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RESUMO

Diversos estimulos fisiologicos sao capazes de causar modificacdes na
musculatura esquelética, levando a um aumento ou uma perda de massa
muscular. Varias moléculas estdo envolvidas em ambos 0s processos e
estudos recentes revelaram a presenca de Molécula Orientadora por Repulsdo
a (RGMa), no sarcolema e sarcoplasma de células musculares esqueléticas,
relacionando-a com a via de hipertrofia muscular. Entretanto, pouco se sabe
sobre o papel destas moléculas no processo de atrofia muscular e melhor
compreender 0sS seus mecanismos torna possivel o desenvolvimento de
terapias génicas, para reverter ou evitar a atrofia muscular. O presente trabalho
propds investigar uma possivel associacdo de RGMa com a regulacdo do
tamanho das fibras musculares por meio do modelo de atrofia muscular por
denervacdo. Foi possivel observar um aumento da expressdo de RNAm de
RGMa, bem como da forma soluvel da molécula ap6s denervacgéo, sugerindo
ativacdo de um mecanismo hipertréfico compensatério. A forma ancorada a
membrana diminui. A expressdo da molécula se restringe apenas a algumas
fiboras musculares atréficas, um padréo similar do encontrado para fibras
musculares normais. A via de sinalizacdo induzida pela forma soluvel de
RGMa-BMP4/Smad1/5/8-RohA parece estar ativada durante a atrofia por
denervagcao provavelmente para induzir a hipertrofia muscular e controlar a
perda muscular. Nossos achados reforcam que RGMa pode estar de fato

associado com a via de hipertrofia muscular.

Palavras chaves: atrofia muscular, RGMa, denervacdo, mecanismo

compensatorio.
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ABSTRACT

Several physiological stimuli are capable of inducing modifications in the
skeletal muscle, leading to an increase or loss of muscle mass. Many molecules
are involved in both processes and recent studies have revealed the presence
of the Repulsive Guidance Molecule a (RGMa) in the sarcolemma and
sarcoplasm of skeletal muscle cells, relating it to the muscle hypertrophy
pathway. However, little is known about the muscle atrophy process and
understanding its mechanisms allows the development of gene therapies. The
present work proposed to investigate a possible association of RGMa with the
muscle fiber size regulation through the muscle atrophy by denervation model.
It was possible to observe an increase in RGMa mRNA expression, as well as
of the soluble form of the molecule after sciatic nerve axotomy, suggesting
activation of a compensatory hypertrophic mechanism. The expression of the
ancored form is downregulated. The expression of the molecule is restricted to
only a few atrophic muscle fibers, in a similar pattern from that found for normal
muscle fibers. The signaling pathway induced by the soluble form of RGMa-
BMP4/Smad1/5/8-RohA appears to be activated during denervation, probably
to induce muscle hipertrophy to control muscle loss. Our findings reinforce that

RGMa may indeed be associated with the muscle hypertrophy pathway.

Key words: muscle atrophy, RGMa, denervation, compensatory mechanims.
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1. INTRODUCAO
1.1. Musculatura esquelética

O mdasculo, tecido especializado em contragbes, consiste em
aproximadamente 34% da massa corporal total, sendo considerado o maior
tecido corpéreo (Nie et al., 2015). Sua classificacdo se da de acordo com a
presenca de tecido conjuntivo entre as fibras musculares, sendo dividido entre
muscular estriado, incluindo o esquelético e o cardiaco, 0os quais sédo voluntario
e involuntério, respectivamente; e muscular liso, um musculo de contracéo

involuntaria (Collin, 2008).

Conectado aos 0ssos por meio de tenddes, o musculo estriado esquelético,
com mais de 6000 muasculos individuais, € responsavel por contrair-se para
gerar forca e movimento e participar ativamente do metabolismo corporal por
meio da mobilizacdo de glicose e da sensibilizacdo a insulina (Stump et al.,
2006; Biressi et al., 2007; Chal & Pourquié 2017). Além disso, € conhecido por
sua notavel habilidade de regeneracdo, a qual ocorre por meio de células-
tronco musculares conhecidas como células satélites (Nie et al., 2015). Em
adicdo, tem sido sugerido que a musculatura esquelética em contracdo
desempenha um papel como um 6érgdo enddcrino. Analises protebmicas do
produto de secrecdo da musculatura esquelética revelaram um complexo de
mais de 300 miocinas secretadas pelas células musculares (Chal & Pourquié
2017), tais como VGFA (Hoier & Hellsten, 2014), IL-6, miostatina, mionectina,
irisina (Raschke & Eckel, 2013), IL-8 (Pedersen, 2011), IGF-1, FGF-2, IL-15,

MMP2 (Hamrick, 2014), dentre outras.

O tecido muscular esquelético € composto por células cilindricas,
multinucleadas e alongadas de aproximadamente 30 cm, as quais contém um

grande numero de filamentos citoplasmaticos de proteinas contrateis,
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conhecidas como actina e miosina. Os musculos esqueléticos sdo delimitados
por uma camada de tecido conjuntivo, o epimisio, do qual partem finos septos,
compondo o perimisio. Esse, por sua vez, divide a musculatura em feixes de
fibras, as quais sdo envolvidas individualmente pelo endomisio (Junqueira &
Carneiro, 2008). Cada fibra muscular possui um diametro de 10 a 100 um,
sendo circundadas por um sarcolema, preenchidas por um sarcoplasma, que é
composto por porcdes claras e escuras alternadas, e contendo miofibrilas

embebidas (Collin, 2008).
1.2. Plasticidade muscular

A musculatura estriada esquelética € composta por uma mistura
heterogénea de tipos de fibras que sado classificadas de acordo com a
capacidade oxidativa, tempo de contracao, resisténcia a fadiga e producédo de
forca (Tessier & Storey, 2016). Buller e colaboradores (1960) revelaram pela
primeira vez um fenotipo completamente reversivel de miofibras de contracao
rapida para lenta e vice-versa (Buller et al., 1960). Essa plasticidade celular é
uma grande vantagem que deu aos mamiferos a habilidade de adaptar o
aparato muscular baseado no estimulo fisiolégico. Entretanto, condi¢cdes
patolégicas fazem com que essa condicdo promova adaptacfes deletérias a

organismos saudaveis (Tessier & Storey, 2016).

Diversos estimulos fisiolégicos sdo capazes de alterar o tamanho, a
capacidade funcional e o metabolismo da musculatura esquelética (Sartori et
al.,, 2014). O desenvolvimento, a resposta a sobrecarga mecéanica ou a
estimulacdo hormonal anabdlica (testosterona e agonistas B2-adrenérgicos),
por exemplo, sdo estimulos que induzem uma producéo de proteinas pelas
células musculares esqueléticas, processo conhecido como hipertrofia
muscular. Ja o envelhecimento, a fome, o cancer, a AIDS, o diabetes, a perda
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de input neural (como a denervacdo) e as doengcas neuromotoras sao fatores
que induzem uma degradacdo de proteinas musculares, processo conhecido
como atrofia muscular (Schiaffino et al., 2013). A gquantidade de massa
muscular €, portanto, determinado pelo balanco entre sintese de proteinas

novas — hipertrofia; e degradacéo de proteinas existentes — atrofia.
1.3. Atrofia muscular

Independentemente da causa, a atrofia é caracterizada pelas diminuicdes
de conteudo proteico, diametro da fibra muscular, producdo de forca e

resisténcia a fadiga (Jackman & Kandarian, 2004; Dutt et al., 2015).

A atrofia do musculo esquelético é debilitante, comprometendo a qualidade
de vida e, levando em consideracdo que as opcdes de tratamento e de
resultados clinicos positivos sédo reduzidos, ha um aumento da morbidade e da
mortalidade (Lynch, 2001; Zinna & Yarasheski, 2003). Enquanto que um
namero consideravel de pesquisas tem sido propostas para a identificacdo de
mecanismos moleculares que controlam a atrofia muscular esquelética, as vias
de sinalizacdes envolvidas e os tratamentos efetivos que podem prevenir,
atenuar ou reverter a atrofia muscular ainda ndo foram claramente definidos

(Foletta et al., 2011).

Compreender os mecanismos moleculares que determinam a quantidade
de massa muscular &, portanto, a base para que seja possivel desenvolver
terapias génicas ou celulares na tentativa de aumentar o tamanho das fibras
musculares, a forgca e a massa muscular de pacientes com atrofias do tecido

muscular.

