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RESUMO

RGMa é um membro da familia de moléculas orientadores repulsivas, que foi
originalmente descrito como pistas para a orientacao de axdnios em formacéo. Novos
estudos apontaram RGMa também no desenvolvimento, manutencéo e crescimento
da musculatura esquelética. Transcritos dessa molécula foram detectados em células
pioneiras, desde os somitos até a célula adulta, onde RGMa foi detectado no
sarcolema e com padrdo estriado no sarcoplasma, semelhante as proteinas
sarcomeéricas. A super-expressdo de RGMa em células musculares adultas, da
linhagem C2C12, induziu a formacédo de células hipertroficas e hiperplasicas em
comparacao ao knockdown de RGMa, que resultou no fenétipo oposto. Diante desses
achados, esse trabalho objetivou investigar a possivel associacdo de RGMa com as
células satélites, avaliando (i) o padréo de expressdo deste orientador de axdnio nas
células satélites isoladas de camundongos e cultivadas in vitro e (i) o seu papel
durante as fases de proliferacdo e diferenciacdo celular. Células satélites foram
isoladas a partir de miofibras digeridas do musculo EDL, de camundongos da
linhagem C57BL/6. O padrdo de expressao foi determinado por imunofluorescéncia
das células, durante os estagios de proliferacdo e diferenciacdo. O knockdown de
RGMa nessas células foi induzido pelo método de RNA de interferéncia, e os efeitos
avaliados sobre a viabilidade e proliferacdo das células satélites. O padrdo de
expressao revelou a presenca de RGMa predominantemente no nucleo das células
satélites, tanto nos estagios de proliferacdo, quanto na diferenciacdo. O knockdown
de RGMa nessas células induziu a diminuicdo da viabilidade celular, e da capacidade
proliferativa dessas células em cultura, sempre comparado ao grupo controle. Juntos,
nossos resultados revelaram que, RGMa esta presente no nucleo da célula satélite,
onde possivelmente desempenha fungbes associadas a viabilidade e proliferacdo das
células satélites. Portanto, este estudo contribuiu para revelar um novo fator,
associado a proliferacdo das células-tronco musculares adultas, que podera ser
utilizado como alvo terapéutico no tratamento de miopatias musculares; ou para a

selecdo de animais para a maior producao de carne.

Palavras-chave: Moléculas Orientadoras Repulsivas; Células Satélite; Células-
tronco; RGMa.



ABSTRACT

RGMa is a member of the family of repulsive guidance molecules, which were originally
described as cues for the guidance of forming axons. New studies also point to RGMa
in the development, maintenance and growth of skeletal muscles. Transcripts of this
molecule were detected in pioneer cells, from the somites to the adult cell, where
RGMa was detected in the sarcolemma and with a striated pattern in the sarcoplasm,
similar to sarcomeric proteins. Overexpression of RGMa in adult muscle cells, of the
C2C12 lineage, induced the formation of hypertrophic and hyperplastic cells compared
to RGMa knockdown, which resulted in the opposite phenotype. In view of these
findings, this work aimed to investigate the possible association of RGMa with satellite
cells, evaluating (i) the expression pattern of this axon guide in satellite cells isolated
from mice and cultured in vitro and (ii) its role during the phases of cell proliferation
and differentiation. Satellite cells were isolated from digested myofibers of the EDL
muscle of C57BL/6 mice. The expression pattern was determined by
immunofluorescence of the cells, during the proliferation and differentiation stages.
RGMa knockdown in these cells was induced by the RNA interference method, and
the effects were assessed on satellite cell viability and proliferation. The expression
pattern revealed the presence of RGMa predominantly in the nucleus of satellite cells,
both in the proliferation and differentiation stages. The knockdown of RGMa in these
cells induced a decrease in cell viability and the proliferative capacity of these cells in
culture, always compared to the control group. Together, our results revealed that,
RGMa is present in the satellite cell nucleus, where it possibly performs functions
associated with satellite cell viability and proliferation. Therefore, this study contributed
to revealing a new factor, associated with the proliferation of adult muscle stem cells,
which could be used as a therapeutic target in the treatment of muscular myopathies;

or for the selection of animals for greater meat production.

Keywords: Repulsive Guiding Molecules; Satellite Cells; Stem cells; RGMa.
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1.INTRODUCAO

1.1 Programa Miogénico (PM)

O programa miogénico (PM) corresponde a uma sucessdo de inumeros e
complexos eventos moleculares e celulares, que levam uma célula indiferenciada a
se transformar em uma fibra muscular multinucleada, com funcéo contratil. Nas fases
embrionarias, o PM ocorre em um conjunto de células de mesoderma paraxial
presente nos somitos, que sao inicialmente induzidas a se transformar em mioblastos
(revisado por Tajbakhsh, 2009). Estes mioblastos recebem entdo um sinal indutor da
proliferacéo celular, para que um numero ideal de células seja produzido, suficiente
para formar o masculo primario. A retirada do sinal mitogénico promove uma alteracao
na forma dos mioblastos, que se tornam alongados, fundem-se uns aos outros pelas
extremidades das células, formando assim a fibra muscular madura multinucleada.
Véarias ondas de PM ocorrem para garantir a formacdo da massa muscular fetal
(Tajbakhsh, 2009). Durante a miogénese, as células precursoras miogénicas
expressam Pax3 e Pax7, que sao fatores de transcricdo que desempenham um papel
crucial na determinacéo do destino dessas células. Além disso, Pax7 é um fator de
transcricdo expresso nas células satélites em estado de quiescéncia. Os mioblastos
proliferam, saem do ciclo celular, expressam miogenina e MRF4, que regulam a fuséo
e a diferenciacao da fibra muscular. MyoD é um dos MRFs que é expresso em células
embrionarias com potencial para diferenciagdo em células musculares (Fig.1).

O mesmo PM é re-ativado apdés o nascimento, quando o individuo precisa
passar pela fase de crescimento até a puberdade, fazer exercicios fisicos, receber
estimulos hormonais, ou durante a regeneracdo de um musculo lesionado, por
exemplo (Yin et al., 2013). Nestes casos, apenas um grupo particular e muito restrito
de células presentes no tecido muscular adulto consegue ativar o PM: as células
satélites (CS), as células-tronco do tecido muscular adulto. Estas células permanecem
quiescentes na musculatura adulta até que sinais de crescimento ou pro-inflamatorios
induzam estas células a se transformarem em mioblastos novos, que seguem, nos
adultos, os mesmos passos das células mesodérmicas embrionérias, até a formacao
de novas fibras maduras (Yin et al., 2013). Portanto, no caso particular da musculatura
esquelética, compreender quais sdo os mecanismos moleculares e celulares que
ocorrem nas fases embrionarias e/ou 0s mecanismos de crescimento e regeneracao

a partir de células satélites, podera revelar os alvos para o desenvolvimento de


https://www.scielo.br/j/rbz/a/XVFK7hzDF8V4fKS5fwgqB3M/
https://www.scielo.br/j/rbz/a/XVFK7hzDF8V4fKS5fwgqB3M/
https://www.scielo.br/j/rbz/a/XVFK7hzDF8V4fKS5fwgqB3M/
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terapias génicas ou celulares, na tentativa de aumentar o tamanho das fibras

musculares, a forca e a massa muscular de pacientes com distrofias e atrofias

musculares.

Comprometimento Proliferacao Diferenciacao
Progenitores  Células-troco Satélites Mioblastos Miécitos Miotubos Miofibras
embrionarios Satélites comprometidas

Pax? pag Alinhamento Maturagéo

Six1/4

7 ’ Competéncia
Pax3 Pax P

Determinagéo
Ativagdo

primaria

Figura 1. Programa miogénico e perfil de expressdo dos marcadores miogénicos que regulam
0s processos de ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo das células satélites. Six1/4 e Pax3,
marcadores presentes nas células progenitoras, antes da especificagdo. Pax7, marcador
durante a especificacdo, e também presente nas células satélites quiescentes. Nessa fase,
as células progenitoras se transformam em mioblastos, que sao células comprometidas com
a linhagem muscular. Myf5, MyoD, MyoG e Mrf4: Marcadores associados a determinacao e
diferenciacéo. Retirado de Krauss et al., 2017.

1.2 Moléculas Orientadoras por Repulsdo (RGM)

Em 1996, Muller e colaboradores identificaram uma proteina, expressa no teto
Optico de embribes de galinha, em niveis mais elevados na por¢cdo posterior e em
niveis menos elevados na por¢cdo anterior. Esses achados sugeriram que esta
proteina estaria envolvida na orientacdo repulsiva de axénios temporais da retina.
Experimentos de protedmica identificaram essa nova molécula ancorada a membrana,
sem homologia com nenhuma outra classe de moléculas orientadoras (Monnier et al.,
2002). Esse novo fator foi entdo denominado como molécula orientadora por repulsao
A (do inglés, Repulsive Guidance Molecule a - RGMa). ApGs a descoberta de RGMa,
outros trés membros da familia foram ainda identificados, sendo denominados RGMb,
RGMc e RGMd.

