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“O conceito de embrido é assombroso, e a formagdo de um embrido é a tarefa
mais drdua que alguém haverd de realizar. Para se tornar um embrido, vocé teve
que construir a si mesmo a partir de uma unica célula. Teve que respirar antes
que tivesse pulmoes, digerir alimentos antes que seus orgdos estivessem _formados,
construir 0ssos a partir de uma massa e ordenar os neurbnios antes mesmo de
adquirir a capacidade de pensar. Uma diferenca marcante entre vocé e a mdquina
¢ que a mdquina nunca é requisitada para uma fungdo antes que esteja
terminada. Todo animal tem que estar em funcionamento enquanto se auto-
constrot.”

(Scott F. Gilbert, excerto do livro “Biologia do Desenvolvimento”)

“Experimente coisas novas...

Vocé certamente conhecerd coisas melhores
e coisas piores do que as jd conhecidas,
mas ndo é isso o que importa.

O mais importante é a mudanga,

0 movimento,

o dinamismo,

a energia.”

(Clarice Lispector)
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RESUMO

A miogénese é um processo que envolve mudangas progressivas a partir de células
progenitoras localizadas nos somitos dos embrides de vertebrados. Estas células, conhecidas
como mioblastos, passam por uma etapa inicial de intensa proliferacdo celular para, em
seguida, diferenciar-se formando midcitos que se fundem para compor fibras musculares
contrateis. O sucesso destas diferentes etapas depende de um complexo panorama de
expressdo génica, que envolve a atividade de marcadores moleculares com funcdes bem
estabelecidas. Dentre eles, estdo marcadores associados com: 1) o comprometimento da
linhagem miogénica e proliferagdo das células progenitoras (Pax3 e Myf-5), 2) inicio da
diferenciacdo celular (MyoD, Miogenina, Miostatina), 3) diferenciacdao terminal e formacao
das fibras musculares contriteis (cadeia pesada da miosina — MyHC) e 4) marcadores
reguladores do ciclo celular (p217), bem como o gene endogeno GAPDH. No presente estudo
utilizou-se amostras de tecido da musculatura peitoral de embrides de galinha nos estadios 8,
11, 14 e 17 do desenvolvimento embriondrio e células de cultura primaria de mioblastos de
galinha. Dada a caréncia de informacgdes sobre a expressio dos marcadores moleculares
classicos da miogénese, o objetivo deste trabalho foi estabelecer o padrdao de expressdao génica
da Miostatina (Mstn), a distribui¢do espacial e o conteido proteico da MSTN, importante
regulador do crescimento e desenvolvimento da musculatura esquelética, e dos demais
marcadores selecionados nesse estudo ao longo das diferentes etapas da miogénese
esquelética. Para tanto, a atividade dos marcadores selecionados foi definida, primeiramente,
por RT-PCR e, em seguida, foi feita a quantificagdo da expressdo génica por qRT-PCR, tanto
em tecidos, modelo in vivo, quanto em células, modelo in vitro. Posteriormente, realizou-se
um estudo da distribuic@o espacial da proteina MSTN, em tecidos e em células, bem como a
andlise do conteudo proteico, em tecidos. Além disso, realizou-se uma caracterizagdao
morfologica da miogénese fetal em galinha (dias 8, 11, 14 e 17) para observar as
modificagdes que ocorrem ao longo do desenvolvimento. Os resultados confirmaram a
expressdo génica da Mstn durante todas as etapas da miogé€nese fetal em galinha, tanto em
tecidos (dias de desenvolvimento embriondrio 8, 11, 14 e 17) quanto em cultura priméria de
mioblastos (cinco dias de diferenciacdo celular). Quanto aos marcadores moleculares, no
modelo in vivo, ocorreu aumento gradual do p2/ em consonincia com o aumento da
expressao da Mstn; Pax3 apresentou indugdo no dia 11 e teve uma queda acentuada no dia 17;
Myf-5 manteve-se constante ao longo dos dias; Myod e Miogenina apresentaram aumento da
expressao no dia 11, precedendo o pico de expressdao da Mstn no dia 14; MyHC aumentou sua
expressao nas etapas mais avancadas do desenvolvimento, com destaque para o dia 17. Em
contrapartida, no modelo in vitro, o p21 teve aumento progressivo de sua expressdao ao longo
dos 5 dias de cultura, em oposi¢do a Mstn; Pax3 e Myf-5 apresentaram maior expressao nos
dias 1 e 2 da cultura; Myod e Miogenina tiveram maior expressao nos primeiros dias de
cultura; MyHC apresentou-se muito mais expresso nos dias 4 e 5 de cultura celular. Em
tecidos, os estudos de expressdo gé€nica corroboraram com os dados obtidos nas etapas
seguintes, onde foi observado, por imuno-histoquimica, a distribui¢do espacial da proteina e a
confirmacao do contetido proteico da MSTN. Enquanto que em células, o resultado obtido por
meio da imunocitoquimica ndao foi conforme o esperado, visto que as células da cultura
celular ndo apresentaram niveis detectdveis da proteina MSTN. O dltimo ensaio produzido
neste trabalho, com co-cultura de mioblastos primarios fetais com organoides de fibroblastos
de galinha, revelou que podem ser os fibroblastos, presentes na co-cultura, que parecem
expressar a MSTN, contudo, por ser um achado inédito, serdo necessdrios estudos futuros
para comprovar essa hipdtese levantada.

Palavras-chave: Miogénese esquelética, Miostatina, marcadores moleculares.



