9, que apresentaram
diminuicdo e aumento de seus niveis de expressao, respectivamente. Aos 10 dias (C), notou-se a
diminuicdo para os marcadores de células satélites, Pax3 e Pax7, de fatores miogénicos, MyoD,
Desmina e Myf5, de citoesqueleto, a-actinina, de esclerétomo, Pax1 e Sox9, e mesodérmico,
cMeso-1. Entretanto, observou-se aumento nos niveis de Miogenina aos 10 dias em cultura. As
analises estatisticas foram avaliadas com uso do programa REST 2009 e p <0.05.
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5.5. Avaliacéo dos efeitos da superexpressdo de RGMal em ceélulas derivadas de
somitos epiteliais, cultivadas na presenca ou auséncia de tubo neural e notocorda,
por RT-PCRq

A avaliagdo dos RNAs totais obtidos das culturas de células de somitos
transfectadas com RCAS-RGMal e RCAS-GFP revelou a integridade do material
isolado (Figura 21).

Figura 21. RNA total extraido das células de somito apds superexpressdo de
RGMal. RNA total mostra-se integro apds extracdo, 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-RGMal, respectivamente; em (3) e (4) RNA total de somitos
epiteliais com tubo neural e notocorda presentes, que foram transfectados com RCAS-
GFP e RCAS-RGMal, respectivamente. Em (5) e (6), RNA total de somitos maduros
transfectados com RCAS-GFP e RCAS-RGMal, respectivamente; em (7) e (8), RNA
total de somitos maduros com tubo neural e notocorda presentes, transfectados com
RCAS-GFP e RCAS-RGMal, respectivamente.

A superexpressdo de transcritos de RGMal foi confirmada nos dois grupos
avaliados: foi possivel observar um aumento de 4,8 vezes na expressdo de RGMal 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 superexpressdo de RGMal induziu um aumento significativo na expresséo dos
marcadores de células satélites (Pax3 e Pax7) e dos fatores miogénicos (MyoD,
Miogenina e Desmina) em células de somitos epiteliais caudais (Figura 22A). Nestas
amostras, a superexpressdo de RGMal induziu um aumento significativo de 2,3 vezes
na expressdo de Pax3 (Figura 22A); e um aumento de 11,4 vezes na expressdo de Pax7
(Figura 22A), em relagéo aos niveis de expresséo detectados nas amostras transfectadas

com o construto controle. Com relagdo aos marcadores miogénicos, a superexpressao de
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RGMal induziu um aumento significativo de 4,7 vezes na expressao de MyoD, 3,4 na
expressao de Miogenina e de 2,0 vezes na expressdo de Desmina, todos comparados aos
respectivos controles. A superexpressédo de RGMal, no entanto, ndo induziu efeitos na
expressao de Myf5 e a-Actinina, tampouco de marcadores de diferenciacdo do

esclerétomo, Pax1 e Sox9, e mesodérmico, c-Mesol.

A presenca de células derivadas das estruturas axiais (tubo neural e notocorda)
na cultura de células dos somitos epiteliais ndo alterou os efeitos de RGMal na inducao
de marcadores de células satélites e miogénicos. Foi observado um aumento
significativo na expressdo 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).
Niveis maiores de expressdo de RGMal foram obtidos nessas amostras (de ~16 vezes)
guando comparados com o0s somitos epiteliais individualizados (de ~5 vezes),
resultando em niveis também maiores de aumento na expressdo dos marcadores de

celulas satélites e miogénicos (Figura 22B).
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Figura 22. Efeitos da superexpressdo de RGMal sobre a expressdo génica de
células de somitos epiteliais. Realizada a superexpressao, os niveis de expressao de
RGMal mostraram-se aumentados em ambos os grupos (A-B). Observa-se que héa
aumento dos niveis de expressdo, tanto para somitos epiteliais (A) quanto somitos
epiteliais jutamente a TN e Ntc (B), para os mesmos marcadores génicos. Em (A) e (B),
constatou-se aumento dos niveis de expressdo para marcadores de células satélites,
Pax3 e Pax7, e de fatores miogénicos, MyoD, Miogenina e Desmina. Vale ressaltar
ainda que ocorreu um aumento dos niveis de expressdo desses marcadores que
acompanhou o maior nivel de expressdo de RGMal observados em B. As anélises
estatisticas foram avaliadas com uso do programa REST 2009 e p <0.05. TN: tubo
neural; Ntc: notocorda.