Moléculas orientadoras sdo moléculas que estdo presentes na matriz

extracelular durante o desenvolvimento embrionario para atuarem como sinais
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atrativos ou repulsivos, direcionando o cone de crescimento do axdnio em
desenvolvimento (Chilton, 2006; Bonanomi & Pfaff, 2010). Varias familias de
Moléculas Orientadoras ja foram identificadas. As RGMs compdem uma familia de
moléculas orientadoras composta por RGMa, RGMb (DRAGON), RGMc
(hemojuvelina, HJV, HFE2) e RGMd. RGMa e RGMb sédo descritas como expressas
no tecido nervoso (Oldekamp et al., 2004; Samad et al., 2004); e RGMc no tecido
muscular (Kuninger et al., 2004; Kuninger et al., 2006). Nenhuma informacao sobre a
expressdo de RGMd foi descrita até 0 momento (Mueller et al., 2006).

As RGMs possuem uma estrutura protéica similar, incluindo uma porcao N-
terminal com um peptideo sinal; seguido pelo fator de von Willebrand tipo D (VWfD),
que apresenta um sitio de clivagem proteolitica altamente conservado que € alvo de
Furinas e proteinas SKI-1 (Tassew et al., 2012; Tian & Liu, 2013 ); e uma regido C-
terminal hidrofébica que possui um dominio de GPI (glicosilfosfatidilinositol),
responsavel por ancorar a proteina a membrana plasmatica (Monnier et al., 2002;
Mueller et al., 2006) (Fig.2). Desse modo, essas proteinas podem ser encontradas
tanto em sua forma soluvel quanto ligada & membrana pela ancora GPI (Severyn et
al., 2009). Além disso, RGMa, RGMc e RGMd apresentam ainda um motivo RGD, que
€ composto por trés aminoacidos, arginina, glicina e aspartato (Arg- Gly- Asp), um
dominio conhecido por estar envolvido na adesdo mediada por integrinas. Porém,
nenhuma ligacdo de RGM ou sinalizacéo através de integrinas foi relatado até o
momento (Samad et al., 2004; Siebold et al., 2016). RGMd ainda apresenta um sinal

de endocitose (YGAL) na por¢céao C-terminal da proteina (Camus & Lambert, 2007).
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Figura 2. Em (A) estrutura proteica das RGMs, composta por uma regiao N-terminal (solGvel)

contendo um peptideo sinal, seguido pelo fator de von Willebrand tipo D e um sitio de clivagem
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denominado RGD; enquanto sua regidao C-terminal apresenta uma ancora GPI, que se
interage com o receptor de neogenina presente na membrana plasmética da célula. Em (B)
estrutura do seu receptor de Neogenina, composta por 4 dominios de Imunoglubolinas, 6 de
Fibronectinas do tipo lll, e na sua porc¢ao intracelular, possui 3 subdominios denominados de
P1,P2 e P3.

1.3 Molécula Orientadora por Repulséo do tipo A (RGMa)

Apesar de ter sido primariamente relacionada com a inervagdo durante
desenvolvimento embrionario por Monnier e colaboradores (2002), outros estudos
vém revelando a participacdo de RGMa com os mais variados processos fisiologicos.

RGMa foi associada ao fechamento do tubo neural (Niederkofler et al., 2004);
e a processos de diferenciagdo e sobrevivéncia dos neurdnios (Matsunaga et al.,
2004; Matsunaga et al., 2006). RGMa e RGMb foram ainda identificadas como
moléculas inibidoras do crescimento e regeneracdo de axdnios apoés injuria do sistema
nervoso central (Hata et al., 2006; Samad et al., 2005). Mais recentemente, RGMa e
RGMb foram encontradas acumuladas nos locais de danos ou injdria nos casos de
acidente vascular encefalico (Feng et al., 2012; Shabanzadeh et al., 2015), esclerose
multipla (Demicheva et al., 2015), e nas doencas de Parkinson (Muller et al., 2016) e
Alzheimer (Satoh et al., 2013). O uso de anticorpos neutralizadores da acdo de RGMa
vem apontando uma melhora na recuperac¢éao funcional nos casos de injuria da medula
espinhal (Hata et al., 2006); e também do nervo éptico apos injuria em modelos
animais para esclerose multipla (Demicheva et al., 2015). RGMa foi ainda apontado
como supressor da angiogénese (Harada et al.,, 2016); e indutor da ossificacdo
endocondral (Zhou et al., 2010). Além disso, outros estudos vém apontando a acéo
de RGMa em respostas inflamatérias, onde a ligagdo de RGMa ao seu receptor
Neogenina, presente nas células T CD4+, desencadeia o0 aumento da adeséo dessas
células aos vasos sanguineos e, consequentemente, o aumento na infiltracdo destas
células nos parénquimas (Muramatsu et al, 2011). A expressdo de RGMa também ja
foi relacionada com a génese e evolugédo do cancer de colorretal (Zhao et al., 2012).

Estudos recentes demonstraram ainda que RGMa é altamente expressa nas
lesbes em pacientes com esclerose multipla, doengas do espectro da neuromielite
Optica, infarto cerebral, lesdo medular e doencga de Parkinson (Malekzadeh et al, 2019;

Korecka et al 2017). A expressdo de RGMa € baixa em pacientes com epilepsia e a
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regulacéo positiva da expressdo de RGMa pode reduzir as crises epilépticas (Song et
al, 2019). Estes dados indicaram que RGMa pode estar envolvido na patogénese das
doencas acima referidas e pode tornar-se um alvo potencial para o tratamento de
doencas do SNC.

Tanto RGMa quanto Neogenina (seu receptor) sao altamente expressos
durante as fases de proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco neurais intestinais
(Metzger, 2007). A perda de RGMa e Neogenina resultou na diminuicdo de neurdnios,
células gliais e ganglios no sistema intestinal, indicando que RGMa esta envolvido na
proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco neurais intestinais (Metzger, 2007).
RGMa teve um efeito de rejeicdo na diferenciacdo de progenitores neurogénicos via
Neogenina (Metzger, 2007; Neckel et al, 2016). No mesencéfalo de um embrido de
galinha, a super expressdao de RGMa pode inibir temporariamente a proliferacao
celular (Isaksen et al, 2020). Além disso, RGMa promoveu a diferenciacdo neuronal
no mesencéfalo através da transducéo de sinal via Neogenina (Isaksen et al, 2020).
Mais recentemente, Feng e colaboradores (2020) mostraram que RGMa pode regular
a ramificac@o neuronal através da via RhoA para mediar a plasticidade sinaptica.

1.4 Sinalizagdo de RGMa

RGMa atua em tipos celulares diferentes quando induzem sinalizacao via o
receptor Neogenina, ou como co-receptor da sinalizagdo das Proteinas
Morfogeneticas Osseas (do inglés Bone Morphogenetic Proteins, BMP).

A Neogenina é um receptor transmembrana multifuncional que pertence a
superfamilia das imunoglobulinas e € composta por quatro dominios de
imunoglobulinas (IG), seguidos por seis dominios de fibronectina tipo Il (FNIII), um
dominio transmembrana e uma porcéo intracelular (Rajagopalan et al., 2004;
Fitzgerald et al., 2006; Vielmetter et al.,2009). Duas porcdes de RGMa, a N-terminal e
a C-terminal, se ligam ao mesmo dominio FNIII (dominio 3 e 4) da Neogenina (Hata
et al.,2006; Schwab et al., 2005). Essa interagao entre RGMa e Neogenina inibe a
regeneracdo de axbnios e aumenta a neurodegeneracdo em locais de leséo
(Demicheva et al., 2015; Hata et al., 2006; Mueller et al., 2015; Shabanzadeh et al.,
2015), podendo inclusive acelerar a morte neuronal cronica por ativagao da microglia,
gue expressa RGMa em sua superficie quando esta ativada (Kitayama et al., 2011).

A inibicdo da interacdo entre RGMa e Neogenina, com anticorpos especificos contra
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RGMa, diminui o tamanho da lesdo causada por microglia inflamatoria em modelo
animal para esclerose multipla (Demicheva et al., 2015). Como consequéncia, 0
blogueio da RGMa expresso pela microglia induz o aumento do crescimento axonal,
tanto in vitro como in vivo, em lesdo inflamatdria da medula espinhal (Demicheva et
al., 2015).

Além da interacdo com Neogenina, RGMa, RGMb e RGMc também foram
identificadas como co-receptores da via BMP, membro da super-familia TGF-3 (Babitt
et al.,, 2005, 2006; Samad et al.,2005). A atividade das BMPs foi primariamente
observada como indutoras de formacéo 6ssea ectépica (Urist, 1965), demonstrando
habilidade em induzir células-tronco mesenquimais a se diferenciarem em células
Osseas (Wozney et al.,, 1988). Além da osteogénese, muitos processos e tipos
celulares também sao regulados pelas BMPs durante o desenvolvimento embrionario,
como crescimento e proliferacdo celular, apoptose e diferenciacdo (Wu & Hill, 2009;
Stewart et al., 2010). Essas moléculas também regulam a homeostase em tecidos
adultos, atuando na integridade das articulages, no inicio do reparo da fratura 6ssea
(Tsuji et al., 2006) e na remodelacdo vascular (Huang et al.,, 2010). O mal
funcionamento das vias de sinalizagdo causam desordens somaticas e hereditarias,
incluindo anormalidades esqueléticas, doencgas cardiovasculares (Cai et al., 2012) e

varios tipos de canceres (Gordon & Blobe, 2008; Massague, 2012).