ABSTRACT

Myogenesis is a process that progressively evolves into the development of progenitor cells in
vertebrate embryos. These cells, known as myoblasts, undergo a first stage of cell
proliferation and then differentiate into myocytes that fuse together to form contractile muscle
fibers. The success of these steps depends on a complex panorama of gene expression, which
involves the activity of function markers with well-established functions. Among them,
markers associated with: 1) the impairment of myogenic taxation and proliferation of
progenitor cells (Pax3 and Myf-5), 2) onset cell differentiation (MyoD, Myogenin, Myostatin),
3) terminal differentiation and formation of fibers (MyHC), and 4) markers regulators of the
cell cycle (p21), as well as the endogenous gene GAPDH. Tissue samples from the pectoral
muscles of chicken embryos were used in stages 8, 11, 14 and 17 of the embryonic
development and primary culture cells of chicken myoblasts. The aim of this study was to
establish the gene expression pattern of Myostatin (Mstn), the spatial distribution and protein
content of MSTN, an important regulator of skeletal muscle growth and development, and the
lack of information on the expression of classical molecular markers of myogenesis and the
other selected markers mentioned above, along the different stages of skeletal myogenesis.
The activity of the selected markers was firstly defined by RT-PCR and then the
quantification of the gene expression by qRT-PCR, in tissues, in vivo model, and in cells, in
vitro model. Subsequently, a study of the spatial distribution of MSTN protein in tissues and
cells, as well as the analysis of the protein content, was carried out in tissues. In addition, a
morphological characterization of fetal myogeny in chicken (days 8, 11, 14, and 17) was
performed to observe the changes occurring throughout development. The results confirmed
the gene expression of Mstn during all stages of fetal chicken myogenesis in both tissues
(embryonic development days 8, 11, 14 and 17) and in myoblast primary culture (five days of
cell differentiation). As for the molecular markers, of the in vivo model, there was a gradual
increase of p21/ in consonance with the increase of Mstn expression; Pax3 presented induction
on day 11 and had a sharp drop on day 17; Myf-5 remained constant throughout the days;
Myod and Myogenin showed increased expression on day 11, preceding the Mstn expression
peak on day 14; MyHC increased its expression in the more advanced stages of development,
especially on day 17. In contrast, in the in vifro model, p21 had progressive increase of its
expression during the 5 days of culture, as opposed to Mstn; Pax3 and Myf-5 showed higher
expression on days 1 and 2 of the culture; Myod and Miogenina had greater expression in the
first days of culture; MyHC showed much more expression on days 4 and 5 of cell culture. In
tissues, gene expression studies corroborated the data obtained in the following steps, where
the spatial distribution of the protein and the confirmation of the protein content of MSTN
were observed by immunohistochemistry. However in cells, the result evidenced by
immunocytochemistry was not as expected, since cells from the cell culture did not have
detectable levels of the MSTN protein. The last assay produced in this work, using co-culture
of fetal primary myoblasts with organoids of chicken fibroblasts, revealed that the presence of
MSTN may be due to the fibroblasts, present in the co-culture, that seem to express MSTN.
Since this is an unprecedented finding, future studies should be carried out to prove this
hypothesis.

Key words: Skeletal myogenesis, Myostatin, molecular markers.
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1.INTRODUCAO

O tecido muscular compde a maior parte do corpo de um animal e a unidade
basica que forma este tecido € a fibra muscular esquelética (GILBERT, 2003). Os musculos
sdo importantes porque desempenham vérias fungdes, sendo uma das fungdes bdsicas o
processo de contragdo muscular que, ao ocorrer, viabiliza vdrias tarefas cruciais a
sobrevivéncia dos animais, tais como movimentagdo e sustentacdo corporal, respiracao
(diafragma) e degluti¢do (lingua).

O desenvolvimento da musculatura esquelética ocorre a partir do processo de
miogénese que envolve a determinacdo de células precursoras de musculo esquelético nos
tecidos embriondrios, a proliferacdo celular, a diferenciacdo e a maturagdo das fibras
musculares (GILBERT, 2003; MARCHESIN, 2008). A ontogénese das miofibras ocorre
durante a vida embriondria, com o aparecimento de ondas sucessivas de mioblastos que
constituem a origem dos diferentes tipos de fibra muscular (HAUSCKA, 1994). Os
mioblastos podem ser classificados em populagdes distintas, sendo designados como
mioblastos embriondrios, fetais e adultos (STOCKDALE, 1992). A primeira onda de
producdo e povoamento das miofibras origina-se dos mioblastos embriondrios e a segunda
onda dos mioblastos fetais dando origem, por sua vez, as fibras musculares primadrias e
secunddrias (KALCHEIM; CINNAMON; KAHANE, 1999, PICARD et al., 2002; ALVES,
2004). Em galinhas, os mioblastos embrionarios atingem seu auge aos 5 dias da idade
embriondria, os mioblastos fetais sdo presentes entre os dias 8 e 12 da idade embriondria e os
mioblastos adultos surgem nos estddios finais do desenvolvimento embriondrio
(STOCKDALE, 1992; NINOV, 2010).

Nesse contexto miogénico, a miogénese fetal é a responsavel por formar a maior
parte da massa de musculos esqueléticos, sendo a Miostatina (Mstn), um dos principais genes
reguladores da deposicdo de musculo esquelético. Dessa forma, o objeto de interesse do
presente estudo foi analisar o comportamento da Mstn, em tecidos (dias 8, 11, 14 e 17 de
desenvolvimento) e cultura primdria de células (cinco dias de diferenciagdo celular) através de
estudos da dindmica da expressdo génica da Mstn, distribui¢do espacial da proteina MSTN,
nas células da linhagem miogénica, bem como o estudo do conteido proteico da MSTN em
tecidos. Andlises de expressao génica de marcadores moleculares, tanto miogénicos quanto de

ciclo celular e de diferenciacdo, a saber: p21, Pax3, Myf-5, MyoD, Miogenina, MyHC e F'st
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também foram realizadas, em tecidos e em células. Ainda neste estudo, conjuntamente foi
feita a andlise morfoldgica dos tecidos (dias 8, 11, 14 e 17 de desenvolvimento), para observar
as modificagdes ao longo do desenvolvimento fetal em galinha (Gallus gallus).