Para tanto, a descoberta de duas proteinas E3 ubiquitinas ligases musculo
especificas, MAFbx, (Atrogin-1) e MuRF-1, renovaram as expectativas para a

identificacdo de alvos musculo especificos para manipulacdo terapéutica em
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casos de atrofia (Foletta et al., 2011). MAFbx, juntamente com MuRF-1
aumentam suas atividades transcricionais na maioria das condi¢des indutoras
de atrofia muscular, o que sugere que ambos sao regulados por um mesmo
conjunto de fatores transcricionais. FoxO (O-type Forkhead Transcription
Fator), fatores transcricionais presentes na musculatura esquelética, mais
especificamente FoxO1, FoxO3a e FoxO4, sdo responsaveis por regular a
transcricdo de ambas as E3 ligases (Bodine & Baehr, 2014) (Figura 1). Estudos
com a super-expressao de FoxO3 na musculatura esquelética adulta e com
camundongos transgénicos para FoxOl mostraram uma reducdo significativa
da massa muscular e fibras atroficas, enquanto que camundongos knockdown
para FoxO1 bloqueiam a regulacdo positiva da expressdo de MAFbx durante a
atrofia, prevenindo a perda muscular (Kamei et al., 2004; Sandri et al., 2004;

2007; Southgate et al., 2007).

IGF receptor

®

[N\

Protein synthesis

Recaott atrogin-1

\\\\\\\\\\\\

other genes?

Figura 1. Esquema da via de sinalizacdo dos processos de atrofia e hipertrofia muscular.
Doucet et al., 2007.

A ubiquitinizagcdo, processo que inclui uma série de reacdes envolvendo
trés classes de proteinas, E1, E2 e E3, comeca com a ativacdo, pela E1, de
ATP dependente de ubiquitina (Ub), a qual, uma vez ativada, é transferida para

uma E2 (Bodine & Baehr, 2014). O processo final envolve a transferéncia da
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ubiquitina de E2 para um substrato via E3. Estudos mostram que MAFbx e
MuRF-1 estdo envolvidos na ligacdo de substratos especificos para o processo
de ubiquitinizacdo e subsequente degradacédo de proteinas (Bodine & Baehr,
2014) (Figura 2).

+ ATP
® _“‘"l“‘-h AMP + PP,

\@\/

MuRF1

Substrate

N/
/\

Mensubiguitination oL Pelyubiquitination
Multi- KR
monoubiguitination K2g
l KE3 .
DMA Repair 3
Gene Expression Receptor o Protein
Endocytosis Endocytosis degraded
Signal W into peptides

Transduction
Kinase Activation

Endocytosis 265 Proteasome

Figura 2. Esquema da via ubiquitina-proteossoma, evidenciando os atrogenes MuRF-1 e
Atrogin-1, os quais aumentam sua expressdo em casos de atrofia muscular. Bodine et al., 2014.

Csib et al. (2010) e Tintignac et al. (2005) mostraram que MAFbx promove
a degradagdo de MyoD, um fator transcricional muscular, e de elF3-f, um
importante ativador da sintese proteica. Além disso, Lokireddy et al. (2012)
visualizaram a interacdo dessa proteina E3 com proteinas sarcoméricas, como
miosina, desmina e vimentina; fatores transcricionais; proteinas mitocondriais;
e enzimas envolvidas nas vias de glicolise e gliconeogénese. J& MuRF-1
interage com e controla a meia-vida de proteinas musculares estruturais, como

miosina de cadeia pesada (Clarke et al., 2007; Fielitz et al., 2007), troponina |
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(Kedar et al., 2004), actina (Polge et al., 2011), miosina ligada a proteina C e

miosinas de cadeia leve | e Il (Cohen et al., 2009).
1.4. Atrofia muscular por denervacéao

Uma rapida atrofia muscular ocorre quando a atividade neuromuscular é
reduzida ou ausente. Durante esse estado catabdlico, as proteinas musculares
sdo rapidamente mobilizadas como fonte de aminoacidos para a
gliconeogénese ou para a sintese de proteinas relacionadas ao estresse
(Sacheck et al.,, 2007). Estudos recentes mostram que a degradacdo de
proteinas aumenta durante a atrofia por denervacéo, especialmente a quebra
de proteinas miofibrilares. Mudancas similares na protedlise tém sido
observadas na diminuicdo da carga ou na inativacdo de musculos inervados.
Em musculos de roedores a maioria das proteinas € degradada por processos
dependentes de ATP, requerendo ubiquitina e proteosoma (Furuno, et al.,

1990; Tischler, et al., 1990; Haddad et al., 2003; Sacheck et al., 2007).

O controle da funcdo do musculo esquelético pelo sistema nervoso tem
sido alvo de interesse para muitos pesquisadores por mais de 100 anos
(Baldwin et al., 2013). O sistema nervoso controla o musculo esquelético por
meio de dois mecanismos: (1) controle neuromuscular, no qual a contracao
muscular inicia-se com impulsos nervosos, gerados no cortex motor cerebral,
gue despolarizam o sarcolema, havendo um acoplamento eletromecanico e (2)
controle neurotropico, que é independente de atividade elétrica de neurbnios
motores, mas € dependente da liberacdo de fatores sollveis pelos terminais
nervosos de neurbnios motores nas jungdes neuromusculares (Cisterna et al.,

2014).

A perda do suprimento nervoso por uma fibra muscular também resulta em

um quadro atréfico devido a um excesso de protedlise mediada por ubiquitina
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por meio da via de proteossoma (Moresi et al., 2010). Estudos de Macdonald et
al. (2014) demonstraram, no entanto, que a atrofia causada por denervacao
nao é induzida pela via Akt-FoxO3a-E3 ubiquitinas ligases e que ndo pode ser
resgatada pela inibicdo da miostatina. Evidéncias mostraram que um aumento
na ativacdo de Akt pode ser benéfico para o musculo durante os estagios
iniciais da atrofia causada por denervagdo (Bodine et al., 2001); mas Akt,
MTOR e SGK néo representam um alvo terapéutico promissor para individuos
acometidos por uma denervacdo prolongada (Macdonald et al., 2014). Assim,
sugere-se que nao ha uma via universal responsavel por todas as formas de
atrofia e a denervacéo deve ser considerada como uma condicdo patogénica
distinta (Macdonald et al., 2014). Portanto, a atrofia muscular induzida por

denervacgdo ainda ndo tem seus mecanismos moleculares esclarecidos.
1.5. Moléculas orientadoras

A familia de moléculas orientadoras foi primeiramente descrita no sistema
nervoso como sendo responsavel por determinar a formacéo e crescimento de
axbnios e dendritos em direcao a regido alvo (Chilton, 2006; Bonanomi & Paff,
2010). Até hoje sado conhecidas cinco familias de receptores/ligantes, sendo
eles classificados como atrativos ou repulsivos. Efrinas e netrinas, por exemplo,
sdo moléculas atrativas que atraem o crecimento axonal para determinada
regido por meio da polarizacao da atividade protrusiva (Bonami & Paff, 2010);
enquanto que semaforinas, ROBO (Roundabout receptore) as moléculas
orientadoras por repulsdo (RGMs) repelem o crescimento dos axénios por meio
da inibicAo da atividade protrusiva do cone de crescimento em suas
extremidades (Monnier et al., 2002; Gallo & Letouneau, 2004). Além de

atuarem como pistas para o direcionamento do crescimento de axoénios, as
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moléculas orientadoras foram também identificadas como sendo responsaveis

pela formacao do padrao vascular (Adams & Eichmann, 2010).

As RGMs compdem uma familia de moléculas orientadoras composta
por RGMa, RGMb (DRAGON), RGMc (hemojuvelina, HJV, HFE2) e RGMd. As
quatro RGMs expressas em vertebrados dividem, em média, 40-50% de
identidade na primeira sequéncia de aminoacidos. Sua estrutura geral €
composta por uma regido N-terminal como peptideo sinal, um dominio von
Willebrand (VWF) tipo D parcial, o qual inclui regides altamente conservadas e

um sitio de clivagem catalitica, e uma ancora GPI C-terminal (Tian & Liu, 2013).