1.5 RGMa no Desenvolvimento da musculatura esquelética.

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

Transcritos de RGMa e RGMb foram observados nos somitos de embrides de
galinha (Fig. 3), que sao estruturas embrionarias, derivadas de mesoderma paraxial,
que dao origem a derme, a musculatura esquelética do tronco e membros, aos
tendbes, vertebras e costelas. Mais especificamente, transcritos de RGMa foram
detectados nos sitios de origem de precursores da musculatura esquelética e das

células tronco musculares - as células satélites; enquanto transcritos de RGMb foram
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detectados nos sitios de sobreposicéo das células musculares ja diferenciadas (Jorge
et al., 2012).
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Figura 3. RGMa e RGMb sdo expressos durante o desenvolvimento, manutengdo e
crescimento da musculatura estriada esquelética. Em (A-F) observamos seccoes transversais
de embrides de galinha, a nivel de tronco segundo estagiamento Hamburger e Hamilton (HH).
RGMa é expresso em células mesenquimais envolta do glanglio da raiz dorsal (DRG) e nas
regiées do miotomo (M) e dermomiotomo (DM) dos somitos. Ja RGMb se mostra expresso no
DRG, e assim como RGMa, nas regides do miotomo (M) e dermomiotomo (DM) dos somitos,
regides que dardo origem aos precursores da musculatura esquelética. Em (G-L), observamos
uma visdo dorsal de embrifes inteiros cujo estagios estédo indicados a esquerda. Destaque
para a expressdo de RGMa e RGMb nos somitos (S) e nos membros em desenvolvimento
(seta). Imagem retirada de Jorge et al. (2012).

1.6 RGMs na Musculatura Esquelética e sua associa¢cdo com as Células Satélites

Apesar de estarem associadas com o sistema nervoso, achados de Jorge et al.
(2012) e Martins et al. (2015) demonstraram que os dominios de expressdo de RGMa

e RGMb se estendem para o desenvolvimento, manutencdo, crescimento e
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regeneracdo da musculatura esquelética. Em camundongos adultos, nosso grupo
demonstrou que RGMa, RGMb e RGMc estdo presentes no sarcolema da célula
muscular esquelética; enquanto RGMa foi adicionalmente identificado no sarcoplasma
dessas células, apresentando-se com um padréo estriado similar ao de proteinas de
sarcomero (Martins et al., 2015) (Fig. 4). As possiveis funcdes biolégicas de RGMa
nas células musculares foram investigadas em sistema in vitro utilizando-se a
linhagem celular C2C12. A super-expressao de RGMa em células musculares induziu
a hipertrofia das células musculares, com a formacdo de células com largura e
conseguentemente area maiores do que as células que super-expressaram o controle
(Martins et al., 2015). O knockdown de RGMa nestas células induziu a formacao de
células menores, com caracteristicas atréficas (Martins et al., 2015). Curiosamente, a
super-expressao de RGMa nessas células também induziu uma maior eficiéncia de
fusdo de mioblastos para a formacdo de miotubos multinucleados: as células que
super-expressaram RGMa apresentaram um maior nimero de nucleos (hiperplasia),

quando comparado as células com super-expressédo do controle (Martins et al., 2015)
(Fig. 5).
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RGMb

RGMc

Figura 4. Imunolocalizacdo de RGMa, RGMb e RGMc no tecido muscular esquelético de
camundongos adultos. (A e B) padrao de RGMa visto no sarcolema e no sarcoplasma; (C e
D) de RGMb com expressdo maior no sarcolema e quase sem expressao no sarcoplasma e
(E e F) de RGMc também com maior predominancia no sarcolema. Retirado de Martins et al.,
2015.
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Figura 5. Manipulacéo da expressdo de RGMa em células musculares da linhagem C2C12 e
em células primarias. A superexpressdo de RGMa induziu a hipertrofia (A e B) e hiperplasia
(E), enquanto Knockdown induziu a formagéo de mioblastos uninucleados (C e D). Retirado
de Martins et al 2015.

Esses resultados nos permitiram atribuir um papel para o RGMa como um
regulador positivo do tamanho da célula muscular esquelética e diferenciacéo,
possivelmente através de um mecanismo de inducéo de fuséo celular.

As células satélites estdo localizadas na periferia das fibras musculares
multinucleares, abaixo da lamina basal. Essas células permanecem em estado de
quiescéncia (em repouso) até serem ativadas em resposta a estimulos de
crescimento, remodelacédo ou trauma. Quando ativadas, as células satélites iniciam o
processo proliferativo, produzindo (i) novas células satélites, para reporem a
populacdo de células-tronco existente; e (ii)) novos mioblastos, que se alongam se
tornando midcitos, que irdo se fundir uns aos outros, se tornando miotubos, se

diferenciando em novas miofibras musculares com fungéo contratil.
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1.6 As Células Satélites e sua importancia no crescimento e regeneracao da
musculatura esquelética

Em 1961, foram descobertas as células satélites pelo pesquisador Alexander
Mauro, através da sua observacao criteriosa, utilizando microscopia eletrénica de um
conjunto de células adormecidas entre a membrana plasmatica e a lamina basal da
fibra muscular, indicando que seria um mioblasto adormecido pronto para realizar a
reparacdo do musculo quando necessario. Bernard Ktz (1970) realizou a mesma
observacgéo e apontou que essas células estavam associadas ao desenvolvimento e
crescimento das fibras musculares, entdo ambos passaram a chama-las de “células
satélites”. Atualmente as células satélites sdo conhecidas por serem um conjunto de
células-tronco residentes no musculo esquelético e extremamente importantes para o
desenvolvimento e reparo da musculatura, fornecendo mioblastos para reparar as
fibras musculares danificadas no individuo adulto (Juergen et al., 2011).

As células satélites sdo extremamente importantes para a regeneracdo do
musculo esquelético. Elas representam um volume muito pequeno em comparagao
com fibras musculares ja existentes, mas s@o as Unicas células capazes de reativar o
PM no individuo adulto e promover a hipertrofia do musculo. Muitos estudos tentam
entender os mecanismos moleculares por traz das células satélites, pois apesar de
possuirem a capacidade de fornecer novas fibras musculares, elas ndo séo incapazes
de regenerar o masculo em lesdes mais graves, ou resolver problemas patolégicos
como nas distrofias e atrofias musculares. No entanto, muitos pesquisadores
acreditam que entender o funcionamento dessas células, pode ser a chave para
resolver varios problemas patolélogicos, ou até mesmo ajudar em outras areas da
ciéncia, como selecionar animais para producéo de carne, melhorar o ganho de massa
muscular, ou entender como ocorre a sarcopenia.

Essas células sdo formadas ainda durante a embriogése pelos somitos, e
durante a vida pos-natal, quando o individuo passa pelo desenvolvimento muscular
durante a puberdade, sdo essas células capazes de induzir os mesmos fendmenos
gue ocorrem durante o desenvolvimento embrionario, através da ativacéo de fatores
de transcricdo genica compostos pela familia MyoD e assim promover o crescimento
dessa musculatura. Apds a puberdade, essa populacdo de células satélites
permanece em repouso, e sO ira ser reativada em caso de lesdo muscular. Quando

ocorre a lesdo, da-se inicio a degeneracéo, com necrose. Nesse momento, ocorre a
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liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico dessas células, levando a protedlise e
degeneracéo do tecido danificado (Yin, et al, 2013). A resposta inflamatoria que é
desencadeada pela necrose das miofibras, leva ao recrutamento de leucdcitos
circulantes. As primeiras células inflamatdrias a chegarem no local séo os neutrofilos,
nas primeiras 6 horas apos a lesdo muscular (Fielding, 1993; Tidball, 1995; Yin, et al,
2013). Posteriormente os macrofagos comecam a se infiltrar nas areas danificadas.
Segundo Chazaud B. (2009), esses macréfagos consistem em duas populacdes: (i)
0s primeiros a se infiltrarem na lesdo sdo os macréfagos pré-inflamatorios
CD68+/CD163+, (ii) seguidos dos anti-inflamatérios CD68-/CD163+. Esses primeiros
macrofagos atingem o pico 24 horas apos a lesdo e sdo 0s responsaveis por realizar
a fagocitose de parte do tecido danificado e assim comecam a secretar citocinas pro-
inflamatérias como TNFa e IL-1. A segunda populacdo de macréfagos vai comecar a
secretar citocinas anti-inflamatérias como IL-10 (Fig.6), que séo as facilitadoras para

levar a ativacao das células satélites (Bentzinger, 2013).
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Figura 6. Representacdo esquematica das influéncias das células imunes na ativacdo das

células satélites e regeneracdo do musculo esquelético. Retirado de Johnson, 2023.
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A caracterizacdo da quiescéncia das células satélites é marcada pela
expressao de Pax7, apos a lesdo essas células séo entéo ativadas, comecam a entrar
na fase proliferativa e a expressar MyoD, migram para o local da lesdo, se fundem
com as miofibras danificadas. Parte delas se auto-renova em novas células satélites,
para manter o pool de células residentes e propiciar uma futura regeneracao
(Maltzahn, 2013; Bentzinger, 2012). Segundo Bentzinger (2014) a migracdo das
células satélites ap0s a sua ativagdo é controlada por sinais da miofibra, incluindo
sinalizagéo através de Ephrin e Wnt7a.