O modelo utilizado, embrides de galinha, sdo ficeis de serem obtidos e possuem
um baixo custo, sendo, portanto, excelentes modelos para pesquisas envolvendo modelos
animais (BROWN et al., 2003; STERN, 2005; BURT, 2007). Até o momento existem poucos
trabalhos caracterizando de maneira detalhada os padrdes de expressdo génica de marcadores
moleculares e o padrdo proteico que atuam em diferentes etapas da miogénese, a saber, a
proliferacdo, a diferenciacdo inicial e tardia, assim como a maturacdo das células da linhagem
miogénica em aves.

A galinha, Gallus gallus, € um amnioto e supde-se que hda uma semelhanca muito
grande no desenvolvimento desta espécie com outros espécies de vertebrados, incluindo o ser
humano. A compreensdo da miogé€nese fetal em aves € importante para entender as bases
celulares e moleculares da musculatura esquelética e também pode contribuir para geracao de
linhagens mais produtivas e para o melhoramento animal, no que se refere a producdo animal
e a biotecnologia.

No que concerne a pesquisa bdésica, este trabalho ird propiciar um conhecimento
mais aprofundado sobre o papel do gene da Mstn e da proteina MSTN no desenvolvimento da
musculatura esquelética de aves. Os trabalhos nesta drea visam possibilitar estudos sobre
funcdes génicas e proteicas, mas também a possibilidade de aplicagdes praticas futuras nas
areas de avicultura e biotecnologia. Em adi¢do, poderao ser realizados estudos de doencgas que
comprometem a homeostase da musculatura esquelética, tais como distrofias musculares e

caquexia.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A origem e o desenvolvimento da musculatura esquelética

Os musculos esqueléticos compdem a maior parte do corpo humano e de outros
vertebrados. A unidade basica que forma este tecido é a fibra muscular esquelética, que se
caracteriza por ser uma célula extremamente grande, alongada e por apresentar varios nucleos
compartilhando um mesmo citoplasma (GILBERT, 2003). As fibras musculares sdo
responsaveis pela contracdo muscular que, ao ocorrer, viabiliza tarefas essenciais a
sobrevivéncia dos animais, tais como movimentagdo e sustentacdo corporal, respiracao
(diafragma) e degluti¢do (lingua).

O desenvolvimento da musculatura esquelética ocorre a partir do processo de
miogénese que envolve a determinacdo de células precursoras de musculo esquelético nos
tecidos embriondrios, a proliferacdo celular, a diferenciacdo e a maturagdo das fibras
musculares (GILBERT, 2003; MARCHESIN, 2008). Durante o desenvolvimento
embriondrio, a maioria dos miusculos esqueléticos forma-se a partir dos somitos,
condensagdes tempordrias de mesoderma paraxial distribuidas em ambos os lados do tubo
neural, segundo observa-se na Figura 1 (revisado em SUMMERBELL; RIGBY, 2000;
POURQUIE, 2001; POWNALL et al., 2002).

Mesoderme lateral
esplancnico

Mesoderme
intermediaria

Endoderme

Ectoderme

Tubo neural

Mesoderme
paraxial
(somitos)

Mesoderme
intermediaria

Mesoderme
lateral somatica

100 pm

Figura 1. Corte transversal, na regido mediana do embrido de galinha (etapa correspondente a finalizagdo da
neurulacdo e continuagdo do processo de organogénese). Observa-se os derivados do mesoderma em ambos os
lados do tubo neural, com destaque para o mesoderma paraxial (Fonte: Rangel, 2015).
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Os somitos, conforme amadurecem, sofrem compartimentalizacdo ao longo do
eixo dorso-ventral do embrido, originando o dermomiétomo dorsalmente e o escler6tomo
ventralmente. O dermomidtomo diferencia-se em dermdtomo, que gera a derme, e 0 miétomo,
que origina a musculatura esquelética dos membros e do tronco (Figura 2). Com excecdo dos
musculos da cabeca e do pescogo, que possivelmente originam-se do mesoderma paraxial
anterior aos somitos, todos os demais musculos esqueléticos dos organismos vertebrados
derivam dos somitos (CHRIST; ORDAHL, 1995; ALVARES, 2001). Por sua vez, o
escler6tomo origina cartilagens e ossos das vértebras e das costelas (DAL PAI-SILVA;

CARVALHO, 2007).
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Figura 2. Miogénese esquelética em vertebrados. Representagdo esquemadtica dos somitos, mostrando a
formacgdo do dermomiétomo e midtomo, onde residem as células precursoras miogénicas, envolvidas na génese
da musculatura esquelética. O esclerétomo, também mostrado, participa da formagdo do esqueleto axial dos
vertebrados (Fonte: Adaptada de Ordahl, 1993. In: Gilbert, 2003).

O dermomidtomo abriga diferentes populagdes de células precursoras do tecido
muscular, que irdo formar a musculatura esquelética epaxial e hipaxial (Figura 3). O
desenvolvimento da musculatura epaxial inicia-se quando células do l4dbio dorso-medial
(LDM) dos somitos expandem-se sob o dermomiétomo e forma-se um folheto continuo que
origina o midtomo epaxial. Esta expansdo possibilita que os mioblastos entrem no miétomo
na posi¢do correta para a formacdo da musculatura epaxial (DENETCLAW et al, 1997;
KAHANE et al; 1998; ALVARES, 2001). Por sua vez, o desenvolvimento da musculatura
hipaxial origina-se através de dois mecanismos distintos, onde em um dos mecanismos, as
por¢des medial e lateral do mi6tomo misturam-se, formando uma ldmina continua de
mioblastos, que sob a ativacdo de genes especificos, irdo se diferenciar e originar a
musculatura da parede ventral do corpo. Outro mecanismo diferente envolve a desagregacao
de células do ldbio ventro-lateral (LVL) do dermomidétomo, apds a separagdo entre

dermomiétomo e esclerotomo. Estas células precursoras miogénicas migram lateralmente em
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direcdo a somatopleura para formar a musculatura (CHRIST; JACOB; JACOB. 1983;
DENETCLAW, CRRIST; ORDAHL, 1997; CINNAMON et al; 1999; ALVARES, 2001).