5.6. Avaliacédo dos efeitos da superexpressdo de RGMal em ceélulas derivadas de
somitos maduros, cultivadas na presenca ou auséncia celulas de tubo neural e

notocorda, por RT-PCRq

A superexpressdo de transcritos de RGMal também pode ser confirmada nos

dois grupos avaliados: foi possivel observar um aumento de 12,3 vezes na expressao de
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RGMal 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 superexpressdo de RGMal também induziu um aumento na expressdo de
fatores de células satélites e miogénicos no grupo de somitos maduros independentes.
RGMal induziu um aumento de 15,1 vezes na expressdo de Pax3 e de 4,5 vezes na
expressdo de Pax7, comparados aos respectivos controles (Figura 23A). Com relagéo
aos marcadores miogénicos, RGMal induziu um aumento de 8,9 vezes na expressao de
MyoD; 3,1 vezes na expressdo de Miogenina e de 4,0 vezes na expressao de Desmina,
comparados aos respectivos controles (Figura 23A). Nos somitos maduros, a
superexpressdo de RGMal induziu ainda um aumento significativo na expressao de

Myf5 (1,6 vezes); e de a-Actinina (3,5 vezes), comparados aos controles (Figura 23A).

A presenca de células derivadas do tubo neural e a notocorda associada as
células dos somitos maduros (Figura 23B), no entanto, induziu uma alteracdo no perfil
transcricional das células que superexpressaram RGMal. Foi observado que a
superexpressdo de RGMal levou a uma reducdo nos niveis de expressao dos transcritos
associados a linhagem de células satélites (Pax3 e Pax7); de fatores de transcricdo da
linhagem miogénica (MyoD, Miogenina e Desmina), comparados aos respectivos
controles (Figura 23B). Nestas amostras, a superexpressdo de RGMal pode ainda
induzir uma diminuicdo na expressdo dos marcadores de determinacdo e diferenciacéo
do esclerétomo, de 3,4 vezes na expressdo de Paxl; e de 8,9 vezes na expressdo de
Sox9, comparados aos respectivos controles (Figura 23B). RGMal induziu ainda uma
diminuicdo de 3,1 vezes na expressdo do marcador de somitos recém epitelizados,
cMeso-1 (Figura 23B).
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Figura 23. Efeitos da superexpressdo de RGMal sobre a expressdo génica de
células de somitos maduros. Realizada a superexpressdo, os niveis de expressdo de
RGMal mostraram-se aumentados em ambos os grupos (A-B). Em A, foi observado
aumento dos niveis de marcadores de células satélites, Pax3 e Pax7, de fatores
miogénicos MyoD, Miogenina, Desmina, Myf5, e do marcador de citoesqueleto, a-
actinina. Entetanto, a presenca das células do TN e da Ntc, em B, desencadeou um
efeito contrario ao observado nos somitos maduros, com a diminui¢do dos niveis de
celulas satélites, Pax3 e Pax7, dos fatores miogénicos, MyoD, Miogenina e Desmina.
Ainda em B, observou-se reducdo dos niveis dos marcadores de escler6tomo, Paxl e
Sox9, e do marcador mesenquimal, cMeso-1. Diferente dos somitos maduros, em B, ndo
houve alteracdos dos niveis do marcador miogénico Myf5 nem do marcador de
citoesqueleto a-actinina. As analises estatisticas foram avaliadas com uso do programa
REST 2009 e p <0.05. TN: tubo neural; Ntc: notocorda.

5.7. Avaliacdo das provaveis vias de sinalizacdo intracelulares induzidas por

RGMal em células derivadas de somitos

Os efeitos da superexpressdo de RGMal na expressdo de RhoA (via do receptor
Neogenina) e Smad1/5/8 (via BMP) nas células dos somitos em cultura também foram
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avaliados neste trabalho, a fim de identificar se RGMal utiliza os mesmos receptores e

vias de sinalizacdo intracelular que ja foram descritas por RGMa (Figura 24).

Nos grupos de somitos maduros e epiteliais, em que se preservou o tubo neural e
notocorda, a superexpressao de RGMal parece aumentar a sinalizacdo 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 sinalizagdo e RhoA foi similar

a encontrada no controle (Figura 24A, 5-8).

A superexpressdo de RGMal parece diminuir a expressao de p-Smad1/5/8 no
grupo de somitos maduros (Figura 24B, 5-6). Nos demais grupos avaliados, ndo houve

alteracdo notavel na sinalizacdo de p-Smad 1/5/8 (Figura 24B, 1-4 e 7-8).