Portanto, para que o musculo tenha uma regeneracéao adequada, € necessario
a interacéo altamente controlada entre célula satélite, e outras células de suporte, que
estdo presente no seu microambiente. Em condi¢cdes de homeostase perturbada
(como no caso do envelhecimento), a regeneracdo € dificultada, em resposta a
mudancas de interacdo entre 0 meio extracelular e as células satélites, incluindo perda
de fibronectina, atividade alterada da 31-integrina e niveis reduzidos do horménio anti-
envelhecimento Klotho, tudo isso levando a modificacdo desse microambiente onde
as células satélites residem, afetando significativamente a regeneracdo muscular
(Ahrens, et al 2018; Sahu, 2018).

Embora existam outros tipos celulares que sédo importantes para o reparo apos
lesdo, as células satélites sdo os principais impulsionadores da regeneracdao do
musculo esquelético. O equilibrio entre os estagios de quiescéncia, ativacdo e
diferenciacdo, sao extremamente importantes para que se tenha uma regeneracao
adequada, garantindo a homeostase da musculatura esquelética. A sinalizacédo e
interacdo com outros tipos de células, juntamente com a matriz extracelular
desempenham um papel importante no controle de todos esses processos. E o grande
desafio da ciéncia atual, € compreender como esses processos interagem, € como
sao afetados na idade e também na doenca.

Problemas no recrutamento dessas células levariam a um desequilibrio nesse
microambiente, resultando na nao ativacdo das células satélites, afetando a
regeneracao do musculo esquelético. Porém, outro grupo de células ndo-miogénicas
também sdo importantes para que essa regeneracao aconteca de forma correta. Entre
elas estdo as progenitoras fibro-adipogénicas, (do inglés, Fibro-adipogenic progenitor,
FAP), que estdo localizadas no interticio e s&o identificadas pela expressao de
PDGFRa - Receptor-a do fator de crescimento derivado de plaquetas (Schmidt, 2019).
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As FAPs sdo uma populacao de células bipotentes, capazes de se diferenciar
em adipdcitos e fibroblastos. Elas se encontram quiescentes em musculos saudaveis,
mas proliferam em caso de lesdo. Diferentes fatores, como o 6xido nitrico (NO),
controlam a diferenciacdo dessas células em adipécitos. No entanto, quando estdo
indiferenciadas, estas células FAP podem ter efeitos positivos sobre os mioblastos
ativados (Cordani, et al, 2014).

Dammone G. (2018) realizaram estudos in vitro e in vivo mostrando que FAPs
indiferenciadas podem induzir a diferenciacdo de mioblastos ativados atraves da
secrecdo de moléculas IL-6, IGF-1, Wntl, Wnt3a e Wnt5a. Além disso, mostraram que
as FAPs também controlam a ativacao das células satélites in vitro. O efeito positivo
das FAPs indiferenciadas é dado por sinais de fibras musculares intactas e saudaveis
sob condi¢cbes de homeostase, que impedem a diferenciacdo dessas células em
adipécitos.

Além de serem importantes para a regeneracao do masculo esquelético, essas
células também contribuem durante o envelhecimento, se diferenciando e levando ao

aumento de fibroblastos e a consequente liberacdo de colageno tipo | (Joe, 2010).

1.7 Plasticidade das Células Satélites

Embora as células satélites sejam conhecidas por apenas se diferenciarem em
miofibras, estudos com células satélites in vitro trazem evidéncias que questionam a
sua unipoténcia. Asakura (2001) provou que células satélites isoladas de camundongo
podem se diferenciar em ostedcitos, adipécitos e fibroblastos, a partir de sinais
apropriados do ambiente. E ainda mostraram que mioblastos de camundongos C2C12
expostos a proteina morfogenética éssea -2 (BMP-2) transdiferenciadas em células
progenitoras osteoblasticas, expressam marcadores como: fosfatase alcalina (ALP) e
osteocalcina, enquanto inibem a formacdo de miotubos multinucleados. Além disso,
quando sé&o cultivadas em um meio adipogénico, como o receptor proliferativo gama
ativado (PPARG) ou a rosiglitazona, as células satélites se diferenciam em adipdcitos
(Kook, 2006). Brack e seus colaboradores (2018) isolaram células satélites de
camundongos idosos, e mostraram que essas células adotam um destino fibrogénico,
durante a proliferacdo e através da ativacao via sinalizacdo wnt. Isso sugere que,
guando o ambiente dentro do musculo envelhece, promove uma conversao miogénica

fibrogénica.
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Apesar de todos esses estudos mostrarem a capacidade multipotente, das
células satélites in vitro, e também em condicbes normais in vivo, elas sempre
permanecem como uma célula-tronco unipotente do musculo esquelético (Asakura,
2019).

Alguns resultados preliminares do nosso grupo revelaram que RGMa pode ser
encontrado nos mionucleos, ao longo da fibra muscular adulta, no mesmo local onde
se encontram as células satélites, indicando uma possivel associacdo entre eles.
Compreender como as células-tronco musculares atuam, podera ndo s6 propiciar o
desenvolvimento de terapias celulares, para auxiliar no tratamento de doencas que
levam a perda de massa muscular, mas também auxiliar em outras areas da ciéncia,
como por exemplo, entender como melhorar o ganho de massa muscular durante as
atividades fisicas, e também selecionar animais para maior producéo de carne.

Diante desses achados, este presente estudo teve como objetivo, dar
continuidade aos trabalhos que vem sendo desenvolvidos no laboratério, para
investigar a possivel associagdo de RGMa, agora com as células satélites. Avaliamos
0 padrao de expressdo de RGMa nas células satélites, isoladas de camundongos e
cultivadas in vitro; e investigamos as possiveis funcdes de RGMa na proliferacdo e

diferenciacao de células satélites.
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2. OBJETIVOS

A presente proposta pretende avaliar (i) o padrdo de expressao de RGMa nas
células satélites isoladas de camundongos e cultivadas in vitro; e (ii) investigar as
possiveis funcdes de RGMa na proliferacéo e diferenciacdo dessas células satélites.

2.1 Objetivos especificos:

2.1.1 Investigar o padrdo de expressdo de RGMa nas células satélites quiescentes

até a sua diferenciacdo em cultura, por imunofluorescéncia.

2.1.2 Promover o knockdown de RGMa nas células satélites pela transfeccdo de

siRNA-RGMa e verificar os efeitos sobre a proliferacdo dessas células in vitro;

2.1.3 Promover o knockdown de RGMa nas células satélies pela transfec¢do de
siRNA-RGMa e verificar os efeitos sobre a diferenciacdo dessas células in vitro em

caso de ndo apresentar efeitos na proliferacao.



33

3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Camundongos selvagens da linhagem C57BL/6 (machos e fémeas) com cerca
de 7 a 8 semanas de idade, foram obtidos junto ao Centro de Bioterismo da UFMG -
CEBIO, e mantidos no biotério do Departamento de Morfologia, onde receberam racéo
(LABINA- PURINA), e 4gua ad libitum. Os procedimentos de manuten¢do dos animais
e cirargicos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA, sob
protocolo 366/2019.

3.2 Isolamento das células satélites

O protocolo que foi utilizado para isolar e cultivar células satélites foi descrito
por Rosenblatt e colaboradores (1995). Os animais (com cerca de 7 a 8 semanas)
foram sacrificados por sobredose anestésica: xilazina (30 mg/kg por Vvia
intraperitoneal) e Cetamina (300 mg/kg por via intraperitoneal). Em seguida, foram
posicionados na mesa cirargica com os membros inferiores estirados para a remocéao
do musculo EDL (extensor digitorum longus). Este musculo foi removido de tendao a
tenddo para o ndo prejuizo da integridade das fibras musculares (Fig.8). Todos os
materiais para cirurgia foram esterilizados com antecedéncia, e toda a éarea de
sacrificio foi limpa com alcool 70%. Uma vez removido, o musculo EDL foi digerido
com colagenase | 0,2% em DMEM, suplementado com gentamicina (Gibco),
previamente aquecida. Em seguida, o tecido foi levado ao banho-maria a 37°C sob
agitacdo a 175 rpm por 20 — 30 min, até que as miofibras musculares comecassem a
se destacar umas das outras. As miofibras foram finalmente separadas por pipetagem
e mantidas em meio de crescimento [MC: DMEM contendo 20% soro fetal bovino
(FBS) e gentamicina], em placas de petri , e depois, transferidas cada uma em um
poco de placas de cultivo, contendo MC. As miofibras isoladas foram incubadas a
37°C e 5% de COg, por 4 dias, sem trocar o meio (Fig.7).
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Satellite cell extraction protocol
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Figura 7. Esquema representativo do protocolo adaptado de Rosenblatt (1995), que foi utilizado neste
trabalho para o isolamento das células satélites.

O WSO BLC

Figura 8. Imagens do procedimento cirirgico, destacando a extracdo do musculo EDL
(extensor digitorum longus) dos animais. Utilizamos o musculo TA (Tibial Anterior), que fica

situado na regido anterior da tibia, para localizacdo do musculo EDL, durante o procedimento
cirdrgico de extragdo muscular.

