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RESUMO
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Os mioblastos que formam o musculo esquelético sdo derivados de regides do miétomo dos
somitos. No processo de miogé€nese ocorre transi¢do de estado proliferativo para um estado
de diferenciacdo que se caracteriza por interrup¢do do ciclo celular, expressdo de genes
musculo-especifico, reconhecimento célula-célula e forma¢do de miotubos multinucleados.
Para o estudo de diferenciagdo miogénica in vitro a linhagem celular C2C12 é um modelo
bem estabelecido. Quando os mitogenos sdo retirados do meio de cultura (privagdo de
soro fetal bovino), fatores de transcri¢do especificos sdo ativados, levando a diferenciagcdo
em miotubos. Na progressdo do estado proliferativo para o de diferenciacdo participam
diversas proteinas sinalizadoras. Em estudos anteriores demonstramos que a modulacdo da
atividade da FAK tem papel critico no processo de miogénese de células C2C12. Niveis
relativamente elevados de atividade da FAK determinam a manutencdo do estado
proliferativo (indiferenciado) através de ativac@o de ciclinas. Também demonstramos que
reducgdo transitéria da atividade da FAK € essencial para que as mioblastos C2C12 iniciem
o processo de diferenciacdo terminal em miotubos. No presente estudo foi avaliada a
hipétese de que a acdo da tirosino-fosfatase SHP-2 determina a reducgdo transitéria da
quinase de adesdo focal (FAK) na transi¢do do estado proliferativo para o estado de
diferenciacdo no modelo de miogénese em células C2C12. A privacgdo do soro fetal bovino
induziu uma reducdo transiente (cerca de 80 % por ~2 horas) da fosforilacio da FAK no
residuo de Tyr-397, detectada através de anticorpo fosfoespecifico anti—FAK—pY3 ?7 Nio foi
observada mudanca na expressdo da proteina FAK durante o periodo experimental.
Experimentos de co-imunoprecipitagdo foram realizados para avaliar se a reducdo do nivel
de fosforilagdo da FAK € acompanhada de sua associagdo com SHP-2. Observou-se
aumento de cerca de 2 vezes na associagdo entre FAK e SHP-2 no periodo coincidente com
os nivel baixos de fosforilacdo da FAK. Para avaliar o efeito da SHP-2 na reducdo
transitéria da pFAK padronizou-se o silenciamento de SHP-2 em células C2C12 nos
estados de proliferacdo e diferenciacio. ApGs a transfeccio com siRNAS#? nas células
C2C12 foi feita a extracdo total de proteinas em diferentes tempos para avaliar o nivel de
expressdo da SHP-2 no estado de proliferacdo. Foi observada menor expressdo desta
proteina ap6s 12 horas ao periodo de transfeccao. Depois da transfeccdo em meio de cultivo
com o silenciamento de SHP-2 padronizados em 12 horas as células foram induzidas a se

diferenciarem através da privacdo de soro fetal bovino. A deplecio de SHP-2 aboliu a
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reducgdo transiente da fosforilacdo da FAK. Observou-se que a deplecao de SHP-2 também
impediu a diferenciacdo terminal dos mioblastos privados de soro fetal bovino em
miotubos. Esses dados sugerem que a SHP-2 modula o nivel de fosforilagio da FAK
exercendo papel inibitério na ativacdo da FAK na transi¢do das células C2C12 no estado de

proliferacao para diferenciagao, influenciando a entrada destas células na diferenciacao.
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The myoblasts that form the skeletal muscle are derived from regions of the myotome of
somites. In the process of myogenesis occurs transition of proliferative status to a state of
differentiation which is characterised by disruption of the cell cycle, expression of
muscle-specific genes, cell-cell recognition and training of myotubes multinucleate. For the
study of the in vitro differentiation myogenic cell line C2C12 is a model well established.
Where mitogens are moved from the culture medium (deprivation of fetal bovine serum),
specific transcription factors are activated, leading to the differentiation in myotubes. The
progression to the proliferative status of differentiation are involves several signaling
proteins. In previous studies we showed that the modulation of the activity of FAK plays a
critical role in the process of myogenesis of C2C12 cells. Relatively high levels of activity
of FAK determine the maintenance of the state proliferative (indistinct) through activation
of cyclin. It also demonstrated that transient reduction of the activity of FAK is essential for
the myoblasts C2C12 begin the process of terminal differentiation in myotubes. In the
present study was evaluated the hypothesis that the action of tirosino-phosphatase SHP-2
determines the reduction of transient focal membership of kinase (FAK) in the transition of
proliferative state to the state of differentiation in the model of miogénese in C2C12 cells.
The deprivation of fetal bovine serum produces a transient reduction (about 80% by ~ 2
hours) of the phosphorylation of FAK in the residue of Tyr-397, detected by antibody
phsphoespecific anti-FAK-pY397. No change was observed in the expression of FAK
protein during the trial period. Coimmunoprecitation experiments were performed to
evaluate whether the reduction in the level of phosphorylation of FAK is accompanied by
its association with SHP-2. There was an increase of about 2 times in the association
between FAK and SHP-2 in the period coinciding with the low level of phosphorylation of
FAK. To evaluate the effect of SHP-2 on the reduction of transient pFAK standardized up
the silencing of SHP-2 in C2C12 cells in the states of proliferation and differentiation. It
was observed lower expression of this protein after 12 hours the period of transfection.
After Transfection in the midst of cultivation with the silencing of SHP-2 standard in 12
hours the cells were induced to differentiate by deprivation of fetal bovine serum. The
depletion of SHP-2 abolished the reduction of transient phosphorylation of FAK. It was
observed that the depletion of SHP-2 also prevented the terminal differentiation of

myoblasts deprived of fetal bovine serum in myotubes. These data suggest that SHP-2
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modulates the level of phosphorylation of FAK acting inhibitory role in the activation of
FAK in the transition of C2C12 cells in the state of proliferation to differentiation,

influencing the entry of these cells in the differentiation.
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O musculo esquelético de mamiferos exibe uma grande capacidade de
crescimento e reparo. No embrido, o mioblasto ¢ responsavel por este potencial. Estas
células proliferam, diferenciam e fundem-se para formar miotubos e eventuais fibras
musculares. No musculo pos-natal, as células satélite encontram-se entre a lamina basal ¢ a
membrana plasmatica da fibra muscular e sdo caracterizadas por um ntcleo
heterocromatico, citoplasma esparso com poucas organelas e auséncia de miofilamentos.
Embora consideradas quiescentes no musculo esquelético saudavel, apds um estimulo
apropriado, como injuria, aumento de carga de trabalho (Snow, 1986) ou por estiramento
muscular prolongado (Summers, Ashmore, Lee et al., 1985), as células satélite tornam-se
ativas, proliferam e fundem-se com a fibra adjacente, aumentando o nimero de mionucleos

para o crescimento e reparo da fibra (Allen & Rankin, 1990).

A proliferacdo e diferenciacdo das células satélite s3o processos que podem ser
regulados in vitro pela concentragdo de fatores de crescimento especificos. In vivo, estes
processos sdo assincronos: dentro de uma mesma regido anatoOmica, algumas células
proliferam enquanto outras diferenciam. Os mecanismos responsaveis por essa assincronia
ndo estdo totalmente entendidos, mas baseado em estudos in vitro, eles parecem depender
da combinagdo local da concentragdo de fatores de crescimento, componentes da matriz
extracelular, interagdes célula-célula e atributos unicos dos mioblastos que governam a
resposta a mitdgenos, como receptores de fatores de crescimento na superficie celular e vias
de transducdo de sinal (Engel & Franzini-Armstrong, 1994; Sastry, Lakonishok,
Wu, et al. 1999 ). Assim, na presenca de multiplos fatores externos, a decisdo da célula de
proliferar ou diferenciar ¢ uma resposta integrada de seu ambiente adesivo e de fatores de

crescimento (Sastry & Horwitz, 1996). Podendo levar entdo a miogénese.

Miogénese ¢ um programa de desenvolvimento de multiplas etapas que geram o
musculo esquelético. A miogénese ¢ requerida para o crescimento, manutengao e reparo das
fibras musculares (Parker, M.H. et al., 2003). Isto vem salientar o grande interesse no
estudo e esclarecimento deste mecanismo. O conhecimento produzido pode vir auxiliar no
tratamento de deficiéncias das fibras musculares por injiria ou doencas genéticas, além de
auxiliar também no desenvolvimento e estudos de células musculares ou precursoras de

musculo esquelético in vitro.
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As células musculares sdo geradas a partir de células mesodérmicas localizadas
nos somitos de embrides de mamiferos, aves, anfibios entre outros vertebrados. Estas
células, ao longo do desenvolvimento embrionario, podem dar origem a células de musculo
esquelético, derme e cartilagem, dependendo da sua capacitacdo. Para serem capacitadas
para qual tipo celular elas vao se comprometer, estas recebem influéncias de proteinas
paréacrinas produzidas pelo tubo neural, notocorda, epiderme e placa lateral da mesoderme.

Este programa de capacitacao celular estd ilustrado na figura 1.

As células somiticas sd3o entdo comprometidas a linhagem miobléstica devido a
acdo de proteinas como Wnt produzidas a partir do tubo neural e epiderme, proteina “sonic
hedgehog” (SHH) produzida pela notocorda, “bone morfogenic protein 4” (BMP4) e
“fibroblast grouth factor” (FGF) produzidas pela placa lateral da mesoderme
(Cossu, G. et al., 1996). Estas proteinas sdo importantes para o comprometimento espacial e
temporal destas células quanto ao desenvolvimento do musculo esquelético. Este
comprometimento ¢ devido a expressio de MRFs como MyoD e Myf5 que sao
determinantes para o direcionamento do desenvolvimento destas células. Com a expressdo

de MRFs estas células precursoras do musculo esquelético sdo entdo denominadas de

mioblastos.
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Figura 1- Modelo de um corte transversal de um embrido entre 7 e 8.5 dias de desenvolvimento, mostrando a
capacitdo das células somiticas em células comprometidas a um determinado tipo celular:
miotoma, dermotoma ou esclerotoma; a partir da agdo de proteinas paradcrinas

(Cossu, G. et al., 1996).
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Durante a miogénese no embrido, as células mioblasticas se proliferam,
migram, diferenciam e fundem-se para formar miotubos e posteriormente fibras
musculares. (Figura 2). Nem todas estas células que migram ao longo do organismo do
embrido se diferenciam formando células musculares. Algumas células se mantém com
caracteristicas nao diferenciadas de mioblastos e fazem o papel de crescimento,
regeneracdo e manutengdo do musculo esquelético adulto. S3o células quiescentes
presentes no musculo esquelético saudavel denominadas células satélites, que esperam
algum estimulo, como exemplo a injuria do tecido muscular, para serem ativadas e comegar
a proliferar e diferenciar em células de musculo esquelético, mantendo assim o reparo € o
crescimento da musculatura esquelética (Snow, S., 1986; Summers, P.,1985). No musculo
pos-natal, as células satélite encontram-se entre a lamina basal e a membrana plasmatica da
fibra muscular e sdo caracterizadas por um nucleo heterocromatico, citoplasma esparso com

poucas organelas e auséncia de miofilamentos.

Céhilas Divisio de
mudtorno rioblados

L
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Fihromectma, Proteings Miasoulo Inicio de oodragtes
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Figura 2- Modelo das etapas de desenvolvimento do musculo esquelético (miogénese) (Gilbert, S.F., 2000).