Maduros+ Epiteliais+ Maduros  Epiteliais

TN+Ntc TN+Ntc
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 24. Efeitos da superexpressdo de RGMal sobre as possiveis vias de
sinalizacdo dessa molécula em células de somito. A sinalizacdo 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 diferenca de expressdo de RhoA néo foi observada
nos grupos de somitos independentes de tubo neural e notocorda (A, 5-8). Nao foi
observada alteracdo da sinalizacdo de p-Smad 1/5/8 nos grupos avaliados, com excegéo
do grupo de somitos maduros, independentes de tubo neural e notocorda, em que a
sinalizacdo de p-Smad 1/5/8 mostrou-se reduzida (B, 5-6). A expressdo de GAPDH,
proteina de expressdo constitutiva, também esta evidenciada para todos 0s grupos
testados (C, 1-8). TN: tubo neural; Ntc: notocorda.
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5.8. Resumo geral dos resultados decorrentes da superexpressdao de RGMal

De modo a facilitar a compreenséo e visualizacdo dos efeitos da superexpressao
de RGMal em cultivo de células de somito de embrides 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. Sumarizacao dos resultados decorrentes dos efeitos da superexpressao de
RGMal sobre as células de somitos de embrides de galinha in vitro. As setas
verticais vermelhas, com sentido voltado para cima, indicam que houve uma indugédo
positiva na expressdo dos marcadores descritos, realizada a expressdo de RGMal. As
setas verticais azuis, com sentido voltado para baixo, sinalizam que houve repressédo dos
marcadores indicados, apos expressdao de RGMal. O numero 0 (zero) indica que ndo
houve significancia nos valores de expressao dos marcadores mensurados. A quantidade
de setas estd relacionada com os efeitos observados para 0 grupo, quanto maior a
quantidade de setas, mais pronunciado foi o efeito de RGMal sobre o grupo de somitos
cultivados. TN: tubo neural; Ntc: norocorda.

Marcadores e vias de .
Grupos de somitos

Epiteliais | Epiteliais + TN + Ntc | Maduros | Maduros + TN + Ntc
Marcad(()}r)e;sx gjﬁ;liléo)génicos A MY M ! '
obtogenimaemingy | 1 11 M W
Marcadz)ll;fc:; ?fszic;)erétomo 0 0 0 \]/ \l/
Sinalizagdo de RhoA 0 0 0 0
T | : ¢ :
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6. DISCUSSAO

As Moléculas Orientadoras por Repulsdo (RGM) foram primariamente descritas
desempenhando sua fun¢do como orientadoras de axénios no teto dptico dos embrides
de galinha em desenvolvimento (Monnier et al., 2002). A orientagdo axonal & um
processo complexo no qual o orientador de axénio deve desencadear a ativacdo de uma
cascasta de sinalizacdo que promova alteragéo e rearranjo do citoesqueleto do cone de
crescimento do axonal (Huber et al., 2003; Pasterkamp & Kolodkin, 2013). A
associacdo 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 familia RGM
evidenciaram a participacdo dessas proteinas com outras funcdes, além da orientacéo de
axonios, em diferentes processos bioldgicos de suma importancia, como supressao da
angiogénese (RGMa; Fujita & Yamashita, 2017; Wang et al., 2018), ativacao de células
do sistema imune (RGMb; Xiao et al., 2014; Topalian et al., 2015), controle dos niveis
séricos de ferro do organismo (RGMc; Kuninger et al., 2008; Nili et al., 2013), bem
como importancia médica (RGMa), uma vez que estejam envolvidas com doencas tais
como esclerose multima, Parkinson e encefalomielite autominue (Nohra et al., 2010,
Demicheva et al., 2015; Mller et al, 2016).

O espectro funcional de RGMa estende-se também a origem, desenvolvimento,
manutencdo e crescimento da musculatura estriada esquelética (Jorge et al., 2012;
Martins et al., 2015). Transcritos de RGMa e RGMb foram localizados, por hibridizacéo
in situ, em somitos de embrides 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 sitios de origem das células progenitoras da
musculatura esquelética e das células satélites musculares (Jorge et al., 2012).
Curiosamente, a caracterizagdo das RGMs em amostras de somitos de embrides de
galinha revelou que RGMa &, na verdade, expressa nesta estrutura como uma isoforma
menor de RGMa, contendo 901 pares de base. NO6s denominamos esta isoforma de
RGMal.
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6.1. RGMal codifica uma proteina que desempenha suas funcbes de forma
ancorada @ membrana plasmaética e nao exerce sua funcéo via sinalizagdo induzida
por BMP

A avaliacdo das possiveis fases de leitura abertas (ORFs) obtidas com a
sequéncia de 901 nucleotideos de RGMal indicaram cinco possiveis ORFs, sendo
apenas duas com hit para RGMa. O codon de inicio da traducdo (ATG; Figura 14A,
nucleotideo 13 de RGMal) indicado pela ORF 1 de RGMal seria 0 mesmo que 0
descrito para RGMa (Monnier et al., 2002). Entretanto, a presen¢a de um dos sitios de
splicing alternativo alterou o quadro de leitura, induzido o aparecimento de um cédon
de parada precoce na sequéncia nucleotidica (Figura 14A, nucleotideo 183 de
RGMal), gerando um peptideo pequeno, de apenas 56 aminoacidos. N&o se sabe se este
peptideo teria a capacidade de exercer func@es relacionadas a familia RGM, uma vez
que seria constituido apenas pela regido inicial do peptideo sinal e a regido final do

dominio do fator vVWF-tipo D.