Depois dos 4 dias de incubacdo, foi possivel observar que as células satélites,

ativadas devido o processo de digestdo, comecam a migrar das miofibras e a aderirem
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ao fundo da garrafa (Fig.9). Entédo foi feita uma lavagem com solucdo tampéao (PBS),
para retirar restos de fibras mortas, e as células aderidas deixadas na incubadora para
iniciar o processo proliferativo até atingirem a confluéncia necessaria para realizacao
do plagueamento. ApOs atingirem 60 a 70% de confluéncia, as células foram
dissociadas com tripsina a 0,5%, contadas em camara de Neubauer e realizado o
plagueamento sobre laminulas de plastico sem tratamento.

Figura 9.Padréo do cultivo das células satélites, em meio de crescimento. Ativagcdo, adesao
e proliferagé@o das células satélites apos 4, 6, 9 e 14 dias de cultivo em meio de crescimento.

A seta (em preto) indica uma miofibra ainda presente na cultura.

3.3 Padréo de expressdo de RGMa nas células satélites em cultura

O padrdo de expressdo de RGMa nas células satélites foi obtido por
imunofluorescéncia, utilizando anticorpo primario anti-RGMa (Thermo Fisher).

Resumidamente, as células satélites foram plaqueadas a 4x10* células/ poco
em placas de 24 pocos e cultivadas a 37°C e 5% de CO:2 por 2, 3 e 5 dias em MC,
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para a avaliacdo do perfil de expressao nas células em proliferacdo; e por 5 dias em
meio de diferenciacdo [MD: DMEM suplementado com 2% de soro de cavalo e 1% de
anti-anti], para a avaliacdo do perfil de expressdo durante a diferenciacdo dessas
células em miotubos. Ao término do periodo de incubacdo, o meio de cultura foi
removido e as células lavadas com PBS. As células foram entéo fixadas em PFA 4%
por 8 min, e lavadas por trés vezes em PBS. A permeabilizacao foi feita por incubacao
durante 30 min em Tween-20 0,1% em PBS a 37°C. O bloqueio de ligacdes
inespecificas foi realizado com BSA 5% em PBS, incubando-se por 1 hora a 37 °C.
Em seguida, o anticorpo primario anti-RGMa (Thermo Fisher ou Santa Cruz
Biotecnologia) foi adicionado diluido 1:100 em Tween-20 0,1% em PBS e BSA 1% e
incubados a 4°C overnight. A incubacdo com anticorpo secundario AlexaFluor 488
anti-rabbit, ocorreu da mesma forma, diluido 1:1000 em solu¢éo de Tween-20 0,1%
em PBS e BSA 1% a temperatura ambiente (TA), protegido da luz. Os ndcleos foram
corados com DAPI (diluido 1:1000 em PBS). A documentacdo dos resultados foi
realizada em microscopio de fluorescéncia Zeiss® Axio Vert.Al e as imagens
coletadas foram analisadas utilizando-se o software ImageJ®.

12 2a 3a
immunofluorescence immunofluorescence immunofluorescence
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Figura 10. Desenho experimental do plaqueamento e imunofluorescéncia das células em
meio de crescimento (MC) e meio de diferenciagdo (MD). Os controles positivos (+) e

negativos (-) foram determinados na presencga e auséncia do anticorpo primario anti-RGMa.
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3.4 Knockdown de RGMa nas células satélites

Os siRNA-RGMa e siRNA-controle foram obtidos na Thermo Fisher Scientific.
. O RNA mensageiro de RGMa possui cerca de 3.580 pb e o siRNA-RGMa adquirido
consegue se ligar em varios éxons do RNAm, conferindo assim, uma maior eficiéncia
no processo de diminuicdo da traducdo desse RNAmM ou de encaminhamento deste
RNAmM para ser destruido nas células (Fig.11). J& o siRNA-controle foi desenvolvido
para que fosse inserido um RNA pequeno nas células como controle da transfeccao,
mas sua sequéncia de nucleotideos nédo possui similaridade com qualquer RNAmM
presente nas células.

Para promover o knockdown dos transcritos endégenos de RGMa, as células
satélites foram plaqueadas na densidade de 2x10% células/poco em placas de 24
pocos em MC, sobre laminulas de plastico. Apés um dia de incubacéo a 37°C e 5%
COg, foi feita a preparagéo das solucdes A e B, seguindo-se as instru¢gdes do reagente
Lipofectamina 3000 (Invitrogen) (Fig.12). Resumidamente, por poco a ser
transfectado, 5ul de Lipofectamina 3000 foi diluida em 25 uL de meio Opti-MEM para
o preparo da solucéo A, que foi entdo misturada em vortex (2-3 vezes). Em seguida,
preparou-se a solucao B, contendo 50 uM do siRNA-RGMa ou do siRNA-controle,
diluidos em 25 uL de Opti-MEM cada (também preparada em volume suficiente para
transfectar todos 0s po¢os necessarios para as replicatas experimentais). Em seguida,
misturou-se a solugédo A com a B na proporcao de 1:1, seguido da incubacédo por 10-
15 minem TA, para permitir a formacao do complexo siRNA-lipideo. Apés este periodo
de incubacéo, o complexo foi adicionado as células por gotejamento. Apds incubacéo
por 2 dias a 37°C e 5% CO2, o meio de transfeccao foi substituido por MC fresco e a
cultura incubada por um periodo adicional de 2 dias.
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Figura 11. Representacdo da sequéncia do RNA mensageiro de RGMa e os sitios de

similaridade com os cinco RNAs de interferéncia (siRNA-RGMa) presentes no mesmo

produto.
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Figura 12. Desenho adaptado, a partir do protocolo do reagente Lipofectamine™ Stem

Transfection Reagent (Invitrogen). Disponivel em: https://www.thermofisher.com/document-

connect/documentconnect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFSAssets%2FLSG%2
Fmanuals%2FMANO0017080 LipofectamineStem UG.pdf.

3.5 Avaliacédo dos efeitos do knockdown de RGMa na proliferacao celular

Os efeitos do knockdown de RGMa na proliferacdo celular foram avaliados
sobre (i) a viabilidade celular, pelo ensaio de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolin] (Life Technologies); (i) por PCRq para marcadores de
proliferacdo de mioblastos; e (ii) por imunofluorescéncia utilizando-se o marcador de

proliferacéo Ki67 e contagem dos nucleos positivos para esta marcacgao.


https://www.thermofisher.com/document-connect/documentconnect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFSAssets%2FLSG%2Fmanuals%2FMAN0017080_LipofectamineStem_UG.pdf
https://www.thermofisher.com/document-connect/documentconnect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFSAssets%2FLSG%2Fmanuals%2FMAN0017080_LipofectamineStem_UG.pdf
https://www.thermofisher.com/document-connect/documentconnect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFSAssets%2FLSG%2Fmanuals%2FMAN0017080_LipofectamineStem_UG.pdf
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3.5.1 Ensaio de MTT para a determinacao da viabilidade celular apds transfeccéo

A viabilidade celular foi avaliada apos 2, 3 e 5 dias de transfec¢do. O ensaio
colorimétrico e baseado na reducédo de tetrazélio amarelo ([3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -
2,5-difenil brometo de tetrazolin] (Life Technologies) para cristais de formazan de
coloracao roxa por células metabolicamente ativas. As células viaveis contém enzimas
oxidorredutases dependentes de NAD(P)H, que reduzem o MTT em formazan. Os
cristais de formazan sao dissolvidos usando uma solucao de solubilizacdo contendo
isopropanol. A solugéo colorida resultante foi quantificada através da medida de sua
absorbancia em 500-600 nandmetros usando um espectrofotometro para placas
multipocos. Quanto mais escura a solucdo, maior o numero de células viaveis,

metabolicamente ativas.

Resumidamente, as células foram plaqueadas a uma densidade de 4x10%
células/poco em placas de 24 pocos em MC. Apdés 24 horas de incubacao, o MC foi
substituido por 500 uL de solucédo de MTT por poco. Apos incubacao por 2 horas a 37
°C e 5 % de CO2, a solugcéo de MTT foi retirada e cada poco foi lavado com PBS. Em
seguida, foram adicionados 500 uL de isopropanol acido em cada poco, para dissolver
os cristais de formazan. Feito todo o processo, 100 uL de cada amostra foi transferido
em triplicatas para uma placa de 96 pocos, sendo 3 pocos da placa destinados ao
controle somente com 100 uL de isopropanol. As amostras foram inseridas no
aparelho de ELISA, e a leitura foi realizada a 595 nm.

3.5.2 RT-PCRq

Extracdo do RNA total

Para as analises de RT-PCRq, o RNA total presente nas células satélites apés
knockdown com siRNA-RGMa e siRNA-controle foram extraidos, segundo protocolo
adaptado de Chomczynski e Sacchi (1987), utilizando o reagente Trizol Reagent
(Invitrogen).

Foram utilizadas 6 amostras das células (3 sSiRNA-RGMa e 3 siRNA-controle),
em triplicata, apos o knockdown para a extracdo do RNA total. Para isso, inicialmente
foi retirado o MC de cada amostra seguida de sua lavagem em PBS. Em seguida, foi

adicionado 1 mL de Tri-Reagent (Sigma-Aldrich) no primeiro poco de cada triplicata.
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Apos ressuspencao das células, estes 1 mL foram transferidos para o segundo poco
para a ressuspencdo das células, seguido do terceiro poco da triplicata. Apos a
ressuspensdo dos 3 poc¢os, a solucdo contendo 1 mL de Tri-Reagent e células foi
transferida para um tubo eppendorf de 1,5 mL limpo. Este procedimento foi realizado
para a coleta de todas as amostras.