As células satélites deram origem as principais linhagens de mioblastos que sao
utilizadas no presente para estudos da miogénese in vitro, as quais serdo citadas e discutidas

no decorrer desta introducao.
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1.1- Fatores de regulacdo miogénica (MRFs): relacdo hierarquica, sobreposicio de

funcoes, ativacao e miogénese

Em resposta a privagdo de fatores de crescimento, mioblastos em cultura
suprimem o ciclo celular e sofrem um processo de comprometimento a diferenciagao
terminal irreversivel. O comprometimento dos mioblastos a diferenciagdo pode ser
detectado por 3 mudancas fenotipicas principais: a inabilidade para reentrar no ciclo celular
quando fatores de crescimento sdo repostos (o estado pds-mitdtico), a ativagdo de
transcri¢ao de genes musculo-especificos (a-actina, receptor acetilcolina, creatina quinase,
miosina de cadeia pesada entre outros) e as mudancgas na superficie celular que fazem com
que as c¢lulas musculares sejam capazes de se fundirem com outras células similares ou
mioblastos nascentes, formando miotubos multinucleados (Engel & Franzini-Armstrong,

1994 ).

O processo de diferenciacdo celular do musculo esquelético em vertebrados ¢
governado por uma rede de fatores reguladores musculares. Os fatores de regulacdo
miogénica (MRFs) sdo parte da superfamilia de fatores de transcri¢do hélice-alca-hélice
basico (bHLH), incluindo c-myc. A subfamilia MRF consiste de MyoD (Myf-3), Myf-5,
miogenina (Myf-1) e MRF4 (Myf-6/Herculina). Eles possuem a propriedade notavel de
quando expressos num promotor constitutivo poderem converter um grande numero de
diferentes tipos celulares, tanto em cultura como em animais trangénicos, em musculo
esquelético (Weintraub, 1993; Lassar, Skapek & Novitch, 1994; Sabourin &
Rudnicki, 2000).

As proteinas MRFs contém um dominio basico conservado necessario para a
ligacdo seqiiéncia-especifica ao DNA e ativagdo transcricional; e um sitio hélice-alga-hélice
requerido para heterodimerizagdo. Cada um dos MRFs podem heterodimerizar in vitro e in
vivo com proteinas E capazes de se ligar ao DNA de maneira seqiiéncia-especifica em sitios
conhecidos como E-box (CANNTG). Este motivo de DNA esta presente nos promotores de
muitos genes especificos de musculo esquelético (a-actina, receptor acetilcolina, creatina
quinase, miosina de cadeia pesada entre outros) e medeia a ativagdo da transcri¢cdo destes
genes de maneira dependente de MRF (Lassar & Miinsterberg, 1994; Sabourin &
Rudnicki, 2000).
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Os genes que codificam os 4 MRFs conhecidos sdao expressos em padrdes
temporais distintos. Introducdo de mutacdes “null” nos quatro MRFs na linhagem
germinativa de camundongos demonstrou a existéncia de uma hierarquia entre os MRFs,
definindo-os em dois grupos, como ilustra a figura 3 : os MRFs primarios, MyoD e Myf-5,
sao requeridos para o comprometimento das células no somito com a linhagem miogénica;
e os MRFs secundarios, miogenina ¢ MRF4, requeridos como fatores de diferenciacao

terminal dos mioblastos em seqiiéncia a MyoD e Myf-5 (Sabourin & Rudnicki, 2000).

Deste modo, os eventos no desenvolvimento que ddo origem ao musculo
esquelético podem ser divididos em duas etapas principais: a primeira etapa ¢ a
determinagdo de qual célula mesodermal multipotente torna-se restrita a linhagem
miogénica e a segunda ¢ o comprometimento das células determinadas miogenicamente
(mioblastos) a diferenciagdo terminal. A diferenciacdo terminal envolve a interrup¢do do
ciclo celular, expressao de proteinas estruturais especificas de musculo esquelético e fusdo

dos mioblastos levando a formagao de miotubos (Song, Wang, Goebl et al., 1998).

MRFs primarios MRF's secundarios

Myt-5 miogenina
MyoD MRF4
© v —
Célula no somito mioblasto

Miotubo diferenciado

Figura 3- Os MRFs sdo divididos em 2 grupos: os MRFs primarios, MyoD e Myf-5, requeridos na etapa de
comprometimento com a linhagem miogénica das células em proliferacdo dos somitos; e os
secundarios, miogenina ¢ MRF4, requeridos para a diferenciacdo dos mioblastos em miotubos

(Sauborin & Rudnicki, 2000).
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Uma vez que MyoD seja ativado, continua sendo expresso durante todo o
desenvolvimento da célula muscular, possivelmente através da habilidade da proteina
MyoD ativar sua propria transcri¢do (Song, Wang, Goebl et al., 1998). MyoD e Myf-5 sdo
expressos em células miogénicas em proliferacao, indiferenciadas; enquanto que miogenina
¢ apenas induzida na diferenciacdo miogénica e MRF4 ¢ altamente expresso no musculo

esquelético maduro (Lassar, Skapek & Novitch, 1994).

Células satélite quiescentes nao possuem niveis detectaveis de qualquer um dos
quatro MRFs. Apos estimulos (ex.: injuria), MyoD ¢ rapidamente superexpresso, o que
ocorre anteriormente a expressdo do antigeno nuclear de proliferacio celular (PCNA), um
marcador de proliferacao celular. Apos a proliferacdo se encerrar miogenina ¢ MRF4 sao
expressos na célula que entram no programa terminal de diferenciacdo. A auséncia de
mRNA de MRFs na células satélite anterior a ativagdo sugere que as células satélite
representam um linhagem celular tronco que ¢ distinta dos mioblastos. Ainda, a indugdo de
novo da transcricdo de MyoD e Myf-5 implica que sinais indutivos estao envolvidos nesta

ativacao, analogos aqueles que ocorrem durante a embriogénese

(Sabourin & Rudnicki, 2000).

Estudos mostraram que alguns MRFs podem ser substituidos um pelo outro,
sugerindo a existéncia de uma potencial redundancia entre os MRFs

(Sabourin & Rudnicki, 2000).

Camundongos com apenas uma copia de Myf-5 e nenhuma de MyoD ndo sdo
viaveis e produzem cerca de metade ou menos de RNA de Myf-5 e miogenina; contudo,
camundongos com uma copia de MyoD e nenhuma de Myf-5 sdo vidveis e produzem quase
a quantidade normal de RNA de MyoD e miogenina. Embrides sem MyoD ou Myf-5 nao
desenvolvem células de musculo esquelético detectaveis. Estes resultados sugerem que a
determinagdo e/ou sobrevivéncia de precursores miogé€nicos requerem MyoD ou Myf-5 e
que MyoD pode autoregular e compensar para a deficiéncia mas Myf-5 e miogenina
geralmente ndo devem ser capazes de fazer o mesmo nestes animais (Weintraub, 1993;

Lassar & Miinsterberg, 1994).
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Mutacdo no gene da miogenina em camundongos revelou uma funcao crucial
deste regulador na diferenciagdo muscular terminal. Embrides de camundongo que nao
possuem miogenina morrem imediatamente apd6s o nascimento e exibem varias
anormalidades do musculo esquelético. Assim, a miogenina parece ser necessaria para a

completar o programa de diferenciacao in vivo (Lassar & Miinsterberg, 1994).

Experimentos em cultura de células mostraram que MyoD pode ativar sua
propria transcricdo bem como a de miogenina; miogenina pode se autoativar assim como
MyoD; Myf-5 pode se autoativar bem como MyoD e miogenina. A ativacdo da miogenina
parece ser mediada, em parte, via “downstream” fator de transcricdo muscular, MEF2

(Weintraub, 1993).

Muitos dos dados em relacdo a ativacao, autoativacao e ativagao cruzada entre
os membros da familia MyoD sugerem que MyoD e Myf-5 in vivo sdo responsaveis
primariamente pela mediagdo da ativacdo primaria, pela definicdo do estado miobléstico e
pelo posicionamento do nimero de células adequado nas regides em formacao muscular do
corpo e pelo recebimento de sinais inibitérios do meio ambiente; que MyoD deve ser
primariamente responsivo pela estabilizacdo do estado de autoativagdo, e que miogenina,
uma vez ativada por MyoD ou Myf-5, ¢ usada para ultrapassar o controle negativo in vivo e
para ativar a maioria (mas nao todos) genes estruturais musculares, como creatina quinase,
miosina de cadeia pesada (MHC), receptor acetilcolina entre outros (Osses & Brandan,
2002). MRF4, que possui muitos aspectos em comum com miogenina (isto ¢, inicio de
expressao tardio), deve também ter parcial sobreposi¢cdo de fungdo com miogenina, o que
pode contribuir a miogénese residual presente em camundongos deficientes em miogenina;
e deve possuir funcdo na manutencdo ou maturagdo da fibra muscular esquelética

(Weintraub, 1993; Lassar & Miinsterberg, 1994).

A base para o antagonismo entre proliferagdo e diferenciagdo ¢ a expressao
induzida do inibidor do ciclo celular p21 durante a miogénese. A inducao de p21 diminui a
atividade das quinases dependentes de ciclina (Cdk) envolvidas no controle da transi¢do
G1-S do ciclo celular nos midcitos em diferenciagdo e sua expressdo ectopica em
mioblastos ¢ suficiente para a interrup¢do do ciclo celular em meio de cultura rico em

mitogeno (Andrés & Walsh, 1996; Zhang, Wong, LIU et al., 1999).
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Foi proposto um modelo para a miogénese, ilustrado na figura 4 , um processo
altamente ordenado e regulado, separado temporalmente em 4 eventos distintos: primeiro,
apos a retirada dos mitégenos, MyoD ¢ ativado levando a expressdo de miogenina e outros
MRFs. A expressdo de miogenina marca o comprometimento dos mioblastos a via de
diferenciagdo. Segundo, interrupcao irreversivel do ciclo celular ¢ sinalizada por um
aumento de p21. Terceiro, a expressdo de marcadores de diferenciagdo terminal, como
MHC e creatina quinase, que ocorre nas células em diferenciag¢do. Finalmente, a fusdo dos
miodcitos diferenciados leva a formagao de miotubos multinucleados e musculo funcional. A
perturbagdo de qualquer estagio deste programa miogénico resultard em comprometimento
do desenvolvimento muscular (Andrés & Walsh, 1996; Squillace, Chenault &
Wang, 2002).

Fatores de FaseSe

crescimento Divisao celular

Mioblastos INDUGAOD DE |NTERRUP’CAO
IRREVERSIVEL
Em proliferagéo MIOGENINA
DO CICLO CELULAR
MIOGEMINA - MIOGEMNINA +
p21 p21 - 021 MIQGEMIMA -
MHC - MHC - p21 +
MHC -

INDUGAOQ DO
Ci) ? () FUSAD @' EENOTIPO

CELULAR CONTRATIL
Miotubo ‘ Miécito
multinucleado diferenciado
M GEMNIT A - MIOGEMINA, -
p21 + p21 +
MHC + MHC +

Figura 4- Modelo para a diferenciagdo miogénica em 4 etapas (Andrés & Walsh, 1996).
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1.2- Hormonios e fatores de crescimento na diferenciacio miogénica

Em resposta a priva¢do de fatores de crescimento, os mioblastos retiram-se do
ciclo celular e sofrem um irreversivel comprometimento para diferenciagdo terminal em

células do musculo esquelético (Figura 5).

A importancia dos hormoénios e fatores de crescimento na regulagdo da
proliferacdo e diferenciacdio das células musculares ¢ amplamente reconhecida

(Florini, J. et al., 1991a).

Andlises de como fatores de crescimento mitogénicos controlam o crescimento
de células musculares e sua diferenciacdo tem sido focada primariamente nos fatores
“fibroblast growth factor” (FGFs) (Lathrop, B. et al., 1985; Spizz, G. et al., 1986; Spizz, G.
et al., 1987; Linkhart, T.A. et al., 1981; Kardami, E. et al., 1985; Kardami, E. and Fandrich,
R.R., 1989), insulina e “insulin-like growth factor” (IGFs) (EWTON, D.Z. and Florini, J.R.,
1980; Florini, J.R. et al., 1986a; Florini, J.R. et al., 1991b), “platelet-derived growth factor”
(PDGFs) (Yablonka-Reuveni, Z. et al., 1990a; Yablonka-Reuveni, Z. et al., 1990b;
Yablonka-Reuveni, Z. and Seifert, R.A., 1993; Jin, P. et al., 1990; Jin, P. et al. 1991) e na
familia de “transforming growth factor-p (TGF-B) (Spizz, G. et al, 1987,
Olson, E.N. et al., 1986; Florini, J.R. et al., 1986b). Outros mitdégenos que parece ter o
mesmo efeito estimulatorio de crescimento e propriedades inibidoras de diferenciacdao sao
“epidermal growth factor (EGFs) (Lin, R.W. and Hauschka, S.D., 1984a;
Han, R.G. et al., 1988) e “leukemia inhibitory factor” (LIF) (Austin, L. and Burgess,
AW, 1991).