As andlises da ORF 2 evidenciaram um segundo codon de inicio da traducdo
localizado mais a frente na sequéncia nucleotidica (Figura 14A, nucleotideo 155 de
RGMal). A traducdo da sequéncia nucleotidica da ORF 2 sugere que RGMal codifica
uma proteina com 216 residuos de aminoacidos; e que mantém conservada apenas o
dominio C-terminal de RGMa, contendo o dominio hidrofébico e a ancora-GPlI; o sitio
de splicing remove toda a regido N-terminal da proteina. A presenca exclusiva do
dominio C-terminal na isoforma fornece importantes pistas com relacdo ao modo de
acdo desta proteina. Primeiro porque a ancora-GPI é responsavel pela manutencdo de
uma gama de proteinas que estdo ligadas a membrana plasmatica, voltadas para 0 meio
extracelular (Kinoshita, 2016). A manutencdo da ancora-GPI no dominio C-terminal de
RGMal sugere, portanto, que esta proteina desempenha suas fungdes de forma ancorada
a membrana plasmatica. Em segundo lugar, a perda da por¢do N-terminal de RGMal
sugere que esta molécula ndo exerce sua funcdo bioldgica nos somitos utilizando os
membros da via de sinaliza¢do induzida por BMP, uma vez que é esta a porcdo das
proteinas da familia RGM identificada com sitios que permitem a interacdo com 0s
ligantes dessa via (Healey et al., 2015). Interessantemente, no grupo dos amniota, o
desenvolvimento dos somitos € regulado (i) pelo ectoderma de revestimento, que
secreta as proteinas WNTSs, juntamente ao baixo gradiente de concentracdo de Shh

secretado pela notocorda e regido ventral do tubo neural, para promover a diferenciagéo
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dos precursores musculares do dermiétomo (Blake & Ziman, 2014, Musumeci et al.,
2015); e (ii) por membros da via de sinalizacdo BMP advindos da porg¢éo dorsal do tubo
neural e do mesoderma lateral, que inibem a diferenciagdo da musculatura e induzem a

diferenciacéo 0ssea (Reshef et al. 1998; Feng et al. 2006).

6.2. Nos somitos epiteliais caudais, RGMal induziu a expressdo do marcadores pre-
miogénicos Pax3 e Pax7 e de uma via paralela de inducdo miogénica,

indepentendente de Myf5

A funcdo de RGMal (ORF2), possivelmente com o programa miogénico de
forma BMP-independente, foi investigada neste trabalho em sistema in vitro, pela
superexpressdo desta isoforma em células de somitos de embrides de galinha. Optamos
por investigar esta associacdo primeiramente em células derivadas dos trés altimos
somitos da por¢do caudal do tronco dos embriBes, que contém somitos epiteliais ainda
ndo-compartimentalizados, ou seja, ainda ndo comprometidos com a diferenciacdo
celular em nenhum dos destinos derivados dessa estrutura de mesoderma paraxial
(Minsterberg et al., 1995; Musumeci et al., 2015). A cultura foi ainda realizada na
presenca e auséncia do tubo neural e notocorda, estruturas conhecidas por produzir
importantes moléculas sinalizadoras que determinam o destino das células somiticas
(Munsterberg et al., 1995; Tapscott, 2005).