Dentre as funcdes ja conhecidas, as RGMs foram identificadas no cancer,
promovendo a proliferacdo celular de linhagens celulares para o cancer de
cllon e acelerando o crescimento tumoral (Shi et al., 2015); e em processos
inflamatorios, inibindo a migracdo leucocitaria e suprimindo a resposta

inflamatéria durante o desenvolvimento embrionario (Mirakaj et al., 2011).
1.6. Molécula Orientadora por Repulsdo a (RGMa)

Como molécula orientadora da axonogénese, 0s papéis biolégicos
exercidos por RGMa foram melhor caracterizados. Transcritos de RGMa
podem ser detectados durante o desenvolvimento do sistema nervoso de
embrides de galinha, na maioria das vezes sobrepondo-se a RGMb (Jorge et
al., 2012). Em embribes de camundongos, RGMa comeca a ser expressa no
estagio E8.5 e perdura durante todo o restante do processo (Schmidtmer &
Engelkamp, 2003), podendo ser identificada no mesencéfalo, hipocampo, parte
do tronco cerebral e da medula espinhal (Brinks et al., 2004; Niederkofler et al.,
2004; Oldekamp et al.,, 2004). Foi ainda obsevado que a molécula esta
envolvida em processos de proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia de

neurdnios (Matsunaga et al., 2006). Estudos de Hata e colaboradores (2006)
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revelaram que ha um aumento de expressdo de RGMa ap0ds injuria no sistema
nervoso central, além de que, in vitro, a molécula se comporta como um
inibidor da formac&o de neuritos cerebelares. Recentemente, RGMa vem
sendo associada com esclerose multipla, encefalomielite autoimune e doenca
de Parkinson (Nohra et al., 2010, Demicheva et al., 2015; Harada et al., 2016;

Miller et al., 2016).

No entanto, o estudo da expressao também revelou transcritos de RGMa
em varios tecidos ndo-neurais, em estagios embrionarios e adultos, sugerindo
um papel mais amplo, além de molécula orientadora. Além dos tecidos neurais,
RGMa foi detectada na coclea, pulmdo, membros em desenvolvimento
(Oldekamp et al., 2004), intestino (Metzger et al., 2005), coracao, figado, pele,
testiculo, rins (Babitt et al., 2005), em células mesenquimais ao redor do
ganglio da raiz dorsal e nos somitos, estruturas embrionarias transitorias
responsaveis pela origem da musculatura esquelética do tronco, derme e

coluna vertebral e vértebras (Jorge et al., 2012).
1.7. Sinalizacdo de RGMa

No tecido nervoso, a molécula de RGMa é capaz de exercer seus efeitos
ao se ligar ao receptor de neogenina (Kang et al., 2004; Rajagopalan et al.,
2004). Neogenina € composta por quatro dominios semelhantes a
imunoglobulinas e seis dominios de fibronectina tipo Il em sua porcdo
extracelular, um dominio transmembrana e uma porgdo intracelular
(Rajagopalan et al., 2004; Fitzgerald et al., 2006; Hata et al., 2006; Vielmetter
et al., 2009; Tassew et al., 2014). Tanto o orientador de axénio netrina, quanto
RGMa se ligam ao dominio de fibronectina, mas RGMa apresenta maior
afinidade de ligagéo a esse receptor (Geisbrecht et al., 2003; Rajagopalan et
al., 2004). Evidéncias mostram que, na orientacdo axonal, a ligacdo RGMa-
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neogenina € responsavel por mediar a ativacdo de RhoA GTPase, pequenas
proteinas que sao importantes na dinamica do citoesqueleto de actina (Conrad
et al., 2007), funcionando como mediadores principais ligando o sinal de

orientacdo a dinamica do citoesqueleto (Conrad et al., 2007).

O processamento da molécula de RGMa envolve clivagens autocatalitica e
proteolitica, promovidas por meio das enzimas SKI-1 e Furina (Figura 3). O
processo origina sete formas diferentes desta proteina, sendo quatro formas
ancoradas a membrana (33 kDa, 37 kDa e duas formas de 60 kDa) e trés
soltveis (60 kDa e duas formas de 30 kDa) e todos esses produtos se ligam ao

mesmo dominio 3-4 da Fibronectina Ill no receptor Neogenina (Tassew et al.,

2012).
A Furin SKI-1
Y ¥] -DTT +DTT.
CFL-RGMa LN-RGMa 60 33
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C-RGMa 5 33 33 | C-RGMa
=
(1]
RGMa37 L_I;I 37 33
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Além disso, todos os membros da familia RGM também foram identificados
como correceptores da sinalizacdo induzida por BMPs (Proteinas
Morfogenéticas Osseas). Estudos de Samad e colaboradores (2006)
demonstraram a potencializacdo da sinalizacdo de BMP2 e BMP4 in vitro por
RGMb. Posteriormente, a mesma capacidade foi descoberta para RGMa

(Babitt et al., 2005) e RGMc (Babitt et al., 2006).

As BMPs, juntamente com outros fatores de crescimento e diferenciacéo

(Growth and Differentiation Factors, GDFs), se ligam a uma combinacdo de
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receptores tipo Il, incluindo BMPRII, ActRIIA e ActRIIB, antes de promover o
recrutamento de receptores do tipo I, como BMPIA (ALK3), BMPIB (ALKG6) e
ActRIA (ALK2) (Yamashita et al., 1995; Rosenzweig et al., 1995). O complexo
formado pela ligacdo dos receptores tipo | e Il fosforilam e heterotrimerizam
proteinas Smad1/5/8 que, em associacdo com Smad4, sao translocados para o
ndcleo para induzir a regulagéo transcricional de genes alvo (Massague et al.,
2011). RGMa forma um complexo com os receptores de BMP tipo | (ALK3 e
ALK®), liga-se a BMP2 e BMP4, o que facilita a associacdo deste complexo ao
receptor tipo Il (ActRIIA e BMPRII), e ativa a via de sinalizacdo de Smad1/5/8,

induzindo a proteina Id1 em neurdnios (Babitt et al. 2005; Xia et al. 2007).
1.8. RGMa na musculatura esquelética

Como dito anteriormente, o papel biolégico de RGMa vai além da repulsao
axonal durante a embriogénese. Em 2010, Jorge e colaboradores sugeriram
pela primeira vez uma associacdo de RGMa com a musculatura esquelética. O
grupo de pesquisa, durante seus estudos, identiticou transcritos de RGMa
exclusivamente expressos no tecido muscular esquelético (Jorge et al., 2010).
O padrdo de expressdo durante o desenvolvimeto embrionario de galinhas
sugeriu um papel biolégico para RGMa e RGMb também na miogénese (Jorge
et al., 2012). Transcritos de RGMa e RGMb foram detectados nos somitos,
estruturas precursoras do esqueleto axial e do musculo estriado esquelético
(Jorge et al., 2012). Especificamente, transcritos para RGMa foram detectados
nos somitos exatamente no momento e local de origem dos precursores
musculares e das células tronco musculares, as células satélites; enquanto que
RGMb foi identificado nos locais de células musculares ja diferenciadas (Jorge

et al., 2012).
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RGMa foi ainda identificada na musculatura adulta. Martins e
colaboradores (2015) detectaram, por imunofluorescéncia, RGMa na célula
muscular esquelética adulta de camundongos, apresentando-se com um
padrao estriado no sarcoplasma, e também por todo o sarcolema. Em analises
in vitro, a super-expressdo de RGMa em células musculares induziu a
formacdo de miotubos mais largos e com maior eficiéncia de fusdo de
mioblastos em miotubos; enquanto que o knockdown desta molécula nestas
células induziu a formacdo de células menores, com caracteristicas atroficas

(Martins et al., 2015).