FGF ¢ um potente inibidor da diferenciacdo miogénica, sendo a forma basica a
mais potente (bFGF) (Osses & Brandan, 2002). Ele bloqueia uma etapa inicial (ou etapas)
nos eventos envolvidos neste processo e, como TGF-3, ndo possui efeito na expressao
subsequente dos MRFs. Uma possibilidade de acdo do FGF ¢ através do aumento da
expressdo de oncogenes celulares como c-fos e c-myc em resposta ao FGF. Estudos

mostraram que FGF inibe a expressao de MyoD1 e miogenina (Florini, J. et al., 1991a).

Mioblastos em fase-G1 do ciclo celular quando privados de FGF por apenas 3
horas passam por um processo irreversivel de diferenciagdo, o qual pode ser detectado por

3 principais mudangas: incapacidade de reentrar no ciclo celular quando os fatores de
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crescimento sdo restaurados; ativagdo de transcricdo de genes musculares estruturais; e
mudanga da superficie celular, fazendo com que as células comprometidas com o programa
de diferenciacdo sejam capazes de se fundirem com células em estagios de diferenciacao

similares ou nascentes miotubos (Clegg, C.H. et al.,1987; Adams, J and Watt, F., 1993).

“Insulin growth factors” (IGF-I, IGF-II) e insulina sdo os Unicos entre os
fatores de crescimento que estimulam ao invés de inibir a diferenciagdo miogénica, tanto
em células em cultura como em células satélite de ratos e células musculares de embriao de
galinha. Assim, a estimulacdo da diferenciagdo pelos IGFs ¢ um fenomeno geral. Em casos
de linhagens celulares como as células C2 que secretam grandes quantidades destes
hormonios e podem estimular sua propria diferenciagdo por mecanismos

autocrinos/paracrinos quando incubadas em 2% de soro eqiiino (Florini, J. et al., 1991a).

Além da fungdo de estimular a diferencia¢do, IGF-I e IGF-II também estao
relacionados com a sobrevivéncia celular uma vez que sdo ativadores da via da

PI 3-quinase e Akt (Fujio, Y. et al., 1999).

TGF- bloqueia todos os aspectos da diferenciacdo miogénica (fusdo, elevacao
da atividade de creatina quinase, aparecimento dos receptores acetilcolina, transi¢do da
actina da forma 3 para y e expressdo de outros RNAms musculo-especificos e proteinas
correspondentes) numa maneira dependente de concentracdo. Ele age numa etapa(s)
relativamente inicial (is) na cascata de eventos que levam a diferenciagdo terminal, pois ndo
possui efeito se adicionado ap6s o tempo necessario para o comprometimento das células.
A inibi¢do da diferenciagdo por TGF- ¢ reversivel, sugerindo que TGF- induz um sinal
transiente que ¢ rapidamente revertido e ndo causa danos irreversiveis aos mioblastos.
TGF- age provavelmente pela inducdo da expressao dos oncogenes jun e/ou ras

(Florini, J. et al., 1991a).

Um aspecto importante do comportamento dos receptores de fatores de
crescimento ¢ que o desaparecimento do receptor estd associado com a diferenciacao
terminal, tanto in vivo como in vitro (Engel, A. and Franzini-Armstrong, C., 1994)
(Figura 5). A demonstracdo de que a ligagdo de “epidermal growth factor” (EGF) em

mioblastos de camundongo diminuia quando estas células diferenciavam levou a sugerir
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que a perda dos receptores de fatores de crescimento (FGF, TGF-3) deva contribuir para o
estado pds-mitotico dos miotubos. Esta generalizagdo ndo se estende aos IGFs, que sdo
mitdogenos ativos paras as células musculares e aumentam sua ligacao as células durante o

programa de diferenciacdo (Florini, J. et al., 1991a).
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Figura 5- Diagrama das mudancas dos receptores de fator do crescimento de células musculares,
representando o estado pos-mitdtico das células musculares terminalmente deferenciadas. Na
presenca de apropriados mitdgenos, as células musculares crescem exponencialmente e mantém
alto nivel de receptores em sua superficie. Quando os mitdgenos sdo retirados, as células em
proliferacdo  tornam-se terminalmente  diferenciadas, expressam genes estruturais
musculo-especificos como creatina quinase (CK) e “myosin heavy chain”(MHC) e reprime a
expressao de genes dos receptores de fatores do crescimento, que causa o desaparecimento destes
receptores na superficie celular. Se os mitdgenos sdo recolocados no ambiente, células musculares
diferenciadas apresentam um fenotipo pos-mitdtico porque elas ndo apresentam receptores de

fatores de crescimento em sua superficie (Lin, R.W. and Hauschka, S.D, 1984b).
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1.3- Linhagens utilizadas para o estudo da miogénese in vitro

A cultura de células mioblasticas tem sido usada extensivamente no estudo do
desenvolvimento do musculo esquelético, assim como para gerar discernimentos sobre
mecanismos de homeostase e doencas do musculo esquelético em niveis celulares e
moleculares. O uso destas células precursoras de musculo esquelético (células satélites) ou
linhagens de células miogénicas derivadas destas células tem facilitado muito estes estudos
devido a elas apresentarem um fenotipo proliferativo e diferenciado referente a mioblastos

e miotubos respectivamente.

Curiosamente uma das primeiras linhagens utilizadas na determinagdo de
MREFs, foi uma linhagem de fibroblastos embriondrios murinos denominada 10T%. A partir
de estudos de expressdo forcada de MRFs nestas cé€lulas, elas se diferenciavam em células,
de caracteristicas contrateis, musculares (Konieczny, S.F. and Emerson, C.P.Jr., 1984;

Konieczny, S.F.and Emerson, C.P.Jr., 1985).

As maiorias das linhagens utilizadas em estudos de miogénese sao derivadas de
células satélites de musculo esquelético maduro. A mais antiga destas linhagens
mioblasticas ¢ a linhagem derivada de tecido muscular de ratos recém-nascidos,
denominada L6 (Yaffe, D., 1969). E uma linhagem com caracteristicas muito semelhantes &
linhagem amplamente utilizada nos dias de hoje par o estudo de células musculares,

derivadas de camundongos, denominadas C2C12.

Células C2C12 sdo derivadas da linhagem C2, provenientes de camundongos. E
uma linhagem celular miogénica bastante caracterizada e empregada atualmente como
modelos de diferenciacdo em miusculo esquelético (Andrés, V. and Walsh, K., 1996;
Yoshida, N. et al., 1998; Moran, J. et al., 2002; Yeow, K. et al., 2002; Lansen, R.C.J. et al.,
2003). Sdo células que apresentam grande poder de diferenciagdo miogénica. Na presenga
de uma alta concentragdo de soro no meio de cultura, as cé€lulas proliferam como uma
populagdo indiferenciada e expressam MyoD e/ou Myf-5. A diferenciacdo terminal de
C2C12 ¢ tipicamente induzida pela privacdo de soro, o que leva a uma série de eventos
cronologicamente ordenados. Expressdo de miogenina ¢ o evento inicial seguido pela
interrupcdo permanente do ciclo celular e expressdo de p2l1, producdo de proteinas

contrateis ¢ fusdo celular resultando na formagao de miotubos (Yoshida, N. et al., 1998).
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Quando uma cultura de mioblastos C2C12 em proliferacdo ¢ induzida a
diferenciar com privacdo de soro no meio de cultura, uma porcao significante das células
escapa da diferenciagdo terminal e passa a ter niveis ndo detectaveis de MyoD ou Myf-5.
Essas novas células sdo referidas como indiferenciadas ¢ quando sdo retornadas as
condig¢des de proliferagdo, elas passam pelo ciclo celular e retomam a expressao de MyoD,
demonstrando-se idénticas a cultura original. Assim, elas s3o denominadas ‘células
reserva’, lembrando algumas caracteristicas das células satélites in vivo (Yoshida, N.

et al., 1998).

Apoptose ¢ um processo significativo durante a diferenciagdo miogénica das
células C2C12, como mostra a figura 6. Estudos cinéticos indicaram que a privacao de soro
sinaliza apoptose em células em proliferagdo. Durante a miogénese, as células que
sobrevivem ao estimulo inicial adquirem um fendtipo resistente a apoptose acompanhado
pela expressdao de p21, essencial para a supressdo da morte celular por apoptose; mas nao
com o aparecimento de miogenina, um marcador inicial da diferenciagdo miogénica; e
posteriormente fundem-se em células sinciciais, um tipo celular mais resistente aos danos

subletais que os mioblastos em proliferagdo (Fujio et al., 1999; Sandri & Carraro, 1999).
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Figura 6- Algumas células C2C12 sofrem apoptose durante a diferenciacdo miogénica (Sandri & Carraro,

1999).

Outros tipos celulares com caracteristicas mioblasticas foram menos utilizados,
mas ndo menos importantes, apresentam algumas particularidades em cultura como as

cé¢lulas MM 14 e BC3H1. A MM 14 ¢ também uma linhagem derivada de células satélites de
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musculo esquelético de camundongos e apresentam caracteristicas semelhantes a linhagem
C2C12, mas para manter a linhagem em proliferacdo ¢ necessaria a adicdo de FGF e ndo
apenas soro, uma vez que a maioria dos soros ndo apresenta quantidade significativa de
FGF em sua composi¢ao (Linkhart, T.A. et al., 1981; Clegg, C.H. et al., 1987). A linhagem
BC3HI ¢ uma linhagem surgiu a partir do tumor de cérebro induzido quimicamente em
camundongos e consiste em uma linhagem permanente de células musculares
(Schubert D. et al., 1974). Estas células ndo apresentam expressao de MyoD e ndo se
fundem quando diferenciadas. A diferenciacdo também ocorre com a privacao de fatores de
crescimento mas ¢ uma diferenciacdo reversivel quando adicionado fatores de crescimento

novamente ao ambiente (Lathrop, B. et al., 1985; Spizz, G. et al., 1986).

Mioblastos, como C2C12, saem irreversivelmente do ciclo celular durante o
programa de diferenciagdo em miotubos. Enquanto a diferenciacdo progride, as células
miogénicas mostram uma propensdo reduzida para sofrer apoptose em meio de cultura
pobre em mitdgenos, provavelmente através da inducao de um fator de sobrevivéncia. Fujio
et. Al. (1999) mostraram que a quinase Akt ¢ superexpressa durante a diferenciacao
miogénica, com conseqiiéncia na sobrevivéncia do midcito, e assim, definiram um
componente do mecanismo no qual a proliferacdo e apoptose sdo coordenados durante a

miogénese in vitro.

Moran et. al. (2002) utilizaram “microarrays” de DNA para caracterizar
mudancas no padrdo de expressdo global d¢ RNAm durante proliferagdo, interrup¢do do
ciclo celular e diferenciagdo terminal em mioblastos C2C12. Este estudo revelou 629
sequéncias reguladas entre mioblastos em proliferagdo e diferenciagdo agrupadas em
categorias funcionais como contragdo celular, adesdo celular, funcdo da matriz extracelular,
metabolismo celular, transporte mitocondrial, replicagdo do DNA, controle do ciclo celular,
transcricdo de RNAm e, inesperadamente, regulacdo imune. A maior parte dos genes
regulados exibe marcante mudanca de expressdao durante as transigdes de células em
proliferacdo para inicio de diferenciacdo e em células no inicio e final da diferenciagdo,
consistente com a transicdo mitdtica para pds-mitdtica e a mudanga dramatica no fendtipo

celular acompanhando a diferenciagdo miogénica, respectivamente.