A superexpressdo de RGMal promoveu um aumento significativo dos niveis de
expressdao dos marcadores Pax3 e Pax7 em células derivadas de somitos epiteliais. Pax3
e Pax7 ndo sdo fatores com expressdo tecido-especifica; sdo também expressos no
neuroectoderma, em subdomionios do cérebro, na porcdo dorsal do tubo neural e nas
células da crista neural (revisado por Buckingham & Rigby, 2014). Pax3 e Pax7 sdo
considerados marcadores pré-miogénicos (Buckingham & Relaix, 2007; Berti et al.,
2015). Pax3 € expresso no mesoderma paraxial pré-somitico ainda ndo-segmentado
(Schubert et al., 2001), estando provavelmente associado com a interconversao
mesénguima-epitelio que determina a compactagédo das células de mesoderma paraxial e
a formacgdo dos somitos epiteliais (Wiggan et al., 2001; Schubert et al., 2001). A
expressdo de Pax3 permanece até estidgios mais avancados do desenvolvimento dos
somitos, mas agora restrita as células do dermomi6tomo (Goulding et al., 1991),
particularmente em células que se separam dessa regido e migram para colonizar o

tronco com precursores musculares (Birchmeier & Brohmann, 2000). Por isso,
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camundongos mutantes para Pax3 apresentam formacao anormal dos somitos e defeitos
na formagdo dos musculos do tronco (Tremblay et al., 1996). Pax3 foi ainda associado a
sobrevivéncia dos precursores miogénicos; além disso, a auséncia de Pax3 induziu a
morte celular programada de células j& comprometidas com o destino miogénico
(Borycki et al., 1999).

Células progenitoras Pax3*/Pax7* da regido central do dermomidtomo séo 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 embrides de galinha no
estagio HH10, cultivados na auséncia de tubo neural e notocorda, ndo expressam Pax3 e
Pax7. A expressdo de Pax3 e Pax7 e o processo de miogénese no miétomo in vivo
também ¢ altamente dependente dos sinais advindos do TN+Ntc e ectoderma de
revestimento (Spence et al., 1996; Denetclaw & Ordahl, 2000). Nossos resultados
sugerem RGMal como um fator upstream, capaz de induzir precocemente a expressao
de Pax3 e Pax7, que sdo fatores que determinam o inicio da miogénese e o
estabelecimento das células satélites em somitos epiteliais. RGMal foi capaz de induzir
esses fatores mesmo na auséncia das estruturas axiais compostas pelo tubo neural e
notocorda. Curiosamente, o padrdo de expressao de RGMal nos somitos de embrides de
galinha revelou sobreposicao da expressdo deste orientador de axénio e dos marcadores

pré-miogénicos Pax3 e Pax7 nos somitos ainda epitelializados (Jorge et al., 2012).

RGMal foi ainda capaz de induzir a expressdo dos fatores miogénicos MyoD e
Miogenina, mas ndo de Myf5, nas células de somitos epiteliais. Células de somitos
epiteliais de embribes de galinha no estagio HH12 revelaram ndo serem capazes de
expressar os fatores miogénicos na auséncia do TN+Ntc quando cultivadas in vitro
(Minsterberg & Lassar, 1995). Portanto, RGMal foi capaz de induzir a expressao
desses fatores em um local e momento em que eles ndo s&o normalmente expressos.
Myf5 e MRF4 sdo fatores envolvidos com a determinacdo primaria do programa
miogénico; enquanto que MyoD é considerado o ponto de convergéncia para vias
regulatorias que dirigem a diferenciagdo miogénica (L’honoré et al., 2010). O enhacer
de Myf5 é ativado diretamente pela ligagdo de Pax3, e também de outros fatores como
Six1/4 e das proteinas Gli, sinalizadoras intracelulares de Shh. Neste trabalho, a ativagéo
da via RGMal-Pax3 ndo foi capaz de induzir a expressdao de Myf5. Por outro lado,

RGMal-Pax3 foi capaz de ativar MyoD, e subsequentemente de Miogenina. A ativagao
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de MyoD/Miogenina por Pax3 ocorre apenas como uma via paralela de ativagédo
miogénica, que é intermediada por Pitx2 e ocorre durante a formagéo do midétomo e na
formacdo da musculatura dos membros (L’honoré et al., 2010). Juntos, estes resultados
sugerem a participacdo de RGMal como um fator upstream especificamente da via

paralela Pax3/Pitx2/MyoD/Miogenina.

RGMal induziu a expressdo de Desmina nas células derivadas de somitos
epiteliais, um marcador tardio da diferenciagdo miogénica. Durante transi¢cdo e
diferenciacdo do miotubo para miofibra, as proteinas masculo-espécificas sdo expressas
em sequéncia: Desmina € a primeira proteina expressa por miocitos em diferenciacéo,
seguida pela expressdo de Titina e de Actina musculo-especifica (Musumeci et al.,
2015). Portanto, é possivel que a ativacdo da Desmina seja alvo da expressdo aumentada
da via RGMal/Pitx2/MyoD/Myogenina.