Regigo Epaxial  permomistomo

Ganglio da raiz
dorsal LDM

Mesoderme
,4‘ . / paraxial pré-

somitica

8
C, Dorsal
Wy Epaxial Posterior|
Py >
2 ~
3 N Anterior Hypaxial
Notocorda  Esclerétomo LVL Ventral
Miétomo
Y- Células do ﬁ ; ipaxiai LDM: Labio LVL: Labio
% Midtomo 5 Células hipaxiais .
) M esclerétomo migratorias dorso-medial ventro-lateral

Figura 3. Representacdo esquemdtica dos eventos que ocorrem no desenvolvimento dos somitos ao longo do
eixo anteroposterior de um embrido (Fonte: Adaptada de Buckingham et al., 2003).

Nos compartimentos miogénicos dos somitos (dermomidtomo € o miétomo),
células precursoras mesodérmicas iniciam a miogénese, processo que envolve diferentes
etapas, conforme ilustrado na Figura 4. Na determinacdo, células mesodérmicas dos somitos
se comprometem como destino muscular gerando os mioblastos. Estas células proliferam
passando por vdrios ciclos de divisdo celular, compondo um pool de células precursoras
musculares. Em seguida, tem inicio a diferenciacdo celular, que ocorre simultaneamente com
a interrup¢do do ciclo celular. Nesta etapa, mioblastos alinham-se com outros mioblastos nas
proximidades do tecido conjuntivo, fundindo-se para formar miotubos multinucleados (Fig.
4). Finalmente, a formacdo das fibras musculares maduras depende da intensa sintese de
proteinas miofibrilares, que ocorre com a ativagdo de proteinas musculos especificas

mediadas por fatores transcricionais.
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Figura 4. Etapas envolvidas na miogénese esquelética, a partir das células precursoras mesodérmicas
encontradas até a formagao das fibras musculares adultas (Fonte: Adaptada de Lopes, 2010).

@

As fibras musculares formadas durante a miogénese embriondria ou primaria
(Fig.4) geram um arcabouco que serd empregado para a diferenciacdo da populacdo de
mioblastos fetais (REHFELDT et al., 2000, PICARD et al., 2002; SOUZA, 2004). Estes
mioblastos alinham-se com a rede de fibras musculares primarias, gerando fibras musculares
secunddrias que conectam a outros miotubos, ocorrendo intensa comunicagdo célula a célula.
Esse periodo de miogénese secunddria, quando ocorre a formacdo das fibras musculares
adicionais, determina o nimero final das fibras musculares no individuo adulto (LOPES,
2010).

Durante o periodo embriondrio e fetal, o crescimento do misculo ¢é
caracterizado pelo aumento no numero de fibras musculares, processo conhecido como
hiperplasia, e, nos vertebrados nao ocorre aumento do nimero de fibras apés o nascimento.
Na fase de crescimento muscular pds-natal, o aumento na massa muscular ocorre
principalmente devido ao aumento do tamanho da fibra muscular, processo conhecido como
hipertrofia muscular, cuja sintese € potencializada como resultado da fusdo dos nucleos,

provenientes das células satélites (Figura 5), as fibras musculares ja formadas (LOPES, 2010).



24

<o g\

Células satélites @‘é/\
ﬂ% — @% — %

Pax 3 MyoD
Pax 7 'wm Miogenina
Pax 3/7 MEFS
Quiescéncia Ativacao/Proliferacao Diferenciacao

Figura 5. Formagdo da musculatura esquelética, na fase pds-nascimento, envolvendo o processo de ativagdo,
proliferacdo e diferenciacdo das células satélites, uma vez que ocorre a incorporagdo e adicdo dos nicleos as
fibras musculares pré-existentes, levando ao aumento de massa muscular — hipertrofia- devido a producio e
expressao sintese de proteinas especificas (Fonte: Adaptada de Buckingham; Rigby, 2014).

Deste modo, o crescimento muscular ocorre de duas formas: hiperplasia e
hipertrofia. As células satélite sdo as precursoras da musculatura esquelética pds-natal, sendo
as unicas células que se proliferam, mantendo o pool de células satélites, diferenciam-se e
fundem-se com as fibras musculares adjacentes ou ainda com outras células satélites
(MAURO, 1961; SEALE et al., 2000). No musculo maduro, as células sdo quiescentes
(adormecidas), mas podem ser ativadas para reparo muscular, caso ocorra alguma injuria. Este
processo de reparo envolve a fase de proliferacdo, a parada do ciclo celular, a diferenciacgao e,
posteriormente, a fusdao com os miotubos (KOLEVA et al., 2005). Diversas proteinas sdo
recrutadas tanto nas células satélites em estado quiescente (expressdo de Pax3 e Pax7),
durante a ativagdo e proliferacio (expressao de Pax 3/7, Myf-5 e MyoD) e também na etapa de
diferenciagdo (MyoD, Miogenina e MRF4), conforme fig. 5 (NINOV, 2010;
BUCKINGHAM; RIGBY, 2014).

Portanto, durante o desenvolvimento e crescimento dos musculos esqueléticos a
formacdo de células com alto grau de especificidade, como as fibras musculares, necessita da
correta combinacdo da expressdo, tanto espacial quanto temporal, de diversos genes

reguladores e especificos dos muisculos (LUDOLPH; KONIECZNY, 1995; SOUZA, 2004).

2.2. Fatores regulatorios miogénicos

Dentre os genes reguladores da miogénese destacam-se a superfamilia MyoD,
conhecido como fatores regulatérios miogénicos ou MRFs (do inglés, Miogenic Regulatory

Factors), uma familia de fatores de transcri¢do composta por quatro genes: MyoD, Myf-5,
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Miogenina e MRF4. Esses genes possuem dois dominios funcionais: um dominio bésico,
caracterizado por uma sequéncia de aminodcidos positivamente carregados, responsdvel pela
interacdo com o DNA, e um dominio hélice-al¢ca-hélice (HLH, do inglés helix-loop-helix),
caracterizado por duas o-hélices anfipdticas, responsdvel pela heterodimerizacdo. A ligacdo
eficiente ao DNA € obtida por heterodimerizacdo desses fatores com as proteinas miogénicas
E2A e membros da familia MEF2 (myocyte enhancer factor). Apds este processo, essas
moléculas ativam a expressdo génica ao associarem-se a dominios E-box (CANNTG)
presentes em enhancers de genes alvo (LUDOLPH; KONIECZNY, 1995; SABOURIN;
RUDNICKI, 2000; SOUZA, 2004; MARCHESIN, 2008).