Paralelamente, estudos recentes demonstraram que a sinalizacdo BMP
possui um papel no controle funcional de células satélites, as células-tronco
musculares, durante a miogénese de células musculares adultas (Sartori &
Sandri, 2015). Durante sua ativacao e proliferacao, as células satélites induzem
a expressao de altos niveis de ALK3, o que induz a fosforilacdo de Smad1/5/8
(Sartori & Sandri, 2015). A super-expressdo de ALK3 no tecido muscular
aumentou os niveis de forforilacdo de Smad1/5/8, resultando em um aumento
do tamanho da fibra e, assim, culminando em uma hipertrofia muscular (Sartori
et al., 2013). Por outro lado, a expressao de Noggin, um antagonista de BMP,
reduziu a forforilacdo de Smad1l/5/8, causando um quadro atréfico (Sartori et
al., 2013). Os mecanismos responsaveis por promover um quadro hipertréfico
por meio de BMP envolvem, aparentemente, uma conexdo entre
BMP/ALK3/Smadl1/5/8 e Akt/mTOR, ja que, como mostrado por Sartori &
Sandrio (2015) a inibicdo da sinalizagdo por mTOR é suficiente para
parcialmente prevenir a hipertrofia da musculatura esquelética mediada por

BMP.
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Portanto, os resultados obtidos pela indugcdo/auséncia de RGMa em células
musculares in vitro e com BMP na musculatura esquelética foram similares e
ambos sugeriram um papel para a via de sinalizacdo RGMa/BMP/Smad1/5/8
na regulacdo do tamanho da fibra muscular esquelética. Mas esta associacao

nao foi estudada até o momento.

Como préximo passo na comprovacdo desta hipotese, este trabalho
procurou analisar a expressdio de RGMa em um modelo animal que
apresentasse uma alteracdo de massa muscular rapida e que fosse possivel
de ser reproduzida no laboratério. Entre os modelos disponiveis, optamos pela
denervacdo, que apresenta efeitos evidentes na morfologia da atrofia muscular,
mas com via de sinalizacdo ainda ndo completamente caracterizada. Além
disso, a presenca de uma molécula orientadora no sarcolema da célula
muscular esquelética sugere um papel para RGMa na comunicacdo que se

estabelece entre o sistema nervoso e muscular.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar uma possivel associacao de
RGMa com os mecanismos moleculares reguladores do tamanho da fibra

muscular, em modelo animal de atrofia muscular por denervagao.
2.2. Objetivos especificos

o Reproduzir o modelo de atrofia muscular por denervagcdo em

camundongos adultos, por axotomia do nervo isquiatico;

26



o Comprovar a inducéo da atrofia muscular apos denervagéo por: (a) RT-
PCRq para os marcadores Atrogin-1 e MuRF-1; e (b) mensuragéo das

fibras musculares atroficas e controle, por morfometria;

o Quantificar a expressdo de RGMa na musculatura atrofica por RT-PCRq e

western blot;

o Avaliar o padrdo de expressao de RGMa na musculatura atrofica adulta

por imunofluorescéncia.

o Quantificar a expressédo de componentes da via de sinalizagcdo de BMP e

Neogenina na musculatura atréfica western blot.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Camundongos machos, da linhagem Swiss (seis semanas de idade)
foram utilizados para axotomia do nervo isquiatico, a fim de desenvolver o
modelo de atrofia muscular por denervacdo. Os animais foram adquiridos do
Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e mantidos na sala de experimentacdo animal do Departamento de
Morfologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFMG, em ciclo de
luminosidade claro/escuro de 12:12 h e ragdo e agua disponibilizados ad
libitum. Os procedimentos experimentais realizados neste trabalho foram
executados de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal,
adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, sob protocolo de niimero

446/2015.

3.2. Procedimento cirargico: axotomia do nervo isquiatico
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Trés grupos de cinco animais foram previamente anestesiados, via
intraperitoneal, com uma associacdo de cloridrato de xilazina (8 mg/kg)
(Xilazin®, Ceva) e cloridrato de cetamina (100 mg/kg) (Cetamin®, Syntec). Foi
feita a tricotomia da coxa direita e incisdo cirurgica paralela ao fémur. O nervo
isquiatico foi exposto pela retracdo da fascia e dos musculos biceps femoral,
gastrocnémio e tibial cranial e uma porcdo de 1 cm do mesmo foi extraida
(Figura 4; Batt & Brain, 2013). Posteriormente, a pele foi suturada com fio de
nylon 4.0 e agulha de 20 mm. A perna esquerda sofreu 0 mesmo
procedimento, exceto pela extracdo do nervo isquiatico, sendo entdo utilizada
como controle. No pds-cirdrgico os animais receberam cloridrato de tramadol (4
mg/kg) (Tramal®, Pfizer) no dia da cirurgia e diariamente durante um periodo
de trés dias. Os camundongos foram eutanasiados 7 e 14 dias apés a
axotomia, por sobredose anestésica de cloridrato de xilazina (Xilazin®, Ceva) e
cloridrato de cetamina (Cetamin®, Syntec), via intraperitoneal. O musculo
gastrocnémio direito foi coletado para andlises e comprovacdo da atrofia

muscular e o0 musculo gastrocnémio esquerdo foi coletado para controle.

Figura 4. Exposicdo de nervo
isquiatico: nevo isquiatico exposto
ap6s retracdo da fascia e dos
musculos biceps femoral,
gastrocnémico e tibial cranial.

3.3. Comprovacgéo da atrofia muscular apds axotomia

3.3.1.Mensuracéo da area de seccdao transversal fibras musculares
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Os musculos gastrocémios controle e denervado foram coletados 14 dias
apos o procedimento de retirada de uma porcdo do nervo isquiatico. Os
musculos foram fixados em PFA 4% por 48 horas e desidratados em uma
série ascendente de alcool. As amostras foram diafanizadas em trés banhos
de xilol, submetidas a trés banhos de parafina e emblocadas em parafina para
posterior microtomia. Seccdes transversais de 6 pm foram obtidas e
submetidas a técnica de coloracdo em hematoxilina-eosina. Foram analisadas
100 células, em 14 campos aleatdrios, em fotomicroscopio de fluorescéncia
BX500F4 Olympus com o auxilio da objetiva de 10x, a fim de se determinar o
comprimento e a largura das fibras. Os dados foram avaliados por célculo da
média com desvio padrdo apos obtencdo da area e do diametro das mesmas,

como indicado por BRITO et al., 2006 e PAIXAO et al., 2011.
3.3.2.RT-PCRq

Os iniciadores necessarios para técnica de RT-PCRq foram desenhados
pelo software Primer3 Plus, com base nas sequéncias de Mus musculus
depositadas no GenBank. Foram obtidos iniciadores para o0s atrogenes

(Atrogin-1, MuRF-1) e GAPDH, que foi usado como gene referéncia.
3.3.3.Buscas pelas sequéncias dos genes nos bancos de dados

As sequéncias de nucleotideos dos genes Atrogin-1 e MuRF-1 de Mus
musculus foram obtidas a partir do banco GenBank do National Center of
Biotechnology Information (NCBI), disponivel em www.ncbi.nim.nih.gov. O sub-
banco “Gene” foi utilizado para identificar transcritos de Atrogin-1 e MuRF-1 ja
sequenciados. As sequencias identificadas apresentaram ID: 67731 e ID:

433766 para Atrogin-1 e MuRF-1, respectivamente.

3.3.4.Desenhos dos iniciadores
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Os amplicons desejados foram de 200 a 300 pares de bases (pb) e as
sequencias obtidas para Atrogin-1 foram F — 5 CTGTAAGGCAAGGGGTGGT
3 e R -5 GTATGGAGCAGGGATTGGAG 3’ e para MuRF-1 foram F — 5
GGTGCCTACTTGCTCCTTGT 3 e R-5 GGTGGTGGCTATTCTCCTTG. Para
GAPDH  foram  obtidos o0os seguintes iniciadores: F - &
GTGAAGGTCGGTGTGAACG 3 e R -5 ATTTGATGTTAGTGGGGTCTCG 3’
(ID: 14433).