Os resultados da superexpressdao de RGMal em células de somitos epiteliais
cultivados juntamente as estruturas axiais (TN+Ntc) foram similares aos obtidos com
células epiteliais quando cultivadas isoladas: RGMal foi capaz de induzir a expressao
de Pax3 e Pax7, e de MyoD, Miogenina e Desmina, mas ndo de Myf5. Minsterberg e
Lassar (1995) mostraram que os somitos epiteliais+ TN+Ntc de embriGes de galinha no
estdgio HH12 expressam os fatores de determinacdo e diferenciacdo miogénicos,
evidenciando que o processo de miogénese no midétomo é dependende de sinais
advindos de TN e Ntc.

E valido ressaltar ainda que os valores de aumento dos niveis de expressdo de
RGMal obtidos nas células de somitos epiteliais+ TN+Ntc (~16 vezes) foram maiores
em relacdo aos obtidos no grupo de somitos epiteliais (de ~5 vezes). Curiosamente, 0
mesmo ocorreu para 0s niveis de expressdo dos marcadores pré-miogénicos e
miogénicos (com aumentos nos niveis de expressdo também aumentados). E possivel
que parte dos efeitos observados, especialmente sobre Pax3, seja resultado da
superexpressdo de RGMal em células de tubo neural, também presentes nesta cultura.
Mas também é possivel que juntos, estes resultados estejam sugerindo que sinais
provenientes do TN+Ntc, nesta regido dos somitos caudais, exercem uma influéncia
positiva na expressio de RGMal e, consequentemente, na ativacdo da via
Pax3/MyoD/Miogenina/Desmina (quanto maior a expressdéo de RGMal, maior a

expressdo dos membros da via).
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6.3. Nos somitos maduros, RGMal-Pax3 foi capaz de induzir um sutil aumento da

expressao de Myf5

A funcdo de RGMal (ORF2) também foi investigada neste trabalho em células
de somitos de embrides de galinha da porcdo mais cranial do tronco dos embrides, que
contém somitos ja compartimentalizados em dermomiotomo, miétomo, sindétomo e
esclerétomo (Delfini et al., 2009; Thorsteinsdottir et al., 2011).

Nestas células, inicialmente cultivadas na auséncia do TN+Ntc, a
superexpressdo de RGMal também induziu um aumento dos niveis de expressdo de
Pax3 e Pax7, MyoD/Miogenina/Desmina, similar ao que ocorreu com as células
derivadas dos somitos epiteliais, corroborando com o potencial de RGMal de fator
regulador upstream da agdo desta via miogénica. RGMal foi capaz de, particularmente
nestas células, também induzir um aumento sutil na expressdo de Myf5, o0 que ndo havia
ocorrido nas células derivadas de somitos epiteliais. Myf5 é o primeiro fator miogénico
expresso durante a miogénese e sua ativacdo é regulada por diferentes enhancers,
distribuidos 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 RGMal-Pax3 induzir a expressdo de Myf5
possivelmente ocorre apenas ap6s a compartimentalizacdo do somito em
dermomiétomo e midtomo. A expressdo aumentada de Myf5 nestes somitos
provavelmente esta associada a diferenciacio do midtomo epaxial. E possivel também
que a ativacdo da expressdo de Myf5 por RGMal-Pax3 nestes somitos tenha sido
ativada em funcdo da presenca dos outros ativadores necessarios para a ativacdo do
enhancer de Myf5, que incluem os membros da familia Six1/4 e os EYA cofatores
(Giordani et al., 2007) e também dos fatores Gli induzidos por Shh (Anderson et al.,
2012).

A inducdo e progressdo da miogénese das células de somitos maduros em
cultura, em funcdo da presenca de RGMal, foi ainda comprovada pelo aumento da
expressdo do marcador de citoesqueleto, a-actinina. Essa proteina foi primariamente
descrita como a principal componente do disco Z do sarcdmero capaz de ligar Titina aos
filamentos de Actina (Masaki et al., 1967; Ribeiro et al., 2014). No entanto, a-actinina
foi localizada em todos os tipos celulares, fixando os filamentos de Actina a membrana
plasmatica e coordenando a montagem dos filamentos de Actina em areas de contato

célula-célula (Lazarides & Burridge, 1975; Foley & Young, 2014). Nossos resultados
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sugerem que RGMal exerceu um efeito indireto no aumento dos niveis de a-actinina,
sendo provavelmente um reflexo do aumento de Pax3/MyoD, que desencadeou a
expressao de fatores diferenciacdo (Miogenina) e de montagem do sarcomero (Desmina

e a proria a-actinina) nesses somitos maduros independentes das estruturas axiais.