Os fatores miog€nicos sdo expressos sequencialmente ao longo do eixo
anteroposterior do embrido e apresentam a capacidade de promover a conversio de
fibroblastos pluripotentes em fibras musculares in vitro (PARKER; SEALE; RUDNICKI,
2003; DAL PAI-SILVA; CARVALHO, 2007; NINOV, 2010). Sendo assim, sdo responsaveis
por promover a determinacdo e diferenciacdo das células musculares, a saber: MyoD
(DAVIS;,WEINTRAUB; LASSAR 1987), Myf-5 (BRAUN et al, 1989), Miogenina
(EDMONSON; OLSON, 1989; WRIGHT; SASSONN; LIN, 1989) e MRF4 (RHODES;
KONIECZNY, 1989).

A acgdo dos fatores regulatérios da miogénese (MRFs) ja estd definida durante o
programa miogénico (PURI; SARTORELLI, 2000). MyoD e Myf-5 sao considerados fatores
miogénicos primérios enquanto miogenina € MRF4 s3o considerados fatores miogénicos
secunddrios (Figura 6). Os MRFs primdrios sdo necessarios para a etapa de determinagao,
comprometendo as células proliferativas dos somitos com a linhagem miogénica. Em
contrapartida, os MRFs secundérios atuam na diferenciacdo dos midcitos e maturacdo das
miofibras (EMERSON, 1993; ARNOLD; BRAUN, 2000; PURI; SARTORELLI, 2000;
SABOURIN; RUDNICKI, 2000; MARCHESIN, 2008).

Estudos evidenciaram que os genes MyoD e Myf-5 apresentam fungdes
redundantes na geracao de células precursoras musculares, enquanto a Miogenina atua em
uma etapa posterior, dirigindo a diferenciacdo dos mioblastos. O fator MFR4 & expresso
tardiamente durante a embriogénese, bem como em animais adultos (Fig.6) (LUDOLPH;

KONIECZNY 1995; NINOV, 2010).
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Figura 6. Papéis postulados para os fatores miogénicos MyoD, Myf-5, Miogenina ¢ MRF4 (Fonte: Gilbert,
2003).

Todos esses fatores de transcri¢do sdo reguladores que controlam as etapas da
formacdo muscular e atuam como ativadores da transcricdo (LOPES, 2010). Além disso, é
relevante destacar que a ativacdo dos fatores regulatérios miogé€nicos também possibilita a
regulacdo da expressdo de outros genes importantes para a diferenciagdo miogénica

(MANTOVANT, 2015).

a) Fatores Regulatérios Miogénicos Primarios: MyoD e Myf-5

Nas células primérias em cultura e em linhagens de células musculares, constatou-
se que os fatores regulatorios da miogénese MyoD e Myf-5 sdo fortemente expressos em
mioblastos durante a etapa de proliferacao e continuam presentes, porém em niveis reduzidos,
em midcitos diferenciados (ARNOLD; BRAUN, 2000; SOUZA, 2004).

Experimentos demonstraram que o nocaute para o gene MyoD, em camundongos
homozigotos, ndo provocou alteracdes fenotipicas no desenvolvimento, quando comparados
com o tipo selvagem (RUDNICKI et al., 1992). Estes resultados revelaram que o gene MyoD
ndo € imprescindivel para o desenvolvimento dos musculos esqueléticos, assinalando que a
expressdo de outros genes da superfamilia MyoD podem substituir este gene. Assim, niveis
elevados de Myf-5 estariam compensando a auséncia de MyoD, o que poderia explicar um
fendtipo aparentemente normal dos animais mutantes (ALVARES, 2001). Contudo, em
experimentos posteriores, executados por Megeney et al. (1996) verificou-se que mutantes
adultos apresentavam déficit na regeneracdo muscular, indicando que este gene atua também
no recrutamento de células satélites apds a ocorréncia de lesdes musculares (SOUZA, 2004).

Em experimentos, para o gene Myf-5, realizados por Braun et al. (1992) e
Tajbakhsh et al. (1996a), alelos mutantes em camundongos, resultaram na formacdo de uma
proteina Myf-5 nao funcional. Nos camundongos mutantes homozigotos, houve a formacgao
incompleta das costelas, entretanto, todos os misculos esqueléticos apresentaram-se

morfologicamente normais. De acordo com esse resultado, o gene Myf-5 parece ser
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fundamental para a formacao das costelas, mas dispensédvel para o desenvolvimento muscular
esquelético, posto que os animais morrem logo apds o nascimento devido a uma severa
deficiéncia respiratéria, causada por uma caixa tordcica ndo funcional, justamente pelo
comprometimento das costelas (BRAUN et al., 1992, TAJBAKHSH et al., 1996a; ARNOLD;
BRAUN, 1993; ALVARES, 2001). Visando o entendimento desses resultados obtidos, novos
estudos propostos por Tajbaksh et al. (1996b) demonstraram que na auséncia de Myf-5 ocorre
uma inibicdo parcial da somitogénese nos embrides. Observou-se que, nestes animais, ocorre
um atraso no desenvolvimento do miétomo, uma vez que as costelas se desenvolvem a partir
das células localizadas na regido lateral do escletémo, que ficam em contato direto com o
midtomo precoce, ocasionando, consequentemente, um comprometimento da caixa toricica.
Isto indicaria que sinais produzidos no midétomo sdo necessdrios para o completo
desenvolvimento das costelas (ALVARES, 2001; SOUZA, 2004).