Introdugdo

34



1.4- Papel da matriz extracelular no programa de diferenciacao

Embora muitos fatores de crescimento afetem de maneira negativa a
diferenciacdo muscular in vitro, estudos sugerem que a diferenciacdo esta sujeita a
regulagdo positiva por estimulos do microambiente. A matriz extracelular (MEC) exerce
um papel importante na diferenciacdo muscular. Por exemplo, laminina-1 tem um papel
proeminente na promocao da formacdo de miotubos, adesdo e proliferagdo de mioblastos,
enquanto que fibronectina inibe a diferenciacdio miogénica (Lassar, A. et al., 1994;

Adams J. et. al. 1993; Shibanuma M. et al., 2002).

Em 2003, Ramon C.J. Lancen e colegas cultivaram células C2C12 sobre uma
matriz artificial denominada Matrigel (Kleinman, H.K. et al., 1986), que contém laminina,
colageno IV, entactina e proteoglicanos. Este produto ¢ normalmente utilizado in vitro para
mimetizar a MEC in vivo. Estes pesquisadores aumentaram o poder de diferenciagdo destas
células em cultivo comparado aos protocolos comumente usados (Lansen, R.C.J. et al.,
2003). A inducao de diferenciacao utilizando este protocolo com Matrigel diminuiu
significativamente a proliferacdo celular, podendo ser muito util para estudos que

necessitam uma populacdo homogénea de miotubos.

Estudos mais recentes mostraram que o estimulo mecanico por estiramento de
células C2C12 em cultivo, foi suficiente para inibir o programa de miogénese. O estudo
mostra que através do estiramento celular houve a ativacdo de proteinas tirosina-quinase e
superexpressdo do fator de transcricio NF-kB, o que manteve as células induzidas com
fenotipo de proliferagdo e nao diferenciagdo (Kumar, A. et al., 2004). Isto sugere e reforca a

importancia da matriz extracelular na regulagdo da miogénese.

Uma MEC organizada ¢ requisito para a miogénese ocorrer em resposta a
estimulos que sinalizam para a diferenciagdo em musculo esquelético. Aparentemente as
interagdes de receptores especificos presentes na membrana plasmatica anexados a MEC
geram sinais necessarios para guiar a diferenciagdo. Integrinas representam as provaveis
candidatas a receptores de superficie celular para exercer este papel porque agem como
componentes criticos de processos nos quais as células assimilam sinais mecanicos do

microambiente e possuem papel importante na migracdo e posicionamento celular. Além
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disso, as interagdes das integrinas também podem regular a expressdo génica e fornecer
meios diretos para a sinalizacdo a partir da matriz extracelular influenciando a

diferenciagao celular (Osses, N. et. al. 2002; Menko S. et. al. , 1987).

Integrinas sdo uma grande familia de glicoproteinas composta por subunidades
transmembrana o e [, que basicamente ligam a matriz extracelular ao citoesqueleto de
actina (Xu, F. et. al. 2001; Boudreau, N. et. al. 1999). Em células cultivadas, as integrinas
estao localizadas em sua superficie ventral, em estruturas denominadas complexo de adesao
focal, regides nas quais as células estdo fisicamente muito proximas ao substrato. Os
complexos de adesdo focal consistem de proteinas estruturais (quando associadas ao
citoesqueleto: paxilina, tensina, vinculina, actina, distrofina em mioblastos) e regulatérias
(quando associadas as integrinas: FAK, Src, Cas entre outras), e desempenham duas
funcdes estruturais importantes na célula: ligagdo da membrana ao substrato e
ancoragem/estabilizacdo do citoesqueleto de actina (Adams J. et. al. 1993; Hynes, R. O.,
1992; Kornberg, L. J., 1998).

Os eventos de transdugdo de sinal iniciados pela MEC culminam em mudangas
na expressdo génica. A diversidade das integrinas e suas diferentes especificidades para
moléculas da MEC sugerem que diferentes integrinas transmitem sinais distintos para

regular a proliferagdo, diferenciacdo e apoptose (Sastry,S.and Horwitz, A., 1996).

Estudos recentes de adesdo e sinalizagdo celular dependentes de integrina
mostraram que a ligagdo celular a MEC ¢ acompanhada pela agregacdo de integrina e que
poderia sinalizar um aumento na fosforilagdo em tirosina de algumas proteinas
intracelulares, emergindo como um potencial transdutor da sinalizagdo gerada pelas

integrinas (Boudreau, N. J and Jones, P. L., 1999; Hynes, R. O., 1992).

Uma vez que integrinas ndo exibem atividade enzimatica intrinseca e que
inibidores da atividade de tirosina quinase podem bloquear a formac¢do de adesdes focais,
os sinais celulares iniciados pelas integrinas devem ser traduzidos através de uma cascata
de eventos de fosforilagdo, sinalizados por proteinas intermedidrias que podem iniciar a
formagdo das adesdes focais e os caminhos de sinalizagdo intracelular. A primeira

FAK

candidata para estas proteinas ¢ a proteina tirosina quinase (PTK) pp125"™" ou quinase de
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adesdo focal (FAK); uma vez que, ap6s o aglomeramento de integrinas, ha um rapido
aumento de fosforilagdo em tirosina e da atividade quinase da célula (Cary, L. A. et al,,

1996; Boudreau, N. J and Jones, P. L., 1999; Schaller, M. D. and Parsons, J. T., 1993).

1.5- FAK e sua importancia no programa de miogénese

A FAK foi descrita pela primeira vez em 1992 como uma proteina de alta
fosforilagdo em tirosina associada a v-Src oncogene e localizada nos complexos de adesdo
focal de células normais (Hanks, S. et al. 1992, Schaller, M. D. et al., 1992).
Subsequentemente foi revelado que FAK localiza-se nos sitios de adesdo focal celulares

junto com a agregacao de integrinas (Kornberg, L. et al., 1992; Hanks, S. et al., 2003).

A FAK ¢ um membro da familia de proteinas tirosina quinase (PTKs) que
inclui Pyk2, FakB, RAFTK e CadTK (Zachary, 1., 1997; Owen, J. et al., 1999). A FAK ¢
uma PTK citosolica, ndo receptora, incomum, como ilustra a figura 7. Ela ndo contém
dominios SH2 e SH3 envolvidos em interagdo proteina-proteina, mas possui varios sitios
para ligagdo de SH2/SH3 proteinas sinalizadoras, podendo se envolver com uma infinidade
de vias de sinalizagdo dependendo do seu contexto de ativagdo (Parsons, J.T., 2003).
Grandes nimeros de estudos mostram sua importancia em diferentes processos celulares

como: motilidade, proliferagao, invasibilidade e sobrevivéncia.

Esta PTK localiza-se no complexo de adesdo focal via seu dominio FAT (focal
adhesion targeting) C-terminal. Esta localizacdo ¢ crucial para sua fun¢do de sinalizacdo,
uma vez que mutantes C-terminal da FAK falham em manter sua localizagdo na adesao

focal, impedem sua autofosforilagdo e sao inaptos para fosforilar os seus substratos.
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Figura 7- Representacdo estrutural da molécula da FAK, mostrando seus dominios e sitios de interagdo

(Parsons, J.T., 2003).

A ativacdo da FAK em resposta a estimulagdo da integrina lidera a formagao de
sitios de acoplamento em fosfotirosinas para varias moléculas de sinalizacao celular e pode
ser importante para a inducdo e mudangas conformacionais de proteinas ligantes nas
regides N- e C- terminal ndo cataliticas. A FAK ¢ ativada via autofosforilagdo na tyrosina
397 (Y397) que ¢ iniciado pelo engajamento da integrina a ela. A fosforilacdo da Y397 cria
um sitio ligante de alta afinidade para o dominio SH2 de quinases da familia Src, provoca o
recrutamento e ativagdo da Src e a formagdo do complexo FAK/Src (Schaller, M. D. et al.,
1994; Xing, Z. et al., 1994). A ativacao da FAK dependente da fosforilagdo da Y397 e o
recrutamento da Src tém sido implicado na eficiéncia da fosforilagdo das tirosinas de sitios
adicionais encontrados na molécula da FAK, assim como a ligagdo de proteinas como Cas e
paxilina (Owen, J. et al., 1999; Schaller, M. D. et al., 1999). A fosforilagdo da Y397
também parece ser importante para o recrutamento de outras proteinas que contém o
dominio SH2, incluindo a subunidade da “phosphoinositidine 3-kinase” (PI3-kinase),
“phospholipase C” (PLC)-y e a proteina adaptadora Grb7 (Akagi, T. et al., 2002; Chen, H.
C. et al., 1996; Han, D. C. and Guan, J. L., 1999; Chen, H. C. And Guan, J. L., 1994). A
formagao do complexo FAK/Src permite a fosforilagdo de outras tirosinas Y576, Y577,

Y925 e Y861 ao longo da molécula da FAK. As Y576 e Y577 estdao relacionadas com o
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aumento do poder de quinase da FAK (Wozniak, M.A. et al., 2004). A Y925 cria um sitio
de ligacdo para o complexo Grb2-SOS, o que liga a FAK a ativacdo de RAS e MAPKs
(Chen, Q. et al., 1994; Schlaepfer, D. D. et al., 1994; Schlaepfer, D. D. and Hunter, T.,
1996). A Y861 ¢ muito pouco estudada, mas estudos recentes indicam que pode aumentar o

nivel de fosforilacdo da Y397 via transativagdo (Leu, T. H. and Maa, M. C., 2002).

No seu dominio C-terminal, a FAK contém 4 sitios para fosforilagdo de serina
(Ser722, Ser843, Ser846 e Ser910). A regra da fosforilagdo das serinas em regulacdo da
funcdo da FAK ¢ pouco entendida; embora a proximidade destas serinas para com os sites
de interacao proteina-proteina sugere uma regra de modulagdo e estabilizacdo da ligagdo de

proteinas de sinalizacao “downstream” (Ma, A. et al., 2001).

Em adicdo a FAK também tem um dominio N-terminal FERM e dois motivos
ricos em prolina, os quais permite a interacdo com multiplos parceiros de sinalizagdo. O
dominio FERM pode exercer um papel autoinibitério da FAK pela interacdo com cauda
citoplasmatica B1 da integrina (Cooper, L.A.et al., 2003). Também existem estudos de
interacdo do dominio FERM com receptores de fatores de crescimento EGF e PDGF
ativados, que junto com a fosforilagdo da Y397, parece ser um fator importante para a
motilidade celular (Sieg, D.J. et al., 2000; Schlaepfer, D.D. et al., 2004). Através dos
motivos ricos em prolina (SI e SII figura 7) a FAK se liga ao dominio SH3 da Cas e e ao
dominio LD2 da paxilina (Schlaepfer, D.D. et al., 2004). Ambas Cas e paxilina sdo
altamente fosforiladas sob estimulagdo da integrina e isto, em parte, foi atribuida a FAK
(Schlaepfer, D.D. et al.,, 2004). Embora aparentemente a FAK seja importante para a
fosforilagao dos componentes da adesdo focal, modificagdes constitucionais eliminando sua
funcao quinase mantém a maioria das func¢des da FAK, sugerindo que a principal regra para
a funcdo da FAK ¢ funcionar como uma proteina agrupadora de outras proteinas além da

sua funcao quinase. (Figura 8)
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Figura 8- Representagdo da maioria das possiveis interagcdes da FAK no complexo de adesao focal (Parsons,

J.T., 2003).