6.4. Os efeitos indutores de miogénese promovidos por RGMal séo inibidos nos

somitos maduros cultivados na presenca do TN+Ntc

Surpreendentemente, a presenga do tubo neural e da notocorda induziram um
efeito oposto na promocdo da miogénese induzida por RGMal. Mesmo apo6s a
superexpressdo de RGMal confirmada, observeou-se um efeito de reducéo significativa
da expressdo dos marcadores miogénicos, (Pax3, Pax7, MyoD, Myf5, Miogenina,
Desmina), de esclerétomo (Paxl e Sox9) e o mesodérmico (c-Mesol). Portanto, por
meio de vias de sinalizacdo ainda desconhecidas, RGMal ndo consegue mais ativar 0s
fatores determinantes dos destinos celulares testados neste trabalho (condro e

miogénicos).

E possivel que, de alguma forma, a traducdo dos transcritos de RGMal
superexpressos tenha sido bloqueada e sua convercdo em proteina ativa, inibida. Se os
efeitos de RGMal na expressdo de Pax3 forem diretos, a falta de RGMal ativa
induziria o blogueio do programa miogénico, conforme foi visto em nossos resultados.
E ainda possivel que algum sinal proveniente desta porcéo particular do TN e/ou Ntc
esteja  modulando o potencial de indu¢cdo miogénico da via RGMal-
Pax3/Pax7/Myf5/MyoD/Miogenina. De fato, Pax3 é considerado um importante fator
regulador upstream da miogénese, atuando em varios estagios desde o estabelecimento
dos precursores miogénicos, a partir dos precursores multipotentes dos somitos; mas
apenas até o comprometimento desses precursores com o programa de diferenciacdo
muscular (Ridgeway & Skerjanc, 2001). A progressdo do programa de diferenciacdo
miogénica, no entanto, é dependente da inibicdo da acdo de Pax3. Além disso, nos
precursores miogénicos derivados da por¢do hipaxial do dermomidtomo,
comprometidos com a migracgéo celular para a colonizagdo dos membros e diafragma,
por exemplo, também precisam regular negativamente a ativacdo dos marcadores
miogénicos para impedir a diferenciacdo prematura dessas células enquanto elas ainda
estdo migrando (Blake & Ziman, 2014). Diversos fatores atuam inibindo a expresséo de

Pax3, incluindo sinais provenientes do TN e Ntc que incluem Notch e FGF (Dayanidhi
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& Lieber, 2014), ou fatores que sdo expressos pelas proprias células musculares ja
comprometidas, como Msx1, Sim2 e Dach (Bendall et al., 1999; Kuang & Rudnicki,
2008). Seria importante investigar os efeitos da presenca desses inibidores sobre a acédo

de RGMal na miogénese.

6.5. RGMal ndo promove o desenvolvimento do esclerétomo ou manutencdo do

estado mesodérmico indiferenciado das células dos somitos

Diferentemente dos efeitos observados para estabelecimento e maturacdo do
midtomo, RGMal ndo parece exercer efeito sobre o desenvolvimento do esclerétomo. A
expressao dos marcadores esclerétomo-especificos, Paxl e Sox9, ndo mostraram
alteracdo devido a superexpressdo de RGMal, com exce¢do do grupo de somitos
maduros juntos de TN e Ntc, no qual foram reprimidos. E possivel que a diminuicio da
expressao destes dois fatores neste grupo néo seja em funcdo da acéo direta de RGMal,
pode ser apenas um reflexo da inibicdo de desenvolvimento do midtomo. O correto
desenvolvimento do escler6tomo € dependente de fatores de crescimento (como FGF5)
produzidos pelo miétomo diferenciado (Brent & Tabi, 2004). Além disso, 0s niveis
inalterados desses marcadores para os demais grupos também corroboram com a

hipbtese de que RGMal nédo influencia o desenvolvimento do esclerétomo.

De maneira semelhante aos resultados obtidos para os marcadores do
esclerétomo, acreditamos que RGMal ndo influencia a expressdo do marcador pré-
somitico cMeso-1. Este gene também faz parte da familia bHLH, da qual fazem parte
também os Fatores de Transcricdo Miogénicos, além de ser expresso no mesoderma
pré-somitico, estando envolvido com a somitogénese ao demarcar a darea de
aparecimento do par de somito seguinte durante a segmentacdo (Buchberger et al.,
1998). A expressdo desse gene ndo mostrou alteracdo nos grupos analisados neste
trabalho, com excecdo, do grupo de somitos cultivados juntos com TN e Ntc. Essa
diminuigdo dos niveis de cMeso-1 deve ser decorrente ao efeito inibitorio generalizado

desencadeado pela superexpressdo de RGMal nesse grupo de somitos em especifico.