A inativacdo concomitante de ambos os genes, MyoD e Myf-5, impossibilita a
formacdo de mioblastos e, por conseguinte, acarreta uma auséncia completa de musculatura
esquelética nos mutantes (MUNTONI et al., 2002). Logo, pressupde-se que os camundongos
duplo-nocautes Myf-5/MyoD ndo possuem musculatura esquelética porque sdo incapazes de
diferenciar os precursores em mioblastos. Dessa forma, demonstrou-se que esses fatores
regulatérios miogénicos primdrios sdo essenciais para o estabelecimento e a manutengdo das
linhagens miogénicas em todas as partes do corpo (RUDNICKI et al., 1993; ALVARES,
2001; PESSOTTI, 2009).

Além disso, os experimentos com camundongos demonstraram que quando ocorre
nocaute para Myf-5 e MyoD, separadamente, 0s animais possuem musculatura, e assumiu-se
que estes dois fatores de determinacdo muscular atuam em vias separadas ou podem
compensar a funcdo um do outro (RUDNICKI et al., 1992; WEINTRAUB, 1993; BRAUN;
ARNOLD, 1996; WANG et al., 1996; PESSOTTI, 2009). Ressalta-se também que o Myf-5
estd estruturalmente relacionada a MyoD e também atua auxiliando na proliferacdo das
células-satélite na regeneracdo muscular (HAWKE; GARRY, 2001; OLIVEIRA, 2009).
Contudo, embora haja redundancia das funcdes de MyoD e Myf-5, ambos ndo se sobrepdem
completamente, como, por exemplo, o fato de que MyoD € incapaz de reparar o fendtipo
deficiente da caixa tordcica provocada pela auséncia de Myf-5 (BRAUN et al., 1992).
Assume-se, portanto, que existe redundancia em fun¢des de maneira parcial, porém, tanto o
MyoD quanto o Myf-5 possuem particularidades funcionais (RUDNICKI et al. 1993;
ALVARES, 2001).
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b) Fatores Regulatorios Miogénicos Secundarios: Miogenina (MyoG) e
MRF4

Os mioblastos, que ja sdo células comprometidas, podem proliferar-se,
diferenciar-se em midcitos e fundir-se, formando miotubos, e apds maturagdo, miofibras
multinucleadas. A Miogenina e o MRF4 aparecem nessa etapa secunddria de diferenciagcao
(ARNOLD; BRAUN, 2000). Apds esses eventos, genes especificos do musculo comecam a
ser expressos, como a cadeia pesada de miosina (MyHC, myosin heavy chain) (LIMA, 2007).

A  Miogenina estd associada principalmente a fusdo dos mioblastos
mononucleados em miofibras multinucleadas, ou seja, quando seu gene € expresso, as fibras
musculares se desenvolvem dos mioblastos que foram previamente formados. Enquanto o
fator MRF4 é expresso principalmente na fase pds-natal (LOPES, 2010). Demonstrou-se que
camundongos homozigotos mutantes para a Miogenina produzem mioblastos normais, porém
a diferenciagdo destes € inexistente. Estes animais morrem imediatamente apds nascimento,
apresentando malformacao nas costelas e massa muscular reduzida, devido a deficiéncia na
diferenciacdo dos midcitos, evidenciada por uma dristica reducdo de fibras musculares
(HASTY et al., 1993; NABESHIMA et al., 1993; MARCHESIN, 2008). Nestes animais
mutantes, apesar dos somitos se desenvolverem normalmente, formando o dermomi6tomo e o
escler6tomo, as miofibrilas logo se desintegram devido aos baixos niveis de expressdo da
cadeia pesada de miosina (ALVARES, 2001).

Logo, estas observacdes revelam que a Miogenina é fundamental para a
diferenciagdo e ativacdo de genes musculo-especificos, pois embora as células sejam capazes
de entrar no programa miog€nico na auséncia de Miogenina, estas sdo incapazes de se
diferenciar e ativar a maior parte dos genes musculares sarcoméricos, sugerindo que a
Miogenina afeta de forma mais severa a miogénese secunddria do que a miogénese primdria
(ARNOLD; BRAUN, 2000; ALVARES, 2001; SOUZA, 2004). Ainda, presume-se que a
Miogenina exerca grande influéncia sobre a ativacdo do MRF4, cuja expressao € reduzida em
homozigotos mutantes. Sendo assim, a auséncia de células musculares diferenciadas pode nao
estar relacionada unicamente com a auséncia da Miogenina nos individuos mutantes, mas
também com a reduzida expressdo de MRF4 (ARNOLD; BRAUN, 2000; SOUZA, 2004).

No caso do fator de regulacdo da miogénese MRF4, a sua auséncia causa um
fendtipo muscular muito suave, caracterizado por uma pequena redu¢do na expressao de

genes musculos-especificos (PATAPOUTIAN et al.,, 1995; BRAUN; ARNOLD, 1995;
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ZHANG; BEHRINGER; OLSON, 1995). Entretanto, resultados obtidos em diferentes
laboratdrios elucidaram respostas varidveis.

Experimentos que inativaram o MRF4, realizados por Braun; Arnold (1995)
demonstrou que a proximidade entre os genes Myf-5 e MRF4 afetou a transcri¢do de Myf-5 e
resultou em mutantes que desenvolveram musculatura esquelética normal e apresentaram
apenas moderada reducdo dos musculos costais. Enquanto o alelo mutante, gerado por
Patapoutian et al. (1995), resultou na morte perinatal dos camundongos devido a problemas
respiratorios por malformacao nas costelas. Por fim, mutantes gerados por Zhang, Behringer e
Olson (1995), resultou em camundongos vidveis, porém com mdultiplas anormalidades nas
costelas. Esses mutantes, na fase adulta, apresentaram musculos relativamente normais, mas
expressaram altos niveis de Miogenina. Isto sugere que o MRF4 pode ser requerido para
reduzir os niveis de Miogenina ou que o aumento dos niveis de Miogenina em mutantes
poderia estar compensando a auséncia de MRF4 (ALVARES, 2001).