“Splicing” alternativo do gene que codifica FAK pode levar a expressao
independente da regido carboxi-terminal de FAK, uma proteina chamada FRNK
(“FAK related non-tyrosine kinase”) de 41-43 kDa que, provavelmente, age como um
inibidor in vivo da funcdo de FAK, competindo pelos sitios de ligagao de adesdes focais e,
assim, impedindo a localizacdo de FAK nestas estruturas, além de reduzir a fosforilacao

em tirosina de FAK (Rodrigues-Ferndndez, J. L., 1999).

Existem alguns indicios de que a FAK esteja estreitamente relacionada com o
programa de diferenciagdo celular, particularmente no programa de diferenciagdo
miogénica. Experimentos em camundongos tém revelado um papel critico da FAK na
mediacdo do comportamento celular dependente da MEC. O fenétipo de camundongos
deficientes em FAK ¢ de letalidade embrionaria, caracterizada pelo migracdo embridnica
retardada, organogénese prejudicada e defeitos vasculares (Boudreau, N. J and Jones,

P. L. 1999).
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Embora estudos de expressdo génica e diferenciagdo in vitro demonstraram que
mutantes de fak possuiam desenvolvimento vascular extra e intraembriOnico gravemente
prejudicado; Ilic, Kovacic, McDonagh et al. (2003), mostraram que a diferenciagdo
tecido-especifica de células endoteliais FAK™ era comparavel & contraparte selvagem,
sugerindo que FAK nao era essencial para a diferenciacao das células endoteliais e que a
deficiéncia de FAK (FAK-/-) prejudicava a habilidade das células endoteliais migrarem e
organizarem-se de uma maneira que conduzisse ao desenvolvimento da vasculatura

primitiva.

Estudos recentes tém mostrado que a adesdo celular mediada por integrinas
pode regular varios componentes envolvidos no controle do ciclo celular embora as vias de
sinalizacdo intracelulares sejam ainda desconhecidas. Zhao, Reiske & Guan (1998)
mostraram que a ciclina D1 e p21 sdo os dois alvos principais na via de sinalizagdo de FAK
na regulacdo do ciclo celular pelas integrinas. A superexpressdo induzida de FAK em
células NIH3T3 elevou a expressdo da ciclina D1 e diminui a de p21 e, assim, acelerou a

transi¢ao das fases G1-S do ciclo celular.

Trabalhos recentes podem inferir a importdncia da FAK no programa de
diferenciagdo muscular. O primeiro corresponde a inibicdo do programa de miogénese
devido a expressdao da molécula oncogénica constitutivamente ativa v-Src. A expressao de
v-Src interferiu no processo regulatorio de ativadores transcricionais musculo-especificos
em células C2C12, mas os mecanismos como ocorreu esta interferéncia ndo foram
estudados. Trabalhos envolvendo expressdo de v-Src s3o claros quanto ao seu poder de
ativacdo, via fosforilagdo de sitios de tirosina, diferentes proteinas sinalizadoras, inclusive
sua propriedade de transativar a FAK e sua cascata de sinalizagdo, independente de
estimulacdo de integrinas (Roy, S. et al., 2002). Além disso, a expressdo de FRNK, o
dominante negativo da FAK, bloqueou efeitos de invasibilidade e metastase experimental
nas células v-Src transformadas (Hauk, C.R. et al., 2002) Indicando que a FAK ¢ um forte
candidato a substrato da agdo quinase da Src. A qual pode modificar o comportamento

celular via transativacao da FAK (Roy, S. et al., 2002; Hauk, C.R. et al., 2002).
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Sastry, Lakonishok, Wu et al. (1999), demonstraram que a expressao ectdpica
da forma ativada da FAK - CD2-FAK (constru¢do hibrida de FAK e dominio
transmembrana da CD2) promove a proliferacdo e inibe a diferenciagdo. Outro trabalho que
também infere diretamente & FAK no programa de miogénese, propondo até um
mecanismo de inibi¢do via FAK, como pode ser observado na figura 9. O trabalho mostra
que devido ao stress mecanico de células C2C12 e consequente ativacdo da FAK, Rac-1
GTPase e o fator de transcrigdo NF-kB, houve inibi¢do do programa de miogénese destas

células (Kumar, A. et al., 2004).

Cyelic Mechanical Strain
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Rac-1 — Rho-GDI

v

NF-kB — IkBaAN
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'
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Figura 9- Possivel mecanismo de inibigdo da miogénese por stress mecanico (KUMAR, A. et al., 2004).

Trabalho realizado em nosso laboratorio por Clemente et al.(2005) mostrou
que a expressdo transiente de uma FAK mutada na Y397, tendo a caracteristica de um
dominante negativo da FAK (Torsoni, A. et al.,2003), diminuiu a quantidade de marcadores
de diferenciagdo muscular como miogenina e creatina quinase muscular (MCK) em células
C2C12 submetidas a privagdo de fatores de crescimento. Mostrou-se também, um
comportamento bifasico da ativacdo da FAK. Este comportamento bifasico foi verificado

com a desfosforilacdo da Y397 da FAK na primeira hora ap6s inducdo a diferenciagdo dos
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mioblastos C2C12 e a ativacdo crescente desta proteina, caracterizada pela fosforilagdao da
Y397, ao longo dos proximos 5 dias de diferenciacdo. Este comportamento bifasico da
FAK indicou ser um fator critico para a entrada da célula no programa de diferenciagao.
Corroborando com estes resultados, outros trabalhos de Goel e Dey em 2002 mostraram

que ocorreu um aumento da fosforilagdo da FAK no decorrer do periodo de miogénese.

Evidéncias na literatura demonstram que o nivel de fosforilacdo em tirosina da
FAK ¢ controlado pela tirosina — fosfatase SHP-2 (Yu et al., 1998; Manes et al., 1999;
Vadlamudi et al., 2002; Wichert G.von. et al., 2003 ). H4 evidéncias também de que a
regulacdo da ativagdo da FAK por estimulo mecanico via integrina/citoesqueleto depende

da modulagao da atividade da SHP-2 (Wichert G.von. et al., 2003 ) .

Estudos em células epiteliais gastricas mostraram que a ativagdo enzimatica da
SHP-2 ¢ o que controla diretamente os niveis de fosforilagdo da FAK nos casos de gastrite,
ulcera péptica e adenocarcinoma gastrico infectados por Helicobacter Pylori CagA

(Tsutsumi et al; 2006 ).

3.6- SHP-2 e sua importancia no programa de miogénese

SHP-2 ¢ uma proteina tirosina-fosfatase (PTP) citoplasmatica, amplamente
expressa, que contém dois dominios SH2 na por¢do N-terminal de sua molécula e um
dominio PTP na por¢do C-terminal. A SHP-2 pode tornar-se fosforilada em dois residuos
de tirosina Y542 e Y580, localizados na sua por¢do C-terminal, em resposta a ativacao de
receptores de fatores de crescimento (Kontaridis, M.I. et al., 2002; Bennett, A.M. et al.,
1996; Feng, G.-S. et al., 1993). Resultados da andlise cristalizada da estrutura 3D da SHP-2
tem revelado o mecanismo molecular ao qual o engajamento do dominio N-SH2 com um
pepitideo tirosina-fosforilado lidera a atividade da PTP (Hof, P., 1998). Além disso, a
ligagdo de pepitideos tirosina-fosforilados ao dominio N-SH2 da SHP-2 foi relatado como

necessario para a ativagao do dominio PTP (Lechleider, R.J. et al., 1993).
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A atividade catalitica da SHP-2 ¢ requerida em duas situacdes antagdénicas no
processo de sinalizacdo celular. Ela pode ser requerida em uma resposta positiva, pela
desfosforilagdo de proteinas que contém residuos de tirosina-fosforilados que mantém sua
molécula inativa. Ou em uma resposta negativa, onde a sua acdo fosfatase inativa
moléculas que sdo normalmente ativas quando os residuos de tirosina estdo fosforilados

(Neel, B.G. et al., 2003).

Estudos bioquimicos em células de mamiferos sugeriram que a SHP-2 pode
participar na transmissdo de sinais iniciados pelos receptores de fatores de crescimento
(Kontaridis, M.1. et al., 2002; Bennett, A.M. et al., 1996; Feng, G.-S. et al., 1993). A PTP
interage fisicamente via seu dominio SH2 com um numero de PTKs ligantes e ativadas por
receptores, assim como, proteinas citoplasmaticas de sinalizacdo e presumivelmente com
funcdes de promover sinais mitogénicos (Xiao,S. et al., 1994; Noguchi, T. et al., 1994;
Milarsky, K.L. et al., 1994; Yu, D.H. et al., 1998). Para definir a bioldgica fun¢do da
SHP-2, uma mutagdo deletéria foi introduzida no locus do gene da SHP-2 em células tronco
embriondrias, que resultou na delecdo do exon 3, que codificam os residuos 46-110
correspondente a0  dominio N-SH2 da  molécula protéica da  SHP-2
(Saxton, T.M. et al., 1997). Camundongos mutantes homozigotos, com padrao SHP-2(-/-)
morreram ao redor dos dias 8.5-10.5 de gestagdo, com multiplos defeitos na mesoderme.
Notavelmente, as anormalidades no padrdo de organizacdo da mesoderme em embrides
SHP-2 (-/-) sdo similares ao fenotipo de embrides com deficiéncia em fibronectina e FAK
(Furuta, Y. et al., 1995; George, E.L. et al., 1993), sugerindo que SHP-2 ¢ FAK pertencem
a uma comum via de sinalizacdo de controle da motilidade celular. Assim como a FAK, a
SHP-2 foi incumbida de exercer um papel critico em vias de sinaliza¢do da integrina e em
processo celulares como motilidade celular e organiza¢do de citoesqueleto, incluindo a
regulacdo do complexo de adesdo focal (Yu, D.H. et al., 1998; Wichert, G.V. et ¢l.,2003;
Tsuda, M. et al., 1998). Existem evidéncias de que a SHP-2 e a FAK agem
concomitantes para regulacdo de vias de sinalizacdo celular. Estudos indicam que o
“turnover” da FAK; a capacidade de agrupar e desagrupar estruturas dos contatos de
adesdo, importante fendmeno para o mecanismo de migragdo celular; é regulada via acao
de fosfatase da SHP-2 (Manes, S. et al., 1999). Adicionalmente, mostrou-se que a agdo da

SHP-2 na desfosforilagdo da Y925 e Y577 da FAK, foi importante para a regulagcdo do
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complexo de adesao de células de cancer de mama humano (Vadlamudi, R.K. et al., 2002).
Além disso, fibroblastos SHP-2 (-/-) apresentavam a FAK hiperfosforilada, resultando em
modificacdes da motilidade celular. Estes resultados sugerem que a fosfatase SHP-2 pode

funcionar como um fator regulador da atividade da FAK (Yu, D.H. et al., 1998).

Estudos recentes fazem a conotacdo da SHP-2 na regulagdo da miogénese.
Primeiramente foi evidenciado que durante a miogénese a SHP-2 apresentava-se
superexpressada e formando complexo com o “SHP-2 substrate-1”(SHPS-1), inferindo a
importancia da SHP-2 no programa de miogénese (Kontaridis, M.I. et al., 2001). Também
foi verificado a regulacdo positiva da miogénese pela acdo da SHP-2 acoplada a via de
sinalizagdo da Rho GTPase, por acao da desfosforilagdo da molécula inibidora de Rho

GTPase, p-190-B Rho GAP (Kontarids, M.I. et al., 2004).

Nossa hipodtese ¢ de a acdo da tirosino-fosfatase SHP-2 determina a reducao
transitoria da quinase de adesdo focal (FAK) na transi¢do do estado proliferativo para o

estado de diferenciacao no modelo de miogénese em células C2C12.
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2- OBJETIVOS
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Verificar se a proteina tirosino fosfatase SHP-2 influencia o nivel de

fosforilagdo da FAK durante a miogénese.

Objetivos especificos

1. Avaliar a expressdo e fosforilacdo da FAK durante o periodo inicial de

diferenciacdo de mioblastos
2. Padronizar o silenciamento da Shp2 em células C2C12

3. Avaliar os efeitos do silenciamento da SHP-2 no nivel de fosforilagdo da

FAK durante o periodo inicial de diferenciacdo de mioblastos.