Ap6s 5 min de incubacao a temperatura ambiente (TA) foram adicionados 200
ML de cloroférmio por tubo e, apds mistura por inversao, o material foi centrifugado por
15 min a 12.000 x g. Aproximadamente 400 pL da fase superior contendo o RNA total
foram transferidos para um novo tubo eppendorf e 500 yL de isopropanol foram
adicionados ao mesmo. ApdOs mistura por inversdo, o material foi incubado por 10 min
em TA. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 12.000 x g e o isopropanol foi
descartado. Em seguida, 1 mL de etanol 75% (para RNA) foi adicionado a amostra e
apos mistura em vortex, o material foi novamente centrifugado por 5 min a 12.000 x
g. 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 yL de agua DEPC
(nuclease-free) e incubado por 5 min a 55 °C. A integridade do RNA total isolado foi
verificada apds eletroforese em agarose 1% e a as amostras foram quantificadas em
espectrofotometro da marca NanoDrop® ND-1000 and ND-8000 8-Sample

Spectrophotometers.

Sintese de cDNA (DNA complementar)

Apbs avaliacdo da qualidade e quantidade do material extraido, cerca de lug
de RNA total foi entdo convertido em cDNA, seguindo instru¢gdes dos fabricantes do
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). O processo
ocorreu em duas reacdes. A primeira reagcao correspondeu a adicao de 1 uL de Oligo
dT (100uM), 1 uL de random primer e 1 ug de RNA total em um volume final de reacgéo
de 12 pL; seguindo-se incubacdo em termociclador, (MyCicler™ Thermo Cycler
System - Bio-Rad) a 65°C por 5 min, para ocorrer a desnaturacdo do RNA. Em seguida
a reacao permaneceu por 1 min em gelo, para que ocorresse o anelamento do primer
a cauda Poli(A) do RNAm presente na amostra total. A segunda reacéao foi realizada
apos este periodo de incubacido, com a adicdo de 1 yL da enzima Transcriptase
Reversa (RevertAidTM H Minus), 2 yL de dNTP MIX (10 mM), 1 uL de inibidor de
RNAse (RiboLockTM) e 4 uL de Buffer 5x (250 mM Tris-HCI, pH 8.3; 250 mM KCI; 20
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mM MgCI2; 50 mM DTT). A reacao foi incubada a 42°C por 1h, para permitir a
polimerizacdo das cépias do RNAmM em moléculas de cDNA e 70°C por 5 min, para

inativacao das enzimas.

Reac¢des da RT-PCRq e Primers

As reacoes de PCR quantitativa (RT-PCRq) foram realizadas utilizando-se 1 pL
do cDNA (diluido 1:10), 0,4 uL de cada um dos primers (a 10uM cada) e 5 uL de SYBR
Green PCR Master Mix (Thermo Fisher), para um volume final da reag¢ao de 10 uL. O
procedimento de amplificacdo ocorreu no termociclador Rotor-Gene (Qiagen). As
condi¢des de ciclagem utilizadas foram de 95°C por 2 min (ativacdo enzimética),
seguida de 40 ciclos a 95°C por 15 seg (desnaturagéo), 60°C por 15 seg (anelamento)
e 30 seg a 72°C (extensdo). Foram quantificados os niveis relativos de expressao dos
seguintes marcadores: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), que foi
utilizado como gene referéncia; Ki67 e PCNA, ambos marcadores de proliferagéo
celular. As sequéncias dos pares dos primers, a temperatura de anelamento e o
tamanho do amplicon esperado para cada um deles esta disponivel na Tabela 1. O
PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) € uma proteina cuja sintese ocorre no inicio
das fases G1 e S do ciclo celular. Embora inespecifico, € um excelente marcador para
células em proliferacdo, inclusive as células satélites (Yablonka., 1994). J4 o Ki67 é
um marcador presente nas fases S, G2 e M do ciclo celular, mas ausente em G0. Uma
vez tendo inicio a diferenciacdo celular, a sua expressdo também declina, e ndo é
especifico para células musculares. O GAPDH foi escolhido como gene referéncia
pois ndo esta presente apenas nas células musculares, mas sim em todos os tipos
celulares.

Tabela 1.Sequéncias, temperatura de anelamento e amplicon esperado dos primers
utilizados neste estudo.

PRIMER SEQUENCIA Ta | AMPLICON
(°C) (pb)

GAPDH
(Gliceraldeido- F:5-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3

3-fosfato 60 200

desidrogenase) R: 5 -TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3
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RGMA F: 5-CAACATCAGGAAGGCAGAAG-3

(Repulsive 60 314
Guidance R: 5-GCGTAGCACTGGGTAGGAAG-3’
Molecule A)
Ki67 F: 5-GCAGCCTCTTCACCCAAA-3
(ou MIB-1) 60 200

R: 5-GGCACTTTCACCTTCATCCA-3

PCNA F: 5-ACATTGGAGATGCTGTTGTG-3
(Proliferating cell 60 200
nuclear antigen) R: 5 -CAGTGGAGTGGCTTTTGTG-3

Anélise Estatistica

A expresséo diferencial dos genes foi avaliada estatisticamente por meio do
calculo do intervalo de confianca de 95% para as replicatas biologicas, fornecendo
uma medida robusta da variacdo entre as amostras. A metodologia estatistica seguiu
o modelo proposto por Pfaffl et al. (2002), que é amplamente reconhecido por sua
precisdo e confiabilidade na andlise de dados de expressao génica.

Os resultados obtidos foram sistematicamente organizados em tabelas,
facilitando a visualizacdo e interpretacdo dos dados. Foram calculados a média dos
valores de Ct, o desvio padrao, e as diferencas relativas de expressao génica (ACT e
AACT). Além disso, aplicou-se a férmula 2-AACT, conforme descrito por Pfaffl et al.
(2001), para quantificar a expressao relativa dos genes de interesse em comparagao
com um controle de referéncia.

Por fim, a analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software
REST2009, que permite uma avaliacdo detalhada e especifica da expressao génica,
incluindo a validagcdo estatistica das diferengcas observadas. Este software é
reconhecido por sua eficacia na andlise de dados de RT-PCR quantitativa,

proporcionando uma interpretagcdo confiavel e precisa dos resultados experimentais.
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3.5.3 Imunofluorescéncia para o marcador de proliferacéo ki67 e contagem dos
nucleos

O Ki67 é um marcador biolégico amplamente reconhecido por sua capacidade
de indicar a proliferacdo celular. Ele é expresso no nucleo das células que estdo no
ciclo de divisédo celular, mas ndo naquelas em repouso. Para avaliar a expressédo de
Ki67 e os efeitos sobre a proliferacdo celular, empregamos a técnica de
imunofluorescéncia. Esta metodologia permite a visualizacdo e quantificacdo das
células que estdo ativamente se dividindo, ou seja, as células Ki67-positivas.

Para isso, 2 h ap0s a transfecgcdo com siRNA-RGMa e siRNA-CTRL, células
satélites foram fixadas com PFA 4% por 8 min, seguido de 3 lavagens com PBS. Em
seguida, as células foram submetidas a uma permeabilizacdo durante 30 min em
Tween-20 0,1% em PBS a 37°C. O bloqueio foi realizado com BSA 5% em PBS,
incubando-se por 1 hora a 37 °C. Em seguida, foi adicionado o anticorpo primario
Ki67/MKI167, diluido 1:100 em Tween-20 0,1% em PBS e BSA 1% e incubados a 4°C
overnight. A incubacdo com anticorpo secundario AlexaFluor 488 anti-rabbit ocorreu
da mesma forma, diluido 1:1000 em solucéo de Tween-20 0,1% em PBS e BSA 1% a
temperatura ambiente (TA), protegido da luz. Os nucleos foram corados com DAPI
(diluido 1:1000 em PBS). A documentacdo dos resultados foi realizada em
microscopio de fluorescéncia Zeiss® Axio Vert.Al (aumento de 10x) e as imagens
foram coletadas de 5 areas por poco.

As imagens foram utilizadas para contagem manual dos nucleos positivos para
ki67, entre os tratamentos siRNA-RGMa e siRNA-CTRL, utilizando as marcacdes com
DAPI como controle. A andlise estatistica foi realizada seguindo-se o método

Student’s t test, utilizando-se a média de nucleos positivos por pogo.

4. RESULTADOS

4.1 Imunolocalizacdo de RGMa nas células satélites durante os estagios de

proliferacéo e diferenciacao.

Ao analisar as imagens obtidas por imunofluorescéncia para o anticorpo anti-
RGMa, foi possivel observar que, ao longo de 10 dias apds o plagueamento das
células satélites em MC, RGMa encontrou-se predominantemente localizado no

nacleo das células satélites, embora tenha uma baixa expressdo no citoplasma
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durante os estagios proliferativos (Fig. 13). A partir do décimo quarto ou décimo sexto
dia de cultivo em meio de crescimento, no entanto, foi possivel observar que a
expressdo de RGMa apresentou-se exclusivamente no nicleo das células. Ja durante
a diferenciacdo das células satélites, foi possivel observar que a expressdo de RGMa

encontrou-se exclusivamente na regido nuclear das células (Fig.14).