Portanto, os experimentos evidenciados de nocaute gé€nico sugerem a existéncia
de uma complexa rede regulatéria, onde os quatro fatores regulatorios da miogénese

desempenham funcdes distintas, porém com algum papel redundante (ALVARES, 2001).

2.3. Miostatina

Além dos fatores regulatérios miogénicos (MRFs) e de outras moléculas que
também sdo importantes para o processo da miogé€nese, destaca-se a Miostatina (Mstn), um
importante Fator de Crescimento Transformador B (TGF-B). A Mstn é um fator de
crescimento secretado com acdes autdcrinas e paracrinas no tecido muscular que destaca-se
como um fator regulatério do crescimento celular (CHARGE; RUDNICKI, 2004). Essa
molécula atua na inibi¢do da proliferacdo e diferenciacdo do tecido muscular, uma vez que
promove o silenciamento de fatores de transcricdo importantes para o desenvolvimento dos
musculos (HAWKE; GARRY, 2001). Sendo assim, a Mstn atua na determinagdo da massa
muscular esquelética e age como regulador negativo do crescimento muscular (MUNTONI et

al., 2002; PESSOTTIL, 2009).

e A Mstn na formacao da musculatura esquelética

A Mstn, conhecida também como GDF-8, ¢ um potente inibidor da deposicao de

fibras musculares nos embrides de vertebrados. Esta molécula foi identificada por McPherron;
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Lawler e Lee (1997) como um novo membro da superfamilia de fatores de crescimento e
transformagdo TGF-B. Consoante ao seu papel de modulador da deposicdo dos musculos
esqueléticos, o gene que codifica a proteina MIOSTATINA (MSTN) € expresso nos somitos
durante o desenvolvimento embrionario (AMTHOR et al., 2002a; WU et al., 2003). Esta
expressdo ocorre nas células precursoras miogénicas localizadas no miétomo em
desenvolvimento (MCPHERRON; LAWLER; LEE, 1997, MOTT; IVARIE, 2002;
CASTELHANO-BARBOSA, 2001; SOUZA, 2004).

A MSTN tem uma estrutura e fun¢do altamente conservadas entre 0os organismos
vertebrados (MCPHERRON; LEE, 1997) e seu papel como inibidor da deposi¢do de massa
muscular esquelética abrange a miogénese embriondria, fetal, assim como o reparo das fibras
musculares na fase pds-natal (MCPHERRON; LAWLER; LEE, 1997; ZIMMERS et al.,
2002; WHITTEMORE et al., 2003; MANCEAU et al., 2008; MARCHESIN, 2008). Ressalta-
se que a acdo da MSTN sobre a regulacdo da deposicao de fibras musculares é possivelmente
resultado de sua influéncia exercida diretamente sobre a proliferacdo e/ou diferenciacdo de
mioblastos (LEE, 2004).

O gene da Mstn, estd localizado no cromossomo 7 da galinha e apresenta trés
exons e dois introns, onde a sua sequéncia completa, incluindo a regido promotora,
encontram-se disponiveis no banco de dados do NCBI (SOUZA, 2004). Atualmente, sdo
conhecidas nove mutacdes que afetam o cédigo sequencial do gene da Mstn: seis mutacdes
que inativam a proteina, duas mutacdes de mudanca de sentido e uma mutacdo conservativa
(MIRANDA et al., 2002; GADANHO, 2014). Descrigdes na literatura demonstram que essas
seis mutacdes nas regides que codificam o gene da Mstn, causam stop codons antecipados,
onde alteram a estrutura e a fung¢do da proteina, inativando-a, e resultam em hipertrofia das
fibras musculares (KAMBADUR et al., 1997; MCPHERRON; LEE, 1997, CAPPUCCIO;
MARCHITELLI; SERRACCHIOLI, 1998; GROBET et al., 1998; TEIXEIRA; OLIVEIRA,
2007; XAVIER, 2014).

Experimentos realizados em camundongos resultaram num aumento de até 300 %
na massa de musculos esqueléticos em camundongos mutantes para este gene
(MCPHERRON; LEE, 1997). Mais tarde, demonstrou-se que mutacOes naturais no gene que
codifica esta proteina sdo capazes de promover um ganho formiddvel de massa muscular em
bovinos e em caes da raca Whippet (MOSHER, 2007; SHELTON, 2007). Em adicao, estudos
em frangos também demonstraram que ocorre um aumento da expressio de Mstn em

musculos esqueléticos durante a segunda metade do desenvolvimento embriondrio e,
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posteriormente, ocorre um declinio dessa expressdo logo apds a eclosdo (KOCAMIS et al.,
1999; KOCAMIS; KILLEFER, 2002; GUERNEC et al., 2003; MARCHESIN, 2008).

Além dos fendtipos relacionados a mutagdo no gene da Mstn observados em
animais, em 2004, foi descrito o primeiro caso de muta¢do em um ser humano (SCHUELKE,
2004). Salienta-se também que patologias que promovem intenso catabolismo, como cancer
(caquexia) e AIDS, apresentam relacio com o aumento na expressdo de Mstn (GONZALEZ-
CADAVID et al., 1998; ZIMMERS, 2002). Portanto, infere-se que muitos trabalhos
demonstram que a expressdo da Mstn é regulada em situacOes, nas quais, sdo evidenciadas
alteracdoes na massa muscular (LEE, 2004; PATEL; AMTHOR, 2005; LEAL; SANTOS;
AOKI, 2008).

2.4. Outros fatores que atuam no processo miogénico

Durante o desenvolvimento embriondrio, o comprometimento das células
somiticas do mesoderma com a linhagem miogénica depende de sinais positivos, sob a
influéncia de Wnts, Sonic hedgehog (Shh), Noggin e de sinais negativos, sob a influéncia das
BMPs (membros da familia TGF-p, especificamente as BMP-4). Esses fatores sdo oriundos
de tecidos circundantes, tais como a notocorda, o tubo neural e regides adjacentes (revisado
em CHARGE; RUDNICKI, 2004; DAL PAI-SILVA; CARVALHO, 2007).