4. Avaliar os efeitos do silenciamento da SHP-2 no processo de diferenciacdo

do mioblastos C2C12 em miotubos.
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3.1- Cultura de Células

Foi utilizada a linhagem celular C2C12 (ATCC#CRL-1772) derivada da
linhagem C2 proveniente de células do somito embrionario de camundongo C3H que sdo

precursoras de musculo esquelético.

As células C2C12 foram cultivadas em 20 ml de meio de cultivo composto por
DMEM (Gibco) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Nutricell) e 1% de penicilina
estreptomicina (Penicilina 10.000.000 UI/L - Streptomicina 10g/L - Nutricell), em garrafas
de cultura (Corning® 75 cm? Flask Cell Culture) mantidas em estufa a 5% de CO, a 37°C.

Para nao perder a populagdo mioblastica pela confluéncia, ao atingirem 70% de
confluéncia as células foram removidas da garrafa utilizando-se solucao de tripsina 0,25%
(Sigma) e centrifugadas por 10 minutos a 1.500 rpm. O pellet formado foi homogeneizado
em meio de cultura de cultivo, as células foram contadas com o auxilio do corante de
exclusao azul de tripan (0,1% v/v), que seleciona as células viaveis (incolores) das células
inviaveis (azuis), na camara de Newbauer em microscopio invertido e plaqueadas na
densidade de 10° céls/mL na mesma ou numa nova garrafa esterilizada por calor tmido
contendo 15 ml de meio de cultivo. O meio de cultivo foi trocado a cada dois dias para

manter seu valor nutritivo até confluéncia de 70% das células e novo repique.

3.2- Ensaio de diferenciacao celular

Caracteristicamente as células C2C12 diferenciam-se em miotubos quando
cultivadas em meio pobre em fatores de crescimento como ¢ amplamente descrito em
literatura, foi utilizado o protocolo de restricdo de nutrientes do meio de cultivo induzindo
as c¢lulas a miogénese.. No presente estudo, as células C2C12 foram plaqueadas em placas
de vidro de 90mm de didmetro na densidade de 10° céls/mL. Apos 48 horas de
plaqueamento, com as células apresentando 70% de confluéncia, o meio de cultura foi
trocado pelo meio de diferenciacdo (MD) constituido de DMEM (Gibco) acrescido de 2%
soro eqiiino (Gibco) e 1% de penicilina-streptomicina (Penicilina 10.000.000 UI/L -

Streptomicina 10g/L - Nutricell). As c€lulas foram mantidas em MD, sendo trocado a cada
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24 horas, por periodos variando dentre 1 hora e 2 dias, quando ja atingiram certo grau de

diferenciacao.

3.3- Transfecciio de siRNA 57" em células C2C12

Esta técnica induz a diminuicdo da expressdo génica por acao
pos-transcricional. O siRNA ¢ incorporado em um complexo multiprotéico de
silenciamento induzido por RNA (RISC). O duplex siRNA ¢ desfeito, a fita anti-sense guia

o complexo RISC ao mRNA-alvo homoélogo que € entdo degradado.

As células foram plaqueadas em placas de vidro, na densidade de 10° céls/mL.
Apo0s 48 horas de plaqueamento, os mioblastos foram transfectados. Para cada placa, foram
incubados lug de siRNA em 799 uL (DMEN) e 20 uL de Lipofectamina (Invitrogen®)em
780ul (DMEN), por 15 minutos em temperatura ambiente, para a formagao dos complexos
siRNA-lipossoma, conforme bula Lipofectamina Invitrogen®. Durante este periodo, as
células foram lavadas com PBS e foram adicionados 4.8mL de DMEM sem antibi6tico em
cada da placa. Apds a incubagdo, adicionaram-se 1,6mL da solucdo de transfeccdo em cada
placa, diretamente sobre as células, e a transfeccdo prosseguiu por 2 horas, de acordo com
Dodds, Dunckley, Naujoks et al., 1998; em estufa de CO2 a 37°C. Para finalizar a
transfeccdo, foram adicionados 3,6mL de DMEM acrescido de 10% SFB ¢ 1,0% de

antibioticos em cada placa, sem a remocao da solucdo de transfeccao.

Apds 12 horas, foi feita a troca do meio de cultura para o meio de
diferenciagdo. O extrato total de proteinas das células foi retirado num periodo de até 48
horas de cultura em meio de diferenciacdo. A figura 10 mostra o curso temporal do

experimento.
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Figura 10- Curso temporal do experimento utilizando siRNA .

3.4- Extrato Total de proteinas

As células foram lavadas com PBS e removidas das placas de cultivo em
tampao de extracdo (100mM Tris-HCI pH 7.4; 100mM pirofosfato de sodio; 100mM
fluoreto de sédio; 10mM EDTA; 10mM ortovanadato de sédio; 2mM PMSF; 0,2 mg/ml
aprotinina, 10% Triton-X 100) e lisadas pela passagem em agulha ultra fina. Apos 30
minutos de incubagdo em gelo, os homogenatos foram centrifugados a 4°C, 11000 rpm, por
20 minutos para remover o material insolivel e o sobrenadante foi utilizado para os
ensaios. A determinag¢do do contetido de proteinas totais do sobrenadante foi feita pelo

método de Lowry.

Apoés quantificacdo das proteinas, 400pL de amostra acrescida de 100uL de
tampao de Laemmli (0,0625M Tris-HC1 pH 6.8; 2% SDS; 5% [J-Mercaptoetanol; 10%
glicerol e 0,01% bromofenol) e 0,015g de DTT, foram aquecidos a 100°C por 5 minutos e
armazenados em biofreezer (80°C negativos) para posterior analise das proteinas por

western blotting.
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3.5- Determinacao de proteinas pelo método de Lowry

Este método foi escolhido por ser mais sensivel e preciso em amostras de baixa

concentragdo protéica e cada amostra foi analisada em triplicata.

Neste método, a cada ImL de solucdo C foram adicionados 10uL de amostra e
os tubos de ensaio foram incubados por 10 minutos protegidos da luz. Apos este periodo,
adicionaram-se 50uL Folin Chateau (Folin-Ciocalteau) e as amostras foram incubadas por
mais 30 minutos protegidas da luz. Apds esta ultima incubagdo, foi feita a leitura em

espectrofotometro a 660nm - Ultrospec 2100 pro Amersham Bioscience®.

Para o célculo da concentracdo de proteinas, foi feita uma curva padrio de
albumina bovina (Sigma), variando em concentragdes de 5,5 pug/puL a 0,5 pg/ul, e os
valores de absorbancia obtidos das amostras foram comparados para extimar a

concentragdo de proteinas correspondente.
Solucdo A: 2% Na,COs, 0,1N NaOH
Solucdo B;: 1% CuSO4
Solucdo B,: 2% NaK tartarato

Solucdo C: para cada 1 mL de solugdo A, adicionar 100uL de solucdo B; e
100uL de solugdo B,

3.6- Western Blotting

As amostras de proteinas normalizadas foram submetidas a eletroforese
SDS-PAGE em gel de acrilamida 10%, utilizando-se o aparelho de eletroforese BIO-RAD
miniature lab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca); em

tampao de corrida (4X: 200mM Tris-HCI; 7,18mM EDTA; 0,4% SDS; 1,52M glicina).

A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi
realizada por 90 minutos a 120V, em aparelho miniaturizado de transferéncia da BIO-RAD,
utilizando tampao de transferéncia (25mM Tris-HCIl; 20% metanol; 0,02% SDS; 192mM

glicina).
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A membrana foi incubada por 45 minutos, em temperatura ambiente, em
tampao de bloqueio (5% leite em po6 desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02%
Tween 20) para minimizar liga¢do inespecifica dos anticorpos e depois lavadas por 15

minutos em solucdo basal (10mM Tris-HCI; 150mM NacCl; 0,05% Tween 20).

Para a imunomarcacdo, as membranas foram incubadas com os anticorpos
policlonais anti-FAK (dilui¢ao 1:1000, Santa Cruz Biotechnology) , anti-pFAK 397
(dilui¢ao 1:2000, BioSource) e o monoclonal anti-SHP2 (diluicao 1:2000, Santa Cruz) em
tampao de anticorpo (3% leite em pd desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02%

Tween 20) durante toda a noite, a 4°C.

Apo6s serem lavadas por 15 minutos em solucdo basal, as membranas foram
incubadas com 5uCi de ['*’I] Proteina A (30uCi/Ug) em 10 ml de tampéo de iodo (1% leite
em poé desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) por 6 horas, em
temperatura ambiente, para a imunodetec¢do. Apds este periodo, as membranas foram
novamente lavadas por 15 minutos em solucdo basal e postas para secar a temperatura

ambiente.

A proteina A ['*I] ligada aos anticorpos especificos foi detectada por
auto-radiografia em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). As imagens

obtidas das membranas foram entdo quantificadas no programa Image J 1.36b .

3.7- Coloracao hematoxilina-eosina

Para avaliar a morfologia das células C2C12 nos diferentes estados de

proliferacdo e diferenciacgdo, foi feita a coloragdo hematoxilina-eosina (HE).

As células C2C12 foram lavadas com PBS 0,2M e fixadas com metanol por 20
minutos a -20°C. Apds o periodo de fixagdo, foram lavadas rapidamente 2 vezes com agua

destilada.

Adicionou-se hematoxilina de Harris e a lamina foi incubada por 3 minutos a
temperatura ambiente e logo depois lavada 3 vezes e incubada por 10 minutos com agua

destilada a temperatura ambiente para melhorar o contraste.
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ApoOs esta incubagdo, a lamina foi incubada em eosina por 5 minutos e entdo

lavada 3 vezes com 4gua destilada.

Para montar a lamina, segui-se um processo de desidratacdo pela passagem em
bateria de alcoois (70%, 80%, 95%, 2x 100%) e xilol (1 e 2) e para a fixagao entre lamina e

laminula utilizou-se meio de inclusdo rapida para microscopia - entellan® (Merck).

3.8- Sintese de siRNA"" in vitro

Foi utilizado um molde de DNA correspondente a posicdo 797 no mRNA do
gene da SHP2 (NM _011202.2). Como controle foi utilizado siRNA sintetizado a partir de
uma seqiiéncia irrelevante (GFP), sem homologia com genes de camundongo. A sintese
in vitro do siRNA*™ ¢ siRNA®'" foi realizada sob dominio do promotor da RNA
polimerase III T7, utilizando o kit Ampliscribe T7 high yield transcription (Epicentre), de
acordo com o protocolo do fabricante. 1puL dos RNAs e 1 e 3pg de T7, utilizados como
padrdo para a quantificagdo, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% com
brometo de etideo, em tampao TAE (40mM tris-acetato, 2mM EDTA, pH 8.5), e

visualizados com luz UV.

As bandas dos géis foram quantificadas por densitometria Optica através do
software Image J , e a concentracdo dos RNAs foi determinada com base no padrao de T7,

como mostra o gel representativo da Figura 11 .

Iug 3ug SHP2s SHP2as
T7 T7

Figura 11- Gel representativo da quantificagdo das fitas de RNA. T7= promotor da RNA polimerase III
(padrdo de quantificagdo), SHP2s = fita de RNA SHP2 sense,SHP2 as = fita de RNA SHP2

anti-sense.
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Apoés quantificagdo, quantidades iguais, em pg, das fitas senso e anti-senso
foram incubadas por 5 minutos a 95°C e aneladas por resfriamento lento durante a noite. O

sIRNA resultante foi armazenado a -20°C.