6.6. RGMal nédo exerce seus efeitos sobre os fatores pré-miogénicos e miogénicos

por vias conhecidas induzidas por RGMa (Neogenina e BMP)

Os efeitos de RGMal observados neste trabalho sobre a expressao de fatores de

transcricdo pré-miogénicos e miogénicos devem provavelmente ser efetivados por
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mensageiros secundarios intracelulares, uma vez que RGMal apresenta-se como uma
proteina contendo uma ancora-GPI na sua porcéo C-terminal, com funcdo de ancoragem
da proteina & membrana plasmaética. A perda da por¢do N-terminal durante o processo
de splicing alternativo de RGMal sugeriu ainda que as funcdes desempenhadas por esta
molécula nessas células ndo devem ser exercidas via ligacdo deste cofator aos ligantes
da via BMP, uma vez que esse potencial dos membros da familia RGM reside
justamente nesta porcao da proteina (Healey et al. 2015). Sendo assim, investigamos: (i)
se os efeitos observados na ativacdo de fatores pré-miogénicos e miogénicos foram
resultantes da ativacdo/repressdo do fator RhoA, mensageiro da via induzida pela
ligacdo de RGMa a Neogenina; e (ii) se as analises da sequéncia de nucleotideos de
RGMal confirmariam a independencia desta isoforma em relagdo aos membros da via
BMP, investigando a expressdo de Smad1/5/8 (mensageiro da via BMP2/4/receptor tipo
I/receptor tipo I1).

A superexpressdo de RGMal induziu um aumento na expressao de RhoA, mas
apenas nas amostras em que as estruturas axiais (TN+Ntc) estavam presentes. Este
resultado sugere, portanto, que os efeitos da superexpressdo de RGMal obervados sobre
0s marcadores pré-miogénicos e miogénicos sejam independentes do mensageiro
secundario RhoA. RhoA atua em uma variedade de processos celulares, incluindo a
organizacdo do citoesqueleto de actina, participagcdo na dindmica e organizacdo de
microtibulos e envolvimento com a sobrevivéncia, polaridade e migracdo celular
(Etienne-Manneville & Hall, 2002; Bement et al., 2005; Wojnacki et al., 2014). A
sinalizacdo RGMa-Neogenina-RhoA foi descrita na indu¢do da modulagéo da dindmica
do citoesqueleto do cone axonal no processo de orientagdo de axonios durante o
desenvolvimento (Conrad et al., 2007; Hata et al., 2009); e com o processo de
nucleacdo de actina e manutencdo das juncdes de aderéncia por ativacdo de Arp-2/3
durante o processo de fechamento do tubo neural (Lee et al. 2016). A ativagdo de RhoA
observada nestes grupos experimentais particulares desse trabalho devem ser, portanto,
resultantes da superexpressdo de RGMal em células ndo-mesodérmicas, provavelmente

em células do tubo neural presentes na cultura.

A superexpressdéo de RGMal induziu uma diminuicdo da expressdo do
sinalizador Smad1/5/8 apenas nas células derivadas de somitos craniais independentes
do TN+Ntc. Mais uma vez, os efeitos da superexpressdo de RGMal sobre a expressao

de fatores pré-miogénicos e miogénicos também parecem ser independentes da
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atividade como cofator da sinalizacdo BMP exercida pelos membros da familia RGM,
confirmando assim, nossos dados da anélise da sequéncia de RGMal. A expressdo de
RGMal, restrita aos somitos, pode, portanto, estar funcionando como um mecanismo de
evasdo a sinalizacdo de BMP existente no dermomiotomo, permitindo seus efeitos no
programa miogénico em detrimento a via condrogénica. Novos experimentos deverao

revelar o completo mecanismo do programa miogénico induzido por RGMal.
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7. CONCLUSAO

O desenvolvimento deste trabalho permitiu concluir que:

RGMal é gerado por splincing alternativo de RGMa em células de mesoderma
paraxial formadoras dos somitos, resultando em uma molécula que desempenha

suas funcdes de forma ancorada a membrana plasmatica via ancora-GPl,;

RGMal induz a expressdao de marcadores pré-miogénicos e miogénicos em

somitos epiteliais caudais;

Os efeitos nos fatores pré-miogénicos e miogénicos induzidos por RGMal sédo
bloqueados nas células maduras ja& comprometidas, provavelmente por sinais

provenientes das estruturas axiais (tubo neural e notocorda);

RGMal ndo influencia a determinacdo e diferenciacdo condrogénica em células

derivadas do escler6tomo;

Os mensageiros secundarios induzidos por RGMal ancorada a membrana
plasmética sdo diferentes (e ainda desconhecidos) dos que sdo relatados por
serem induzidos por RGMa.
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