Os iniciadores fornecidos pelo Primer3 Plus foram avaliados pelo programa
Netprimer (para avaliar o potencial de formag&do de dimeros, estabilidade,
formacéo de haripin); e, em seguida, pelas ferramentas de dominio publico
fornecidas pelo NCBI, disponiveis em www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST, foi
realizado um Basic Local Alignment Search (BLASTN), para a certificacédo de
gue as sequéncias a serem amplificadas corresponderiam especificamente aos

genes Atrogin-1 e MuRF-1 em Mus musculus.
3.3.5.Extracdo de RNA total

O RNA total das amostras de tecidos musculares de camundongo adultos
gue sofreram a cirurgia de denervacao foi extraido seguindo as instrucées dos
fabricantes do Trizol Reagent (Life Techonologies). Resumidamente,
aproximadamente 100 mg dos musculos atréfico e controle foram macerados,
separadamente, em nitrogénio liquido, com o auxilio de um cadinho e pistilo.
Os materiais macerados foram imediatamente transferidos para um tubo falcon
de 15 mL, contendo 1 mL de Trizol Reagent. Apds alguns minutos de mistura
por vortex, as solu¢cdes foram aliquotadas em eppendorfs. A estes, foram
adicionados 200 uL de cloroférmio e, ap0s mistura por inversao, os materiais
foram incubados por 3 min em temperatura ambiente (TA). Os materiais foram

centrifugados por 15 min a 13400 rpm para separacdo do RNA total (de cor

30



transparete e pouco denso), do DNA (de cor vermelha e muito densa) e das
proteinas (de cor branca e densidade intermediaria). Aproximadamente 400 uL
da fase contendo o RNA total foram transferidos para um novo eppendorf e 500
ML de isopropanol foram adicionados ao mesmo. ApGs mistura por inversao, 0s
materiais foram incubados por 20 min em freezer -20°C. As amostras foram
entdo centrifugadas por 10 min a 13400 rpm e o isopropanol foi descartado. Os
pellets resultantes foram lavados com 1 mL de etanol 75% gelado. Apos
mistura em vortex, os materiais foram centrifugados por 5 min a 12500 rpm e
ao final do processo o etanol foi descartado. A etapa do etanol foi repetida mais
uma vez, para garantia de limpeza das amostras. Os eppendorfs com os pellets
formados foram deixados para secar em termomixer por 5 min a 38°C. Os
pellets foram hidratados utilizando 20 uL de agua DEPC (0.1%) e incubados
por 5 min a 55°C. Ao final do processo, os produtos obtidos foram avaliados
qguanto a concentracdo e qualidade em espectrofotometro, observando-se a
absorbancia em 260/280 nm neste aspecto. Em seguida, uma eletroforese em
gel de agarose 1% (para RNA, preparado com solu¢cdes contendo agua tratada
com dietilpirocarbonato - DEPC 0,1%), corado com GelRed™, foi realizada
para a verificacdo da integridade dos RNAs, bem como se nao houve

contaminagéo com DNA.
3.3.6.Preparacao do cDNA (DNA complementar)

Cerca de 1 ug de RNA total foi convertido em DNA complementar (cCDNA),
seguindo as instrucées dos fabricantes do kit RevertAid ™ H. Minus First Stand
cDNA Synthesis (Fermentas). O processo ocorreu em duas reagoes.
Resumidamente, a primeira reag¢éo correspondeu a adicdo de 1 pL de Oligo dT
(100uM), 1 pyL de random primer e 1 ug de RNA total em um volume final de

reacao de 12 uL; seguindo-se incubagdo em termociclador, a 65°C por 5 min.
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Em seguida a reacdo 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 reacéo foi realizada apos este periodo de incubacéo, com a adicao de
1 pL da enzima Transcriptase Reversa (RevertAid™ H Minus), 2 pL de dNTP
MIX (10 mM), 1 pL de inibidor de RNAse (RiboLock™) e 4 pL de Buffer 5x (250
mM Tris-HCI, pH 8.3; 250 mM KCI; 20 mM MgCI2; 50 mM DTT). A reacao foi
incubada a 42°C por 1h, para permitir a polimerizacdo das copias do RNAmM em

moléculas de cDNA e 70°C por 5 min, para inativacdo das enzimas.
3.3.7.RT-PCRq

As expressoes dos genes alvo (Atrogin-1 e MuRF-1) e referéncia (GAPDH)
foram avaliadas em equipamento da BioRad (CX96), utilizando o kit Platinum
Sybr Green qPCR supermix-UDG (Life Technologies). Resumidamente, 1 uL
de cDNA (1:10, v/v) foi adicionado a 0,4 pyL de cada iniciador (F e R, ambos a
10uM) e 5 pL de SYBR® Green gPCR Supermix-UDG (Life Tchnologies) em
um volume final de reacdo de 10 uL. Os experimentos foram realizados em
triplicata, em placa Multiplate™ PCR Plates 96-well, clear (BIORAD), contendo
um controle negativo para cada iniciador. A reagcdo ocorreu seguindo 0s
seguintes padrametros: 50°C por 2 min; 95°C por 2 min seguidos de 40 ciclos

de 95°C por 15 s; 60-62°C por 30 s e 72°C por 20 s.
3.4. Quantificagdo da expressdo de RGMa na musculatura atrofica
3.4.1.RT-PCRq para RGMa

Apbs busca da sequéncia de RGMa e producdo dos iniciadores, como
previamente descrito para os genes Atrogin-l1 e MuRF-1, foi realizada a
avaliacdo da expressdo génica de RGMa na musculatura atrofica, utilizando
GAPDH como referéncia. A sequéncia de RNAm para RGMa de Mus musculus

de ID 244058 foi utilizada como molde na sintese dos iniciadores. As
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sequéncias dos iniciadores para RGMa foram obtidas conforme descrito no
item 3.3.2.2, sendo: F — 5 CCACATCAGGAAGGCAGAAG 3 e R - ¥
GCGTAGCACTGGGTAGGAAG 3’. Uma comparacédo temporal foi realizada
entre 0s grupos eutanasiados 7 e 14 dias apos a extracdo de parte do nervo
isquiatico.

3.4.2.Western blot para RGMa

Amostras de 200 mg de musculos gastrocnémios atrofico e controle
foram sonicados em 400 uyL de PBS 1% (proporcdo 2:1) na presenca de
inibidores de protease, sendo eles: pepstatina A (Sigma-Aldrich), EDTA
(Sigma-Aldrich), E64 {N-[N-(L-3-trans-carboxiirano-2-carbonil)-L-leucil]-
agmatina, [1-[N-[(L-3-trans-carboxioxirane-2-carbonil)-L-leucillamino]-4-
guanidinobutano]} (Sigma-Aldrich), PMSF (Sigma-Aldrich), ortovanato de sodio
(Sigma-Aldrich) e triton-X 100 (Gibco) em falcon de 15 mL. Os lisados foram
transferidos para eppendorfs de 1,5 mL e centrifugados por 20 min a 4°C a
4500 rpm. Os sobrenadantes foram transferidos para eppenfors de 0,5 mL e 30
Mg de proteina ((quantificacdo por Bredford) foram adicionadas a tampao de
amostra contendo SDS 10%, glicerol, azul de bromofenol 0,2%, Tris 0,5 M (pH
6.8) e B-nercaptoetanol num volume final de 20 uL. As amostras foram fervidas
por 5 min a 100°C e, em seguida, foram separadas eletroforeticamente em gel
de SDS-poliacrilamida 12% a 25 mA por 2:30 h e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose Hybond-ECL (GE Healthcare) a 100 V por 1 h. O
bloqueio para amostras a serem incubadas com o anticorpo primario anti-
GAPDH (coelho monoclonal 1:1000 IgG, Sigma) foi realizado com BSA 1% e
para as amostras a serem incubadas com os anticorpos primarios anti-RGMa
para a porcdo C-terminal (cabra policlonal 1:500 IgG, Santa Cruz

Biotechnology) e anti-RGMa para a porcdo central da forma de membrana da
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molécula de RGMa (coelho policlonal 1:500 IgG 1:500, Abcam) foi realizado
com TBS (Tris Buffered Saline) contendo 0,1% Tween-20 e caseina (TBS-TC)
por 5 min. A incubacdo com os anticorpos primarios anti-GAPDH e anti-RGMa
(C-terminal e porcao central da forma de membrana da molécula de RGMa) foi
realizada por 30 min a TA. Apés lavar com PBST, as membranas marcadas
com GAPDH e com o anticorpo para a por¢cdo central da molécula de RGMa
foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado anti-coelho (IgG) (Dako),
por 30 min a TA; e a membrana marcada com C-RGMa foi incubada com o
anticorpo secundario biotinilado anti-cabra (IgG) (Vectastain) por 30 min a TA,
lavado com PBST e incubado novamente com Vectastain® ABC Reagent por
30 min a TA. Apos lavar as membranas com PBST, elas foram reveladas com
3,30-diaminobenzina (DAB; Sigma-Aldrich), cloronaftol (Amresco) e peréxido
de hidrogénio 35% (Sigma-Aldrich) por 1 min a TA. As imagens foram obtidas

usando um scanner Epson Perfection 4990 (Epson).
3.5. Padrao de expressdo de RGMa na musculatura atréfica
3.5.1.Imunofluorescéncia nas fibras atréficas e controle