3.9- Contagem Celular

Para avaliar o crescimento das células C2C12 nos diferentes estados de
proliferacdo, diferenciagdo e apos silenciamento da tirosina-fosfatase SHP-2 foi feita a
coloracdo hematoxilina-eosina (descrito anteriormente). Foram colocadas quatro laminulas
em placas em diferentes grupos, proliferagdo (controle), lipofectamina (controle
lipofectamina) e placas com células transfectadas com siRNA®**? coradas em diferentes
tempos de diferenciagcdo. Foi utilizado o programa Image Pro Express para a captura de
imagem das laminulas, sendo necessdrio a captura de 8 imagens de cada laminula para
realizar a varredura para a contagem, o programa Biocolor Scanner Pro 2 desenvolvido em

nosso laboratorio foi utilizado para a contagem celular .

3.10- Analise estatistica

Os dados foram apresentados em distribuicdo normal e varidncia homogénea.
Diferencas entre trés ou mais grupos foram testadas por analises de varidancia (ANOVA)
sendo o teste post hoc o de Bonferroni para avaliar as diferencas entre os grupos. Valores

de p < 0,05 foram considerados significantes.
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4- RESULTADOS
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4.1- Expressao da FAK em células C2C12 durante a diferenciacio miogénica

Para avaliar a importancia da FAK no processo de diferenciacdo de células
C2C12 inicialmente examinamos sua expressao nos estdgios de proliferacao e diferenciacdo
através de western blotting. Mioblastos C2C12 foram plaqueados em placas de vidro de 90
mm, apds 48 horas foi adicionado meio de diferenciacdo. Os mioblastos em proliferacao
que ndo foram estimulados a diferenciacdo, no inicio do experimento, foram utilizados

como controle.

Células em proliferacao e nos diferentes dias de diferenciacdo foram extraidas e
seus homogenatos separados em SDS-PAGE 10%. Em seguida, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e imunomarcadas com anticorpo primario
anti-FAK (por¢ao N-terminal) e reveladas com o Kit SuperSignal® West Pico

Chemiluminescent para quimioluminescéncia.

Como demonstrado na figura 12, durante a diferenciagdo miogénica, a

expressdo de FAK nao varia significativamente.
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Figura 12- Representacdo da expressdo de FAK no cultivo de C2C12 em MD no periodo inicial de indugdo a

miogénese.
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4.2- Atividade da FAK em células C2C12 durante a diferenciacio miogénica

A fosforilacdo no residuo 397 da FAK e, portanto, sua atividade, diminui nas
primeiras horas de diferenciacdo e aumenta gradualmente nas horas seguintes em meio de

diferenciacdo. A andlise da atividade da FAK (pFAK) indicou diminui¢do na atividade

durante o periodo curto inicial (figura 13).

128
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Figura 13- Representacdo de valores porcentuais médios (n=6) da quantidade de proteinas marcadas com

pFAK em células C2C12 em proliferacao (CT) e diferenciacdo (10’-8h). *P < 0,05
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4.3- Associacao da FAK/SHP-2 em células C2C12 durante inducio a miogénese

IPFAR
IB:SHP-2 70 kDa

1504

Unidades Arbitrarias
(%)

MD

Figura 14- Representacdo grafica da interacdo da proteina tirosino-fosfatase SHP-2 com a FAK em células
C2C12 induzidas a miogénese. Ensaio de coimunoprecipitacdo do anticorpo especifico anti-FAK
e blot com anti-SHP-2 das amostras de proteinas controle (CT), 10 minutos (10’), 1 hora (1h), 2
horas (2h) , 4 horas (4h) e 8 horas (8h) de inducdo a diferenciagio de células C2C12 em meio de
diferencia¢do (MD). IP=imunoprecipitado; IB=imunoblotting. (Experimento representativo: cada

tempo possui extra¢do de proteinas de 3 placas de petri . n=3)

Como podemos observar o nivel de interagdo da FAK com a SHP-2 tem um
aumento exatamente no periodo da primeira hora correspondente ao periodo de

desfosforilagdo da Y-397 da FAK, observado por Clemente et al. 2005.

4.4- Padronizacao do Silenciamento em células C2C12: siRNA

Apo6s a transfeccdo com siRNA nas células C2C12 foi feita a extracdo em
diferentes tempos para avaliar o nivel de expressdao da SHP-2 em meio de cultivo. Foi
observada menor expressdo desta proteina apds 12 horas ao periodo de transfecgdo.

Conseqiiente a este tempo houve retorno normal na expressao de SHP-2 ( Figura 15B).
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Logo a transfeccio em meio de cultivo (MC) e indugdo destas células a se
diferenciarem (MD), apds o silenciamento de SHP-2, houve superexpressao desta proteina

sugerindo aumento na proliferacdo celular.
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Figura 15- A - Representacdo de valores porcentuais médios da quantidade de proteinas marcadas com
SHP-2 em células C2C12 em meio de cultivo transfectadas com siRNA*""? com extrato total
de proteinas em diferentes tempos (horas).

B - Valores porcentuais médios da quantidade de proteinas marcadas com SHP-2 em células
C2C12 nas mesmas condicdes de “A”, extrato total de proteina com tempos adicionais, 24;
48 e 72 horas ap6s observacio do silenciamento em 12 horas.

C - Exemplos representativos de blots realizados com extrato total de proteina de C2CI12
transfectadas com siRNA®*" ¢ anticorpo anti-SHP-2, em proliferacio (MC — meio de cultivo)
e diferenciacdo (MD — meio de diferenciacio).

D - Representacdo de valores porcentuais médios de extrato total de C2C12 em mesmas
condigdes de “C” das amostras controle (CT), controle de células com lipofectamina
(CTLip), 12 horas apds transfeccdo com siRNAS#™? (12si), 8 horas apos transfecgdo (8si) e 24
horas apés transfec¢do (24si).IB=imunoblotting. (Experimento representativo: cada tempo
possui extracdo de proteinas de 3 placas de petri . n=3)
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4.4.1- Expressao da SHP-2 em células C2C12 durante a diferenciacdo miogénica

Para avaliar a importancia da SHP-2 no processo de diferenciacdo de células
C2C12 inicialmente examinamos sua expressao nos estagios de proliferacao e diferenciacdo
através de western blotting. Mioblastos C2C12 foram plaqueados em placas de vidro de 90
mm, apds 48 horas foi adicionado meio de diferenciacdo. Os mioblastos em proliferacao
que ndo foram estimulados a diferenciacdo, no inicio do experimento, foram utilizados
como controle. Durante a diferenciagdo miogénica, a expressdo de SHP-2 ndo varia

significativamente (Figura 16).
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Figura 16- Representacdo da expressdo da SHP-2 em células C2C12 no periodo inicial de indugdo a

miogénese. (n=6) *P< 0,05

4.5- Efeito do Silenciamento da SHP-2 na atividade da FAK

Para avaliar a atividade da FAK nas primeiras horas ao silenciamento da SHP-2
nas células C2C12 induzidas a diferenciacdo foi feito extracdo total de proteinas e
transferidas para membranas de nitrocelulose, marcadas com anticorpo pFAK e
normalizadas pela quantidade de FAK nestas células. Foi observado um aumento em sua
atividade (fosforilacdo) nestas células induzidas ao estimulo para diferenciarem,

principalmente no periodo de 4 horas ap0ds transfec¢do com siRNA.
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Figura 17- Valores porcentuais médios da quantidade de proteinas marcadas com pFAK normalizada pela
quantidade de FAK em células C2C12 transfectadas com siRNA*™"? em proliferacio
(MC) - controle (CT), controle de células com lipofectamina (CTLip) e 12 horas apds
transfec¢do (12si) ; com meio de diferenciacdo (MD) — 4 horas (4si) ,8 horas (8si) ;24 horas
(24si) e 48 horas (48si) ap6s transfeccdo em meio de diferenciacdo. (Experimento representativo:

cada tempo possui extragdo de proteinas de 3 placas de petri . n=3)

4.6- Caracteristicas fenotipicas das células C2C12 nos estagios de proliferacao e

diferenciacido em misculo esquelético.

Para a andlise das caracteristicas fenotipicas de células C2C12 nos estdgios de
proliferacdo e diferenciacdo, mioblastos C2C12 foram plaqueados na densidade de 10°
céls/mL. em meio de cultura contendo 10% de soro fetal bovino. Apds 48 horas, quando
atingiram 70% de confluéncia, as células foram lavadas com PBS e adicionou-se meio de
diferenciacdo (soro eqiiino 2%, sem soro fetal bovino). Apds 24 horas em meio de
diferenciacdo os miotubos ja podiam ser observados e apds 48 horas a fusdo celular se
completou (figura 18 C-D, E-F). Durante os primeiros dias em cultura, antes do
aparecimento dos miotubos, sdo observadas células com citoplasma e nicleo aumentados
em relacdo as células em proliferacio. Na Figura 18 sdo apresentados exemplos
representativos de células C2C12 coradas com HE observadas em microscopia

convencional, respectivamente, nos estdgios de proliferacdo e diferenciacao.
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Figura 18- Exemplos representativos de células C2C12 nos estdgios de proliferacdo e diferenciacio
A, B-proliferacio; C, D-24 horas de diferenciacdo; E, F-48 horas de diferenciagdo.
HE - Aumento 100x: (“A”; “C” e “E”). Aumento 200x: (“B”; “D” e “F”)

Como demonstrado na figura 18A, os mioblastos sdo células pequenas, com
morfologia semelhante a dos fibroblastos, que em meio de cultura rico em mitégenos
mantém-se em proliferacdo. Quando atingem a confluéncia, algumas células entram em
diferenciag¢do terminal pelo contato célula-célula. Assim, a cultura foi mantida em cerca de
70% de confluéncia para evitar a perda da populacio de mioblastos. Assim, foi possivel
observar que os mioblastos emitem prolongamentos para manter contato com células
proximas. Além disso, estas células apresentam caracteristicas do processo de migracio

celular, como demonstrado pela presen¢a de lamelipddios (figura 18B).

A presenca de lamelipddios ja ndo € mais constante (figura 18C, D). A andlise
por microscopia Optica permite observar que, em relacdo aos mioblastos em proliferacao,
estas células passam a apresentar arranjos celulares definidos, a andlise de microscopia

confocal observado por Clemente et al. 2005 mostra organizacdo dos filamentos de actina
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corados por rodamina, quando comparado os resultados a organizacdo celular € evidente,

sugerindo aos arranjos definidos uma organizacao de fibras de actina.

Ap6s 48 horas em cultura, os miotubos come¢am a se formar. Os miotubos
caracterizam-se pela presenca de nuicleos enfileirados, formando sincicios que se organizam
de forma semelhante as fibras musculares (figura 18E). A figura 18F ilustra um exemplo
representativo dos miotubos, observados em microscopia ptica, aumento 200x. Nota-se
que os miotubos possuem mais actina e sdo células mais alongadas que os mioblastos em

proliferacdo. Além disso, ndo se observam os prolongamentos caracteristicos de células em

migracao.

4.7- Efeito do silenciamento de SHP-2 na proliferacao das células C2C12

Na avaliagdo da proliferacdo celular foram analisados dois grupos em mesmas
condi¢des de cultivo e indugcdo ao estimulo para diferenciacdo: Grupo de células com
Lipofectamina e grupo de células transfectadas com siRNA. Apds contagem das células e
comparacdo entre os grupos foi observado aumento na proliferacdo celular no grupo

transfectado com siRNAS*"? com significativo aumento no tempo de 12 horas apds

F& 5
4 &

transfeccdo (Figura 19).
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Figura 19- Grifico representativo da proliferacdo das células C2C12 em meio de cultivo (MC) e meio de

diferencia¢do (MD) ap6s horas de transfec¢do com siRNASH? (4:8;24 ¢ 48 horas)
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4.8- Efeito do silenciamento de SHP-2 na diferenciacio e nas caracteristicas

fenotipicas das células C2C12

ST ~5

Figura 20- Exemplos representativos das células C2C12 transfectadas com siRNA®™ e coradas em
diferentes tempos, 12 horas em meio de cultivo, 4;8;24 e 48 horas com meio para inducdo a

diferenciacdo, e grupos controle de lipofectamina nas mesmas condi¢des das células
transfectadas.
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Para avaliacdo fenotipica das células C2C12 transfectadas com siRNA as
c€lulas foram divididas em grupos : Transfectadas com siRNAS? (siShp2) e

Lipofectamina (LP) conforme experimento realizado para anélise da proliferacdo celular.