RGMa MERGE

3 dias 40X

6 dias 40X

10 dias 40X

Figura 13. Padréo de expressao de RGMa ao longo de 10 dias de cultivo em MC. Aumento
de 40x. Em (A) Imunolocalizagdo de RGMa na célula satélite apos 3 dias de plagueamento e
cultivo em MC; (B) marcacao do nucleo das células com DAPI, e em (C) a sobreposicédo de A
e B; (D) Imunolocalizagdo de RGMa na célula satélite apds 6 dias de plaqueamento e cultivo
em MC; em (E) marcacdo dos nucleos com DAPI; e em (F) sobreposi¢do de D e E; (G)
Imunolocalizagdo de RGMa nas células satélites apds 10 dias de plaqueamento e cultivo em

MC; (H) marcagéo dos nucleos com DAPI; e em (1) a sobreposicéo de G e H.
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Figura 14. Padrdo de expressdo de RGMa em células satélites cultivadas em meio de
diferenciacdo. Aumento de 40x. Em (A) Imunolocalizacdo de RGMa nas células satélites apos
3 dias de plaqueamento e 5 dias de cultivo em MD; (B) marcagéo dos nucleos dessas células

com DAPI; e em (C) a sobreposigéo de A e B.

4.2 knockdown de RGMa nas células satélites

Inicialmente, realizamos uma andlise de PCRq (Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real) para confirmar o sucesso do knockdown do gene RGMa
nas células satélites. Essa etapa foi crucial para avaliar se o siRNA-RGMa estava
efetivamente reduzindo a expressao desse gene.

Os resultados indicaram uma reducéo significativa na expressao de RGMa nas
células transfectadas com sIRNA-RGMa em comparacdo com as células
transfectadas com o controle, como mostrado no gréafico (Fig. 15). Isso confirmou que
0 SiRNA-RGMa estava cumprindo seu objetivo de reduzir a expressao do gene RGMa.
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Figura 15. Andlise da expresséo relativa de transcritos de RGMa nas células satélites apds o
knockdown com siRNA-RGMa, comparado ao controle, obtidas por PCRq. As células satélites
transfectadas com siRNA-RGMa sofreram uma diminuicdo significativa da expressédo de
RGMa, comparada aos niveis de expressdo observados nas células transfectadas com o
controle. SignificAncia estatistica * p<0.05.

4.3 Avaliacao dos efeitos do knockdown de RGMa

Apbs confirmar o sucesso na inducdo do knockdown na expressao de RGMa
nas células satélites, n6s passamos a investigar os efeitos da auséncia de transcritos
para este orientador de ax6nio sobre (i) a viabilidade celular, (ii) a expresséo de genes
associados a proliferacdo celular e (iii) a expressdo do marcador de proliferacdo

celular ki67.

4.3.1 Avaliacdo dos efeitos do knockdown de RGMa sobre a viabilidade das

células satélites.

Nesta etapa, investigamos os efeitos do knockdown do gene RGMa na
viabilidade das células satélites. Utilizamos o ensaio de MTT para avaliar a viabilidade
celular. Os resultados indicaram uma reducdao significativa na viabilidade das células
satélites tratadas com siRNA-RGMa, em comparacdo com as células tratadas com
siRNA-CTRL (Figura 16). Essa observacado sugere que a auséncia ou baixos niveis
de transcritos de RGMa afetam negativamente a viabilidade das células satélites em

cultura.
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Figura 16. Resultado do ensaio de MTT ap0s a transfeccdo de células satélites com siRNA-
RGMa e siRNA-CTRL. Foi possivel observar uma diminuigc&o significativa da viabilidade das

células satélites tratadas com siRNA-RGMa em comparag¢do com o controle.

4.3.2 Avaliacao dos efeitos do knockdown de RGMa sobre a expressao de genes
associados a proliferagéo celular, por PCRq

A andlise quantitativa foi realizada para avaliar os efeitos da auséncia de
transcritos para RGMa na expressdo de marcadores de proliferacao celular (Ki67 e
PCNA).

Os resultados mostram que as expressodes de ki67 e PCNA foram reprimidas
nas amostras transfectadas com siRNA-RGMa, quando comparadas ao controle, mas
sendo significativa apenas na expressao de PCNA (Fig.17). Juntos, estes dados
sugerem que a auséncia de transcritos de RGMa interfere na expressao de

marcadores de proliferagdo celular.
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Figura 17. Expressao relativa de RGMa, Ki67 e PCNA em células satélites tratadas com
SiRNA-CTRL x siRNA-RGMa. O knockdown de RGMa induziu a repressao significativa na
transcricdo de RGMa e PCNA, comparado as amostras controle. Analise realizada pelo
REST2009. *p<0,05.

4.3.3 Avaliacdo dos efeitos do knockdown de RGMa sobre a expressao do
marcador de proliferacao celular Ki67

Mais uma vez nossos resultados mostram que a auséncia de transcritos de
RGMa nas células satélites interfere na proliferacao das células satélites, uma vez que
as células transfectdas com SsiRNA-RGMa apresentaram um numero
significativamente menor de nudcleos ki67-positivos, comparadas as células
transfectadas com siRNA-CTRL (Fig. 18 e 19).

A morfologia das células também foi avaliada em microscopio invertido, antes
da contagem dos nucleos, para investigar se houve uma diferenca ap6s o Knockdown,
em relacéo ao controle. Nao foi observado nenhuma diferenca consideravel nessas
células que pudesse concluir que a auséncia dos transcritos de RGMa afetaria
também na sua morfologia, mas sim uma diminuicdo significativa na expresséo de

genes que marcam proliferagé@o celular, como mostrado no grafico a seguir.
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Figura 18. Andlise do numero de nucleos Ki67-positivos nas células satélites apds o
knockdown com siRNA-RGMa.

DAPI Ki67 MERGE

siRNA-RGMa 10X |

siRNA-CTRL 10X | ™

Figura 19. Padréo de expressao de ki67 nas células satélites, apés o knockdown com siRNA-
RGMa (aumento de 10x). Em (1) células que foram transfectadas com siRNA-RGMa, (A)
marcacado com DAPI; (B) Nucleos marcados com ki67, e (C) sobreposicdo de A e B. Em (2)
representando o controle, (D) marcacdo com DAPI, (E) marcacao dos nucleos com ki67, e (F)
sobreposicdo de D e E. A documentacdo dos resultados foi realizada em microscopio de

fluorescéncia Zeiss® Axio Vert.Al,e as imagens foram coletadas de 5 areas por poco.
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5 DISCUSSAO

RGMa foi o primeiro membro da familia RGM descrito atuando como pista
repulsiva para o crescimento axonal (Monnier et al.,2002). Mais tarde, os outros
membros da familia foram encontrados e descritos com base na semelhanca entre
sua sequéncia, sendo eles: RGMb, RGMc e RGMd (Hata et al.,2006; Liu et al.,2009).
Além do papel extensivamente estudado no tecido neuronal, RGMa foi ainda
encontrado por nosso grupo de pesquisa, como sendo expresso no tecido muscular
esquelético (Jorge et al.,2012). Trabalhos diferentes do nosso grupo, vem
consistentemente comprovando que RGMa é capaz de promover a hiperplasia e
hipertrofia das células musculares esqueléticas, quando cultivadas em meio de
diferenciacdo (Martins et al., 2015; Costa et al., 2021, Copola et al., 2022). Esses
membros da familia RGM tém papéis variados e podem estar envolvidos em
processos além do crescimento axonal. Em resumo, RGMa desempenha funcdes
importantes tanto no sistema nervoso quanto no tecido muscular esquelético, e suas
atividades sdo objeto de pesquisa continua para entender melhor seus mecanismos
e implicagdes.

O presente estudo procurou investigar o padrédo de expressdo e as possiveis
funcbes desempenhadas por RGMa nas ceélulas-tronco musculares esqueléticas,
conhecidas como células satélites. Essas células sdo extremamente importantes para
o tecido muscular, pois sado responsaveis por reativar o processo de crescimento e
regeneracao desse tecido em individuos apds o nascimento (Juergen et al., 2011).
Portanto, entender o funcionamento dessas células é um grande desafio na ciéncia
atual. Isso possibilita o desenvolvimento de futuras terapias celulares para tratar
doencas gque levam a perda de massa muscular. Além disso, essas pesquisas podem
ter aplicacées em outras areas, como a producéo de carne ou o esporte.

A primeira pergunta que fizemos neste trabalho, foi onde RGMa estaria
localizada nas células satélites, e se 0 seu padrdo de expressdo mudaria em
condicdes de ativagdo dessas células, a partir do estado quiescente até a proliferacédo
e diferenciagdo em miotubos maduros. Curiosamente, nossas analises revelaram que
RGMa apresenta expressédo mais abundante no nucleo, mas com alguma expressao
citoplasmatica nas células satélites, desde seu estado ativado até a sua diferenciacéo
em cultura. O padrdo de expressao esperado, era que RGMa fosse encontrado

exclusivamente na membrana plasmatica da célula satélite (assim como de todas as
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células), uma vez que se trata de proteina de matriz extracelular, contendo uma cauda
glicosilfosfatidilinositol (GPI) em sua por¢cao C-terminal, que permite a sua ligacdo a
membrana plasmatica das células, via o receptor Neogenina (Tassew et al., 2012;
Tian & Liu, 2013). A presenca de RGMa no nudcleo e citoplasma das células satélites,
levantou a hipotese de que RGMa esteja sendo processada, e encaminhada para
dentro da célula, para desempenhar alguma funcéo diferente da esperada para a
proteina presente na membrana. Essa descoberta abre novas perspectivas para
entender o papel multifacetado do RGMa no contexto da regulagdo muscular, e pode
ter implicacGes importantes para futuras terapias celulares.