Os musculos gastrocnémios previamente coletados e seccionados
transversalmente a 6 ym foram submetidos a dois banhos de xilol para
desparafinizacdo e a uma série descendente de alcool para hidratacdo. Em
seguida os aldeidos foram bloqueados com um banho de 30 min de metanol,
as amostras foram incubadas TBS-TC por 30 min para blogueio de ligagdes
inespecificas. Os cortes foram entédo incubados com o anticorpo primario anti-
RGMa (C-terminal, cabra policlonal 1:200 IgG, Santa Cruz Biotechnology) e
anti-RGMa (N-terminal, coelho policlonal 1:200 igG, Abcam), diluidos em PBS a
1:100, a 4°C overnight, para determinar o padrao de expressdo das moléculas.
Os anticorpos secundarios Alexa Fluor 555 (1:500) Alexa Fluor 488 (1:500)
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foram incubados por 90 min em TA, para associagcdo com 0s anticorpos anti-
RGMa C-terminal e anti-RGMa N-terminal, respectivamente, os nucleos foram
contracorados com DAPI (Molecular Probre, Life Technologies) e as laminas

foram montadas com glicerol 50% diluido em PBS 1x.

3.6. Quantificacdo da expressdao de componentes da via BMP e

neogenina na musculatura atrofica por western blot

Os musculos gastrocnémios destinados quantificacdo da expressdo de
componentes da via BMP e Neogenina foram submetidos aos procedimentos
descritos anteriormente para a molécula de RGMa. O bloqueio de ligacdes
inespecificas, entretanto, foi realizado com BSA 1%. A incubacdo com os
anticorpos primarios anti-BMP4 (cabra policlonal 1:500 IgG, Santa Cruz
Biotechnology), anti-Smad 1/5/8 (cabra policlonal 1:500 IgG, Santa Cruz
Biotechnology) e anti-RohA (coelho policlonal 1:500 IgG, Santa Cruz
Biotechnology) foi realizada por 30 min a TA. Apos lavar com PBST, a
membrana marcada com RhoA foi incubada com anticorpo secundario
biotinilado anti-coelho (IgG) (Dako), por 30 min a TA; e as membranas
marcadas com BMP4 e Smad 1/5/8 foram incubadas com o anticorpo
secundario biotinilado anti-cabra (IgG) (Vectastain) por 30 min a TA, lavado
com PBST e incubado novamente com Vectastain® ABC Reagent por 30 min a
TA. Apos lavar as membranas com PBST, elas foram reveladas com 3,30-
diaminobenzina (DAB,; Sigma-Aldrich), cloronaftol (Amresco) e perdxido de
hidrogénio 35% (Sigma-Aldrich) por 1 min a TA. As imagens foram obtidas

usando um scanner Epson Perfection 4990 (Epson).
3.7. Microscopia e documentacao

A microscopia e fotodocumentacao das laminas submetidas as técnicas de

coloracdo de hematoxilina-eosina e imunofluorescéncia foram realizadas com a
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utilizacao do fotomicroscopio de fluorescéncia BX500F4 Olympus acoplado ao
sistema de captura Q-Color 3/Olympus. As imagens foram montadas utilizando

o Adobe Photoshop.
3.8. Andlises estatisticas

Os dados foram analisados por meio do software Prism, versao 6.01
(GraphPad, San Diego, CA) e REST 2009. A avaliacdo dos resultados quanto a
sua normalidade foi realizada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov. Teste T
pareado foi utilizado quando os dados assumiam distribuicdo normal e
Wilcoxon quando os mesmos ndo eram parameétricos. One-way ANOVA foi
utilizado para avaliacdo de mudltiplos resultados, corrigidos de acordo com as
analises de Bonferroni. Os valores foram considerados estatisticamente

significativos quando p<0,05.

4. RESULTADOS
4.1. Comprovacdes da atrofia muscular apés axotomia

Inicialmente, os musculos gastrocnémios das patas denervada e
controle foram avaliados quanto a quantidade de massa, tamanho das fibras
musculares e expressdo de atrogenes a fim de confirmar o sucesso do

protocolo de axotomia na indugéo da atrofia muscular.

J& macroscopicamente foi possivel observar uma evidente reducdo da
largura da pata e do musculo gastrocnémio direito 14 dias apos a retirada do
nervo isquiatico (Figuras 5 e 6, respectivamente). A andlise histolégica em
cortes transversais revelou a redugdo da area da seccédo transversal das fibras
musculares, bem como um aumento do numero de nucleos (Figura 7B), em

comparacdo com as fibras controles (Figura 7A). A atrofia muscular também
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pode ser comprovada por meio da mensuracdo da massa muscular e
morfometria das fibras musculares (Figura 8). Os resultados indicaram uma
reducdo de aproximadamente 65% da massa do musculo atrofiado (Figura 8A);
e de cerca de 70% da area das fibras deste musculo que sofreu axotomia

(Figura 8B), comparado com as amostras controles.

Figura 5. Comparacédo de patas: redu¢do da largura da pata direta em comparacdo com a
pata esquerda de um camundongo que sofreu axotomia do nervo isquiatico.

Figura 6. Comparagdo de musculos gastrocnémicos: musculos gastrocnémios retirados 14
dias apoés a cirurgia de denervacdo. Em (A) o musculo da perna controle e em (B) o musculo da
perna que sofreu a retirada do nervo isquiatico.

A

Figura 7. Comparagéo da area da seccdao transversal das fibras musculares: histologia dos
musculos gastrocnémios aos 14 dias apds a cirurgia de denervacédo. Em (A) fibras musculares
da amostra controle e em (B) fibras musculares da amostra que teve parte do nervo isquiatico
extraido. Aumento de 40x.
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Figura 8. Massa muscular e &rea da seccdo transversal des fibras musculares: analise da
massa e tamanho das fibras do masculo gastrocnémico da perna denervada e controle. Em (A),
reducdo da massa muscular e (B) da area das fibras musculares do misculo gastrocnémio direito
14 dias apo6s a retirada de parte do nervo isquiatico.

Por fim, a quantificacdo da expressdo dos atrogenes evidenciou, por PCR
quantitativa, um aumento de Atrogin-1 e MuRF-1 de aproximadamente 10 e 4
vezes, respectivamente (Figura 9). Com base nos resultados de comprovacéo
da atrofia muscular, pode-se inferir que o0 modelo de atrofia muscular por
denervacdo pode ser reproduzido com sucesso. Juntos, estes resultados

comprovaram a inducao da atrofia muscular apos a denervacéo.
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Figura 9. Quantificacdo de atrogenes nos musculos gastrocnémicos: resultado de RT-
PCRq para os atrogenes Atrogin-1 (A) e MuRF-1 (B). Houve um aumento para os genes de
atrofia nas amostras que sofreram extragao de parte do nervo isquiatico. * p<0.05.

4.2. Caracterizacdo da expressao da Molécula Orientadora por Repulsédo a

(RGMa) na musculatura atrofiada por denervacao

38



4.2.1. Expressao de transcritos de RGMa na musculatura atrofiada por

denervacao

Confirmado os efeitos na musculatura esquelética deste modelo de
denervacdo, este trabalho buscou entdo caracterizar o nivel e o padrdo de
expressdo da Molécula Orientadora Repulsiva a (RGMa) no mausculo

gastrocnémio atrofiado por axotomia.

A primeira analise realizada foi a quantificacdo da expressdo de
transcritos de RGMa na musculatura atrofiada por denervagdo por RT-PCR
quantitativa (Figura 10). O resultado indicou um aumento significativo de duas
vezes na expressao de transcritos de RGMa na musculatura denervada em
relacdo a pata controle (Figura 10A), sugerindo que ha um aumento

compensatoério da molécula a fim de controlar a perda muscular.