Em analise de observacdo foi identificado que as células controle (CT), e
controle lipofectamina (LP) possuem caracteristicas de células em normal proliferacdo,
mioblastos pequenos com emissdo de lamelipddios, melhor visualizados no aumento 200x.

(Figura 20)

No grupo de células transfectadas com siRNA®" as células apresentam-se com
nicleos maiores, consequentemente, possuem a caracteristica de um estado celular
hipertréfico. Até 24 horas apds a transfeccao € observada uma desorganizacdo dos arranjos
celulares em comparacdo ao grupo Lipofectamina. Com 48 horas nota-se a reorganizagao
celular, levando a uma possivel formacdo de miotubos com destaque para os grandes
nicleos que as células transfectadas possuem em comparacdo ao grupo controle

lipofectamina.
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5- DISCUSSAO
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O presente estudo foi avaliar o papel da tirosino-fosfatase SHP-2 nos niveis de
fosforilagdo da FAK, no periodo inicial de diferenciagdo da linhagem celular miogénica

C2Cl12.

Demonstramos que a reducgdo transitoria da atividade da FAK € essencial para
que as mioblastos C2C12 iniciem o processo de diferenciacdo terminal em miotubos. A
privacdo do soro fetal bovino induziu uma reducio transiente (cerca de 80 % por ~2 horas)

da fosforilacao da FAK.

E possivel que a inibi¢do inicial da atividade da FAK decorre da retirada stibita
dos fatores de crescimento quando o meio de cultura € substituido por meio préprio para a
diferenciacdo. Sabe-se que a atividade da FAK ¢ regulada por sinais do ambiente através da
adesao celular e por fatores de crescimento e agonistas (e.g. angiotensina II e endotelina) de
receptores acoplados a proteina G (GPCR — G protein coupled receptors), sendo lhe
atribuida a funcdo de coordenacdo de respostas celulares a sinais de natureza mecanica e
humoral (Giancotti & Ruoslahti, 1999; Juliano, 2002). Niveis relativamente elevados de

atividade da FAK determinam a manutencdo do estado proliferativo (indiferenciado)

através de ativagdo de ciclinas.

A ativagdo transiente da FAK seja pela adesdo, seja pela acdo de fatores
crescimento, estimula vias de sinalizagdo celular que controlam as ciclinas responsaveis
pela manutencdo das células em proliferacdo (Gilmore & Romer, 1996; Schwartz &
Assoian, 2002), salientando a importincia da FAK em manter as células no ciclo celular
(proliferacdo). Evidéncias experimentais também indicam que a ativacdo da FAK ativa vias
de sinalizacdo responsdveis pela sobrevivéncia celular e inibicdo de mecanismos de
ativacdo das vias celulares que culminam com a apoptose (Gervais, Thornberry,

Ruffolo Et Al., 1998; Alahari, Reddig & Juliano, 2002; Hanks, Ryzhova, Shin et al., 2003).

Estudos anteriores do nosso laboratério demonstrados por Clemente et al 2005
avaliou a importancia da FAK na diferenciacao dos mioblastos C2C12 em miotubos através
da transfec¢do com o plasmideo contendo a constru¢do do gendétipo mutado da FAK, o
codon correspondente a tirosino 397 foi substituido por uma fenilalanina (dominante

negativo F397). Estes resultados mostraram que a expressao induzida da FAK mutante em
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células C2CI12 induziu a expressdo elevada do marcador de diferenciacio muscular
miogenina ainda nas células em proliferacio, durante o processo de diferenciacdo
miogénica, mas aboliu substancialmente a fusdo das células em miotubos impedindo a
progressdo das células C2C12 para a diferenciacdo terminal, mantendo-as entdo em

processo de proliferagao.

Nossos resultados de co-imunoprecipitacdo mostraram aumento de cerca de 2
vezes na associacdo entre FAK e SHP-2 no periodo coincidente com os niveis baixos de
fosforilacdo da FAK indicando que a SHP-2 estd envolvida no processo de desfosforilagiao

da Y397 da FAK no periodo inicial da miogénese.

Observamos que o aumento da associagdo FAK/SHP-2 durante a miogénese
ocorreu com os niveis de expressao de SHP-2 inalterados, isto pode estar envolvido com a
regulacdo da atividade da SHP-2. O mecanismo pelo qual a SHP-2 exerce sua funcdo, bem
como seus alvos na célula, ainda nao estd bem elucidado. Tem sido descrito que a ativagao
da SHP-2 ¢ dependente da ligacdo de uma proteina fosforilada em residuo de tirosina no
dominio N-SH2 (Hof. et al, 1998; Feng, 1999; Neel, Lu, Pao, 2003), e que a
autodesfosforilacdo € caracteristico dessa enzima quando ndo estd associada a uma proteina
ligante (Lu,Shen,Cole,2003; Araki, Neel, 2003). Assim a dissociacdo da FAK/SHP-2
permite que a FAK aumente sua autofosforilacao no residuo tirosino 397, sendo que esta
dissociacdo seja suficiente para que esta molécula se auto-fosforile ao longo da

diferenciagdo miogénica.

Para avaliar o efeito da SHP-2 na reducao transitéria da pFAK padronizamos o
silenciamento de SHP-2 em células C2C12 nos estados de proliferacdo e diferenciagao,
utilizando a técnica de interferéncia por RNA (iRNA), que implica na introdu¢do de uma
dupla fita de RNA na célula, sendo uma ferramenta altamente eficiente na determinagdo da
funcdo génica [Tuschl T & Borkhardt A 2002; Dykyhoorn D et al., 2003]. Esta técnica
induz a diminuicdo da expressdo génica por agdo pods-transcricional. O siRNA €
incorporado em um complexo multiprotéico de silenciamento induzido por RNA (RISC). O
duplex siRNA ¢é desfeito, a fita anti-sense guia o complexo RISC ao mRNA-alvo homdlogo
que é entdo degradado. Esta degradacdo diminui a tradu¢do do gene em proteina

[Dykxhoorn D et al., 2003].
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Nossos resultados indicam um silenciamento da SHP-2 ap6s 12 horas da

transfeccdo de siRNASHF2

nas células em proliferagdo. A partir desses dados o tempo de 12
horas apds a transfec¢do foi o ponto inicial para induzir as células a se diferenciarem,
substituindo o meio de cultura (proliferacao) pelo meio de diferenciacdo e entdo observar

os efeitos do silenciamento da SHP-2 na diferenciacao dessas células.

Observamos que apds o silenciamento e inducdo de diferenciacdo nas
decorrentes horas (8 a 48 horas) houve uma superexpressdao da proteina SHP-2, indicando
que nas células apds o silenciamento da SHP-2 a FAK manteve-se fosforilada permitindo a
estas células permanecerem no ciclo celular no estado de proliferacdo. Podemos especular
que a expressao de SHP-2 nas decorrentes horas apds diferenciacdo decorreu do aumento
da proliferagdao celular mantida pela FAK fosforilada em seu residuo tirosino 397 neste
curto periodo inicial na indugdo da diferenciacdo ndo permitindo a fusdo celular e

conseqiiente formacdo de miotubos.

Confirmando estes achados, observamos nas primeiras horas ao silenciamento
da SHP-2 nas células C2C12 induzidas a diferenciacio um aumento na atividade
(fosforilagc@o) da FAK, principalmente no periodo de 4 horas, estando estes niveis maiores

em relacdo ao mesmo periodo nas células ndo transfectadas.

Corroborando com estes resultados a avaliagdo da proliferacao celular mostrou

um aumento na proliferacdo principalmente no grupo transfectado com siRNASHF2

no
periodo de 12 horas em comparagdo ao grupo controle (Lipofectamina) no mesmo
periodo.Este € o periodo em que hd maior silenciamento da SHP-2 e conseqiiente
manutencao da fosforilacdo da FAK, nao sofrendo a acdo fosfatase da SHP-2, e permitindo
a permanéncia destas células no ciclo celular. No decorrer das horas no grupo de células
transfectadas houve um discreto aumento na proliferacdo celular em comparagdo ao grupo
controle (Lipofectamina) indicando a dificuldade de se manter o silenciamento por siRNA
em células em proliferacdo, devido ao fato que o siRNA nao € transferido para as novas

células durante a mitose, e sendo permitido a estas novas células ja em meio de

diferenciacdo entrarem em diferenciacdo.
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Em analise de observacao através de microscopia Optica foi identificado que as
células controle (CT), e controle lipofectamina (LP) possuem caracteristicas de células em
normal proliferacio, mioblastos pequenos com emissdo de lamelipddios, melhor

visualizados no aumento 200x. (Figura 21)

No grupo de células transfectadas com siRNA®*"? as células apresentam-se com
nicleos maiores, consequentemente, possuem a caracteristica de um estado celular
hipertréfico. Até 24 horas apds a transfeccao € observada uma desorganizacdo dos arranjos
celulares em comparacdo ao grupo Lipofectamina. Com 48 horas nota-se a reorganizacao
celular, levando a uma possivel formacdo de miotubos com destaque para os grandes
nicleos que as células transfectadas possuem em comparacdo ao grupo controle

lipofectamina.

Semelhante aos nossos resultados, dados recentes da literatura mostram que
experimentos com fibroblastos deficientes em SHP-2 (SHP-2 ’ ) aumentam de tamanho em
comparacdo aos fibroblastos wild type (WT). Isto decorre através da regulacdo do
crescimento celular pelo controle da via mTOR/S6K1 pela SHP-2. A regulacdo negativa de
SHP-2, através do fibroblastos deficientes em SHP-2 em meio de privacdo a fatores de
crescimento superexpressou a S6K1. A S6K1 (S 6 ribosomal kinase 1) ¢ um membro da
familia AGC de proteinas kinases que controlam o crescimento celular, esta é diretamente
ativada por mTOR ( mammalian of target rapamycin ) que atua na integracao de sinais de
mitégenos, nutrientes, e status de energia para o controle de crescimento celular (tamanho e
massa celular ), e progressao do ciclo celular, em parte da ativacdo da S6K1. (C. Zito, H.
Qin, Bennett; 2007). Mais evidéncias mostra que TCS2 (tumor suppressor proteins) regula
negativamente o crescimento celular através da inibicdo da via mTOR, através de uma
GTPase Rheb ligando-se diretamente a mTOR e estimulando a atividade kinase. Neste

estudo foi identificada a interagdo FAK/TSC2 e mostrado que TSC2 € fosforilada por FAK

na regulacao da ativacdo da S6K1 e crescimento celular (B. Gan, Y. Yoo, J. Guan; 2006).

Estes achados indicam que com a deplecio de SHP2 a FAK permanece
fosforilada, fosforilando a TSC2 que por sua vez quando permanece ativa inibe a Rheb, esta
GTPase quando inibida deixa de inibir a mTOR, a S6K1 ativada pela mTOR ativa o ciclo e

o crescimento celular.
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Observou-se que a deplecdo de SHP-2 impediu a diferenciacdo terminal dos
mioblastos privados de soro fetal bovino em miotubos, sugerindo que a SHP-2 modula o
nivel de fosforilacdo da FAK exercendo papel inibitério na ativagdo da FAK na transi¢do
das células C2C12 no estado de proliferacdo para diferenciacdo, influenciando a entrada

destas células na diferenciacao.
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6- CONCLUSAO
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A deplecao de SHP2 por silenciamento gé€nico induz a proliferacdo em células
C2C12, e bem como observado a hipertrofia nessas células, € possivel que estes efeitos
sejam desencadeados pela ativacdo simultinea da FAK. Estudos adicionais com inibi¢do
simultdnea da FAK deverdo confirmar esta hipétese e também avaliar os mecanismos

transcricionais e de pds-tradugdo envolvidos neste processo.
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