O padrao de expressdo de RGMa nas células satélites levantou uma segunda
pergunta a ser respondida por este trabalho: por que o RGMa estaria no nucleo das
células satélites? A presencga de uma proteina no ndcleo sugere sua participacéo na
proliferacéo celular, ou na regulacdo da expressao génica.

Para responder esta pergunta, nos decidimos promover o knockdown dos
transcritos endégenos de RGMa nas células satélites, pelo mecanismo de RNA de
interferéncia. Por este método, um RNA fita dupla é sintetizado comercialmente de
forma a conter sequéncias que sejam complementares a sequéncia de RNAm do alvo
gue precisa ser bloqueado. Ao ser introduzido na célula, este RNA dupla fita € clivado
em fitas simples, que sdo entdo reconhecidas pelo complexo RISC. O complexo RISC
associado a uma dessas fitas simples de RNA, migram pelo citoplasma da célula até
encontrar o RNAm enddgeno, com complementariedade de bases com o RNA de
interferéncia. Ao encontrar seu par complementar, o RNA de interferéncia forma uma
fita dupla com o RNAm alvo, o que é suficiente para ativar na célula um mecanismo
de bloqueio da traducdo deste RNAm, ou de destruicdo desse RNAm, resultando em
ambos os casos na diminuicdo dos RNAm disponiveis para serem traduzidos em
proteina nas células (Franca, et al. 2010). Portanto, o método de RNA de interferéncia
é considerado uma forma de induzir o knockout de forma transiente (temporéria) nas
células. Utilizando este método, fomos capazes de reduzir significativamente o
namero de transcritos para RGMa nas células satélites, o que foi comprovado pela
quantificacdo por PCRq.

A partir desta comprovacdo, iniciamos investigando se a auséncia de
transcritos de RGMa poderiam resultar em efeitos na viabilidade dessas células-tronco
musculares. Os efeitos sobre a viabilidade celular foram avaliados pelo ensaio de

MTT. Este € um ensaio colorimétrico que permite quantificar a atividade das enzimas
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oxidorredutases das mitocondrias. Células que apresentam maior atividade dessas
enzimas, sao consideradas mais viaveis (Bournine, 2017). Este ensaio também é
muito utilizado para se aferir efeitos sobre a proliferacao celular, de forma indireta,
uma vez que células mais viaveis proliferam mais (Bournine, 2017; Oliveira, 2009).
Nossos resultados, revelaram que a auséncia de transcritos para RGMa foi capaz de
comprometer significativamente a viabilidade, e de forma indireta, a proliferacdo das
células satélites, quando comparado ao controle.

Os efeitos de RGMa na viabilidade das células satélites durante os processos
de regeneracdo muscular ainda ndo estdo completamente elucidados. No entanto, 0s
achados deste estudo fornecem evidéncias do papel regulador do RGMa na
viabilidade dessas células in vitro. E importante ressaltar que, embora tenhamos
observado a influéncia de RGMa nas células satélites em cultura, estudos mais
aprofundados sdo necessarios. Essas investigacbes devem buscar entender os
mecanismos moleculares especificos pelos quais RGMa afeta a viabilidade celular
durante os estagios de proliferacdo. Essa andlise deve ser realizada tanto em
sistemas in vitro quanto in vivo. Além disso, é crucial considerar que as células
satélites respondem a estimulos variados, dependendo do ambiente e das condi¢cdes
presentes. Portanto, compreender como o RGMa interage com outros fatores e
sinalizacdes é fundamental para desvendar seu papel completo na regulacdo da
viabilidade celular.

Como o MTT ndo é um ensaio que avalia diretamente o ciclo celular e a
proliferacdo, decidimos avaliar os efeitos do knockdown de RGMa também sobre a
expressdo de genes associados ao ciclo celular, como ki67 e PCNA. O gene ki67
codifica uma proteina envolvida na segregacdo dos cromossomos e na regulacédo da
divisdo nuclear mitética (Bullwinkel et al., 2006). J4 o PCNA é um gene que codifica
para um cofator da DNA polimerase delta, portanto, associado com a elongacéao da
fita de DNA durante a replicacao (Sakurai et al., 2005).

A expressdo desses transcritos foi avaliada por PCRqg e analise da
quantificacdo de células Ki67-positivas, detectadas por imunofluorescéncia. Nossos
resultados de PCRq revelaram que o knockdown de RGMa induziu a diminui¢ao
significativa na expressdo de PCNA, comparado ao controle. Nenhum efeito
significativo foi observado sobre a expressao de ki67. A analise de quantificacéo de
células marcadas por fluorescéncia revelou, no entanto, um efeito significativo na

quantidade de células Ki67-positivas, com uma reducado significativa nesse niumero
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nas células transfectadas com siRNA-RGMa, comparado ao controle. As diferencas
observadas nos efeitos sobre a expressdo de Ki67 detectadas por PCRg e
imunofluorescéncia, podem ser justificadas pela presenca de isoformas de transcritos
para Ki67, que sejam ndo associados a proliferacdo, mas quantificados por PCRg.
Juntos, estes resultados sugerem um papel importante para RGMa na proliferacéo
das células-tronco musculares em condi¢des in vitro.

Os mecanismos que envolvem o controle da proliferacao das células satélites
in vivo, & extremamente complexo e envolve fatores que podem atuar de maneira
direta ou indireta. Alguns autores apontam a participacao efetiva da matriz extracelular
(MEC) e fatores de crescimento na regulacdo desses processos (Yin, 2010). Os
componentes da MEC, como laminina, fibronectina e coldgeno, desempenham um
papel importante na manutencdo das células satélites no estado quiescente, na
proliferacdo e fusdo. Através da interacdo com a membrana plasmatica, esses
componentes podem desempenhar funcdes estruturais e regulatoria, afetando a
morfologia da célula, organizacdo do citoesqueleto, biossintese e expressédo génica
(Shenkman, 2010; Dong, 2013). Nossos resultados trazem RGMa como um integrante
do importante processo regulador da proliferacdo das células satélites. Um dos
grandes desafios é buscar entender se em condi¢cdes normais fora da cultura, RGMa
também poderia afetar na proliferacdo dessas células, e se sua auséncia poderia
implicar na viabilidade celular. Qualquer que seja o estimulo desencadeador, as
respostas obtidas de hiperplasia, hipertrofia ou simplesmente regeneracdo muscular,
devem cursar com a ativacao, proliferacdo e fusdo das CS as fibras musculares ja
existentes, revelando a importancia de RGMa para essas células e a regeneracao do
musculo esquelético.

Varios estudos tém demonstrado o alto poder proliferativo das células satélites
(Sachec, 2015; Dong, 2013; Shenkman, 2010). No entanto, dados quantitativos
também indicam que a proliferacdo das células satélites ndo é constante ao longo da
vida (Sachec, 2015). Alguns autores sugerem que, a medida que o musculo atinge
seu peso adulto, o numero de células satélites diminui, e essa reducéo se intensifica
com o envelhecimento. Por esse motivo, varios pesquisadores buscam entender quais
fatores ou estimulos afetam o metabolismo dessas células em resposta a idade,
lesGes (sejam microlesdes ou lesbes mais graves) e doencas.

Com isso podemos concluir que RGMa: um regulador multifacetado nas células

satélites do tecido muscular, além de ser uma molécula produzida pelo Sistema
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Nervoso Central (SNC) e exercer a funcdo de orientacdo repulsiva no crescimento
axonal, o RGMa também é encontrado em diversos outros tecidos do corpo, incluindo
o tecido muscular. No entanto, sua funcéo especifica nas células satélites do masculo
esquelético é particularmente intrigante.

Nossas descobertas revelaram que RGMa desempenha um papel importante
nas células satélites in vitro. Embora sua presenca no nucleo e citoplasma tenha sido
surpreendente, essa observacao abre novas perspectivas para entender como essa
molécula influencia a viabilidade e o comportamento dessas células.

Para avancar, novos estudos s&do necessarios. Devemos analisar outros
aspectos de RGMa, especialmente em resposta a miopatias, como distrofias e atrofias
musculares. Essa pesquisa pode fornecer insights valiosos para o desenvolvimento
de terapias celulares, e contribuir para o campo da ciéncia do desenvolvimento
muscular. Suas implicacdes nas células satélites representam um importante avancgo

cientifico e motivam investigacdes futuras.
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6 CONCLUSAO

Com a realizacéo deste trabalho, foi possivel concluir que:

RGMa é expresso nas células satélites, as células-tronco musculares
adultas;

RGMa é predominantemente encontrado no nucleo das células satélites,
tanto nos estagios de proliferacdo quanto na diferenciacdo celular,
sugerindo um papel importante para este orientador de axénio com
mecanismos de proliferacdo celular ou controle da expressao génica,

A auséncia de RGMa compromete a viabilidade das células satélites em
cultura;

A auséncia de RGMa compromete a expressdo de marcadores

associados a proliferacéo celular.
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