A analise também foi realizada a fim de comparar a expressdo de RGMa
no inicio do processo de atrofia muscular apés denervacédo (apds 7 dias de
axotomia), com o0s niveis detectados aos 14 dias (quando os efeitos foram
evidenciados). Os resultados mostraram um aumento significativo da
expressdo de RGMa na musculatura atrofiada por denervacéo ap6s 14 dias em
relacdo ao detectado aos 7 dias (Figura 10B), diferenca ndo observada na
musculatura da pata controle (Figura 10C). Tais resultados sugerem que ha um
aumento graativo da molécula, entretanto, para maior veracidade, o0s

experimentos referentes a esses resultados necessitam de revisao.
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4.2.2. Nivel de expressdo de RGMa por western blot

A expressao da proteina de RGMa no musculo gastrocnémio controle e
atrofiado por denervacdo também foi avaliada por western blot, utilizando-se
dois anticorpos anti-RGMa: (1) um que detecta a por¢cao C-terminal da proteina
(de 33KDa), regido onde se localiza a ancora-GPl que liga a proteina a
membrana plasmatica; e (2) outro que detecta a porcdo central (entre os
aminoacidos 200-300), de 60KDa, que pelo tamanho indica detectar tanto a
forma soltvel quanto a ancorada a membrana da proteina. Um anticorpo anti-

GAPDH foi utilizado como controle.

Os resultados de western blot obtidos com o anticorpo que detecta a
porcao C-terminal de RGMa revelaram uma diminuigdo da expressao de RGMa
na musculatura atrofiada por denervacéo em relacdo ao detectado no controle

(Figura 11A). No entanto, o anticorpo que detecta a porcéo central da proteina
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revelou um resultado oposto: a denervacao parece ter induzido um aumento na
expressdo de RGMa em relacdo ao controle (Figura 11B). Com base nesses
resultados, podemos inferir que a forma sollvel da proteina aumenta sua

expressao de forma compensatoria na tentativa de controle da perda muscular.

Controle Atrofico

RGMa
C-terminal

RGMa
N-terminal

GAPDH

Figura 11. Quantificacdo de duas formas da proteina de RGMa: western blot para a
porcdo C-terminal da proteina de RGMa (A), por¢do central de RGMa (B) e para o gene
constitutivo GAPDH (C). A primeira coluna representa a amostra controle enquanto que a
segunda coluna representa a amostra atréfica.

4.2.3. Padrdo de expressdao de RGMa na musculatura atrofiada por

denervacao por imunofluorescéncia

Imunofluorescéncia foi realizada utilizando-se os anticorpos anti-RGMa
que detecta a porgdo C-terminal e, ap0s inferéncias utilizando-se os achados
nas analises de western blot, a porcdo N-terminal da proteina (forma soluvel),
para permitir a caracterizacdo do padrdo de expressdo da proteina RGMa na
musculatura controle e atrofiada por denervagdo. Além disso, também se
objetivou verificar in situ os resultados obtidos com a western blot que

revelaram efeitos diferentes entre os anticorpos.
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Utilizando-se 0 anticorpo que detecta a porcdo C-terminal na
musculatura controle, os resultados indicaram a presenca de RGMa no
sarcolema e sarcoplasma de algumas fibras musculares esqueléticas (Figura
12A). O outro anticorpo anti-RGMa, que detecta a forma soluvel da proteina,
revelou um resultado similar de padrdo de expressdo de RGMa na musculatura
de ambas as amostras (Figura 12G, controle, e J, atrofico). Esses resultados
nos indicam que o padréo de expressao da molécula se mantém em ambas as
amostras e para ambos os anticorpos. Entretanto, a preferécia de RGMa por
algumas fibras indicam que a molécula pode estar relacionada com algum tipo

de fibra muscular em especifico.

4.3. Expressdo de componentes de via de BMP e neogenina na

musculatura atrofiada por denervacgéo

Além de detectar os niveis de expressdo de RGMa, este trabalho
também buscou avaliar, por western blot, os niveis de expressdo de moléculas
associadas a sinalizacdo induzida por RGMa. RGMa tem neogenina como
receptor e também atua como co-receptor da sinalizacdo BMP. Por isso, a
expressdo de RhoA (mensageiro secundario da sinalizacdo induzida via

neogenina), BMP4 e seu mensageiro secundario Smad1/5/8 foram avaliados

nas musculaturas controle e atrofiada por denervacéo (Figura 13).

Os resultados indicaram um aumento da sinalizacdo induzida por
BMP4/Smad1/5/8 e RhoA na musculatura atrofiada por denervacédo em relacao
ao controle (Figura 13A, B e C, respectivamente) e, juntamente com o0s
resultados de aumento da molécula e da forma soltuvel da proteina de RGMa,
podemos inferir que RGMa, via neogenina e BMP podem estar sendo

favorecidos a fim de controlar a perda muscular.
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Figura 13. Quantificagdo de componentes da via de BMP4 e neogenina: western blot para
BMP (A), Smad 1/5/8 (B), RohA (C) e para o gene constitutivo GAPDH (D). A primeira coluna
representa a amostra controle enquanto a segunda a amostra atréfica.

5. DISCUSSAO

Originalmente descobertas como fatores indutores de crescimento
neuronal, as moléculas orientadoras por repulsdo (RGMs) sdo atualmente
consideradas pecas chaves em processos fundamentais, como migracdo
celular, apoptose e desenvolvimento, diferenciacdo, metabolismo de ferro e

homeostase de diversos tecidos (Siebold et al., 2016).

Na musculatura esquelética as moléculas orientadoras foram
primeiramente detectadas durante o desenvolvimento de embribes de galinha.
Trabalhos de Jorge e colaboradores (2012) mostraram a expressao de RGMa
no mesoderma paraxial, o qual é organizado em uma série de estruturas
celulares, denominadas somitos, que sdo os precursores do esqueleto axial e
do musculo estriado esquelético. Mais tarde, Martins e colaboradores (2015)

associaram a molécula de RGMa com a fusdo de mioblastos em miotubos
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multinucleados e a hipertrofia muscular, sugerindo que a molécula orientadora

poderia fazer parte da via de sinalizacdo do processo hipertrofico.

Compreender os mecanismos moleculares que controlam a massa
muscular torna possivel o desenvolvimento de terapias génicas celulares,
permitindo o aumento do tamanho das fibras musculares, da forca e da massa
muscular de pacientes com atrofia da musculatura esquelética. Para tanto,
identificar as vias e as moléculas envolvidas no processo de ganho e perda
muscular se tornam essenciais (Bonalo & Sandri 2013). Tendo em vista 0s
achados de Martins e colaboradores (2015) e que sintese e degradacdo de
proteinas sdo dois processos que estdo intimamente conectados (Schiaffino et
al., 2013), estes trabalhos anteriores sugerem um papel para RGMa no

controle do tamanho da fibra muscular.

5.1. Reproducdo do modelo de atrofia muscular por denervacdo em

camundongos

Neste trabalho optou-se pelo uso do modelo de denervacdo como forma
de promover uma alteracao in vivo na musculatura esquelética de forma rapida
e evidente, para que fosse possivel avaliar o papel de RGMa como regulador
do tamanho da fibra. Optou-se pela denerva¢do muscular, que além de induzir
uma perda efetiva de massa muscular em pouco tempo, € possivel associar a
perda do nervo isquiatico aos efeitos do processo no tecido muscular

esquelético.

Por isto, este estudo procurou primeiramente reproduzir o modelo de
atrofia muscular por denervagdo. Camundongos Swiss, na idade adulta, foram
submetidos a técnica de extracdo de parte do nervo isquiatico (Batt & Brain,
2013) e duas semanas apos a cirurgia ja foi possivel notar macroscopicamente

uma reducdo da massa muscular do membro operado. A analise microscopica
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permitiu identificar células menores nas amostras que passaram pelo processo
de denervacdo, corroborando com o esperado de diminuicdo da area das
mesmas (Nicks et al., 1989; Brooks & Myburgh, 2015). Além disso, o aumento
dos nucleos das fibras atréficas indicou um aumento da sintese de RNA total,
corroborando com os achados de Sacheck e colaboraores (2006) em seus

experimentos com o mesmo modelo de atrofia.

Durante a atrofia muscular, genes aumentam sua expressao para que as
vias de sinalizacdo do processo sejam ativadas. Atrogin-1/MAFbx e MURF-1,
ou atrogenes, fazem parte da via ubiquitina-proteosoma, a qual esta envolvida
com o processo de degradacédo proteica na musculatura esquelética (Bodine et
al., 2001; Bodine et al., 2001a; Gomes et al., 2001; Folleta et al., 2011). Para
tanto, fez-se necessaria a quantificacdo da expressado de ambos os genes a fim
de comprovar a reproducdo do modelo de atrofia muscular por denervacao.
Andlises de PCR quantitativa mostraram h& um aumento de ambos os
atrogenes nas amostras que foram denervadas em relagdo ao membro
controle, estando Atrogin-1 cerca de dez vezes mais expresso na amostra
denervada, enquanto que MURF-1 aumentou sua expressao em,
aproximadamente, quatro vezes. De acordo com a literatura (Sacheck et al.,
2006), o aumento da expressao Atrogin-1 é maior do que a de MuRF-1, uma

vez que ha um maior numero de substratos para atuacgéo.

Juntos estes dados corroboraram com trabalhos de Macdonald e
colaboradores (2014) e Bongers e colaboradores (2013) para a reproducgéo do

modelo de atrofia muscular por denervagéo.
5.2. Expressao de RGMa na musculatura esquelética denervada

Ap6s a reproducdo do modelo, foi possivel analisar a expressao da

molécula de RGMa na atrofia por denervacéo.
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Neste trabalho RGMa (RNAmM) se mostrou mais expresso no modelo
desenvolvido. A super-expressdo in vitro da molécula em células tanto de
culturas priméaria quanto imortalizadas da linhagem C2C12 induziu o aumento
da largura dessas células, bem como do numero de nucleos, enquanto que seu
knockdown levou a formacgéo de células com caracteristicas atréficas (Martins
et al.,, 2015). Esperava-se, entdo, que a expressdo de RGMa em células
musculares atréficas fosse menor, se comparado com células normais, 0 que
foi encontrato nas andlises de expressdo proteica para a forma C-terminal
(forma associada a membrana) da molécula de RGMa. Entretanto, a analise do
RNAmM e da forma N-terminal (forma solavel) da molécula indicou um aumento
do nivel de expressdo do RNAm de RGMa apéds 14 dias, sugerindo que a
denervacdo induz uma resposta compensatéria da célula, na tentativa de
aumentar a expressdo deste RNAm, da forma N-terminal e da via de
sinalizacao hipertrofica induzida por ele, para recuperar a perda de massa

muscular pela denervacéo.

O organismo se adapta a atrofia muscular, ativando vias de sinalizacéo
para conter a degradacdo proteica. Os atrogenes estdo altamente expressos
logo no inicio do desenvolvimento da atrofia muscular por denervacéo,
diminuindo sua expressao ao longo do tempo (Sacheck et al. 2007), além de
haver um aumento na producdo de RNA total (Sacheck et al. 2007; Glass
2010; Bonaldo & Sandri, 2013). A inducdo da expressao de RGMa na
musculatura denervada ocorreu apenas ap0s 14 dias da cirurgia. Levando em
consideracdo que os efeitos de uma atrofia muscular ja podem ser notados 7
dias ap6s uma denervacdo (Sacheck et al., 2006), pode-se inferir que o

organismo foi se adaptando gradativamente para conter o desenvolvimento da
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condicao atréfica. Entretanto, os experimentos para tais analises necessitam de

revisao, a fim de garantir a veracidade dos resultados.

Mantendo a investigacdo no sentido de que RGMa aumenta sua expressao
a fim de conter a perda muscular, partimos para analises proteicas. Neste
trabalho, dois anticorpos anti-RGMa foram usados: um para a forma de RGMa
aderida a membrana (porcdo C-terminal da proteina, proteina de 33KDa) e
outro que detecta a porcao central de RGMa, proteina de 60KDa, que pode ser
tanto a forma de membrana quanto a solivel de RGMa. Nossos achados
demonstraram uma diminuicdo da expressdao da molécula aderida a
membrana; mas um aumento do anticorpo que detecta a por¢do central de
RGMa. Como os resultados foram opostos e levano em consideracdo ao
tamanho da proteina, juntos eles indicam que o anticorpo que detecta a por¢ao
central da proteina esteja detectando a forma solivel de RGMa. Estes
resultados nos sugerem entdo que, na denervacédo, a forma de RGMa soluvel
esteja sendo favorecida para a compensacédo da perda muscular e inducéo da

hipertrofia muscular (Martins et al., 2015).

Em 2002, Monnier e colaboradores descreveram pela primeira vez a
associacdo das RGMs com a membrana plasmética por meio da ancora GPI
em sua extremidade C-terminal. Esperava-se, entdo, que tais moléculas se
localizassem nas membranas das células musculares esqueléticas, o que pode
ser confirmado por Martins e colaboradores (2015), ap6s submeterem o tecido
a técnica de imunofluorescéncia. RGMa, b e c foram identificadas no sarcolema
das células musculares, um padrdo que foi confirmado apos co-localizacao
com a proteina de membrana distrofina (Martins et al., 2015). RGMa foi ainda
identificado no sarcoplasma das fibras musculares, com padréo estriado de

expressao (Martins et al., 2015). Neste trabalho, o padrdo de expressédo de
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RGMa nas fibras musculares observado anteriormente pdde ser confirmado:
cortes transversais do musculo gastrocnémio revelaram a presenca de RGMa
no sarcolema e como pontos no sarcoplasma, conforme observado em Martins
e colaboradores (2015). Seu padréo de expressdo se manteve 0 mesmo em
ambas as amostras — atrofica e controle — para ambos os anticorpos utilizados
(RGMa C-terminal e RGMa N-terminal), entretanto foi possivel observar que,
em ambas as amostras e marcacodes, a expressao da molécula se intensificava
no sarcolema de apenas algumas fibras musculares, sugerindo que RGMa

pode estar associado ao tipo de fibra.

RGMa foi identificado em outros tecidos atuando em duas vias de
sinalizacao: (1) via o receptor Neogenina (Kang et al., 2004; Rajagopalan et al.,
2004; Hata et al., 2006; Conrad et al., 2007); e (2) como co-receptor da via de
sinalizacdo induzida por BMP4 (Babitt et al. 2005; Samad et al. 2005; Babitt et
al. 2006). Curiosamente, ambas as vias ja foram associadas a inducao da
hipertrofia muscular. A superexpressdo de neogenina em células C2C12
induziu um aumento do indice de fusdo de mioblastos em miotubos
multinucleados (Kang et al. 2004) e a inibicdo da sinalizagdo BMP induziu a
atrofia muscular e exarcebou os efeitos de perda de massa da musculatura
denervada (Sartori et al. 2013). Existem ainda evidéncias que indicam que
neogenina e BMP s&o vias funcionalmente ligadas pela acdo de RGMa soluvel
(Zhou et al., 2010; Zhang et al., 2009; Tian et al., 2013; Tassew et al., 2014;
Siebold et al., 2016). De acordo com Siebold e colaboradores (2016), RGMa
soluvel estabiliza e dimeriza 0 ecotominio de neogenina e aumenta a via de
sinalizacdo subsequente. Este trabalho indicou um aumento da expressao de
BMP4, Smadl/5/8 e RhoA na musculatura denervada em relacdo a controle.

Juntos, estes resultados sugerem que a denervacdo induz um aumento da
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forma soluvel de RGMa, para promover a sinalizacado conjunta BMP-neogenina,

na tentativa de recuperar o quadro atrofico, induzindo a hipertrofia muscular.

Pode-se inferir que 0 aumento da expressdo de RGMa se da de fato como
uma forma compensatoria, a fim de controlar o processo de perda muscular.
Seria agora importante avaliar os niveis de expressdo de SK1 e Furina nessas
amostras, enzimas que promovem a clivagem de RGMa para a producédo da
forma soluvel (Tassew et al., 2012) (Figura 3); dentificar quais sdo os alvos
diretos da inducdo dessa sinalizacdo (indutores de hipertrofia); e, por fim,

relacionar a expressao da molécula com os tipos de fibras musculares.

6. CONCLUSOES
De acordo com os achados deste trabalho, podemos concluir que:

o A denervacao induziu um aumento no nivel de expressdo do RNAm para
RGMa, sugerindo a ativacdo de um mecanismo hipertrofico

compensatoério apos 14 dias do processo cirurgico.
o A forma ancorada a membrana de RGMa diminui na denervacéo.
o E possivel que a forma soltvel de RGMa é induzida apés a denervacao.

o O padrao de expressdo de RGMa no tecido muscular esquelético contro