Inicialmente, apds a formagdo do dermomiétomo mediada pela via de sinalizacao
Wnt, as células em seu setor dorsomedial encontram-se expostas a um gradiente de
morfégenos sinalizada pela via Shh (Sonic Hedgehog), proveniente da notocorda, e pela
sinalizacdo Wnt, proveniente do tubo neural dorsal e da ectoderme superficial adjacente
(Fig.7A), onde estes sinais irdo acionar os genes capazes de comprometer as células com a
linhagem miogénica (CARLSON, 2014). Nesse momento, as condi¢des para a miogénese sao
definidas pela inibicdo da proteina morfogenética éssea (especificamente a BMP-4),
produzida na regido ectodérmica pela expressao dos genes noggin, antagonistas do BMP-4
(Fig.7B). Dessa forma, a fim de possibilitar o inicio da miogénese, devido aos baixos niveis
dos BMPs, as células param de produzir Pax3 e Pax7 e comecam a expressar os fatores
primérios de regulacdo miogénica MyoD e Myf-5 (Fig.7C) (ANDREOTE, 2009; SANTOS,
2012). Ressalta-se que existe um fator de crescimento secretado na regido dos brotos dos

membros, denominado de fator de dispersao, que liga-se a receptores especificos (c-met) e
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estimula as células a migrarem para fora do somito e consequentemente para dentro dos

brotos dos membros (CARLSON, 2014).
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Figura 7. Eventos Moleculares envolvidos na diferenciacdo dos somitos. Moléculas de sinalizagdo sdo
representadas por setas pretas. Sinais inibitérios sdo representados por linhas vermelhas. Os genes expressos em
tecidos responsivos estdo indicados em itdlico. BMP- proteina morfogenética 6ssea; Shh- Sonic Hedgehog; SF-
Fator de dispersdo. (Fonte: Adaptada de Brand-Saberi et al., 1996. In: Carlson, 2014).

Os genes da familia Pax sdo caracterizados pela presenca de um homeobox e um
paired Box e estdo implicados na proliferacdo de vdrias linhagens de precursores (CHEN;
GOLDHAMER, 2003; CHARGE; RUDNICKI, 2004). Pax3, um dos nove genes da familia
paired Box, possui um papel importante durante o desenvolvimento do musculo esquelético
(HAWKE; GARRY, 2001; CHEN; GOLDHAMER, 2003; CHARGE; RUDNICKI, 2004;
MONTEZEL, 2009). As células precursoras somiticas devem ser pré-comprometidas com a
linhagem miogénica antes da expressdo dos MRFs, embora a identidade dos mioblastos seja
definida pelos fatores regulatérios miogénicos primarios MyoD e Myf-5, responsaveis pela
determinagdo da linhagem miogénica. No embrido, esse “pré-comprometimento” € realizado

por outros fatores transcricionais, dentre eles, um dos mais importantes € o fator transcricional
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Pax3, o qual é expresso em células do mesoderma pré-somitico € dos primeiros somitos
epiteliais (GOULDING; LUMSDEN; PAQUETTE, 1994; WILLIAMS; ORDAHL, 1994;
JUNIOR, 2009). A expressdo e atuacdo de Pax3 estende-se até o final da miogénese. A
funcdo deste gene estd associada a formagdo de miusculos hipoaxiais do tronco e a
delaminacdo e migracdo de células progenitoras miogénicas (TAJBAKHSH;
BUCKINGHAM, 2000; MARCHESIN, 2008). Enquanto no dermomiétomo, as células
precursoras que apresentam expressao de Pax3 é induzida por sinais secretados pelo
mesoderma da placa lateral e pelo ectoderma superficial e sdo mantidas como uma populacao
nido diferenciada e em proliferacdo, contribuindo assim para a expansdo das células da
linhagem miogénica (AMTHOR; CHRIST; PATEL, 1999; DAL PAI-SILVA; CARVALHO,
2007; JUNIOR, 2009).

Outros importantes eventos moleculares relacionam-se diretamente com ciclo
celular e apresentam uma complexa rede de sinalizacdes fundamentais para o prosseguimento
das etapas de proliferacdo e diferenciacio. Em um primeiro momento, as vias de sinalizacao
respondem a fatores extracelulares que, através de uma cascata de sinalizagcdo, fornecem o
estimulo para que a célula saia da fase G1 e se prepare para entrar na fase S. Posteriormente, o
sistema que regula a progressao do ciclo torna-se independente da sinalizacdo extracelular e
passa a ser controlado por mecanismos intracelulares que abrangem a ativacdo da familia de
proteinas cinases dependentes de ciclinas, as CDKs (PARDEE, 1974). A atividade dessas
proteinas € dependente da associacdo a familia das ciclinas, onde formam o complexo ciclina-
CDK ativo (SHERR; ROBERTS, 1999). Esses complexos ativos de ciclina e CDK atuam
sobre uma macromolécula central do sistema de controle do ciclo celular, a proteina RB
(SOUZA, 2011).

A proteina do retinoblastoma (pRb ou RB) € uma fosfoproteina nuclear presente
em todas as células, onde é fundamental para o crescimento celular normal. A pRb é uma
reguladora do ciclo celular, uma vez que atua no controle da progressao da fase G1 para a fase
S. Essa regulacao ocorre devido a repressao da atividade do fator de transcri¢do responsavel
por promover a proliferacao celular (TOLEDO, 2012). A pRb encontra-se ativa, em sua forma
hipofosforilada, nas células que estdio em G1 ou quiescentes. Nessa forma ativa a pRb
sequestra os fatores de transcri¢ao da familia E2F e bloqueia a sua atividade em genes cruciais
para o prosseguimento da fase G1 e passagem da fase Gl para a fase S. Ao reprimir a
transcricdo desses genes pela inativacao de E2F a pRb possui um forte efeito de supressao do
ciclo celular (SOUZA, 2011). Um exemplo de indu¢do da transcricdio do gene do

retinoblastoma e consequente parada do ciclo celular, € o fator miogénico MyoD, onde este é
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capaz de induzir a transcri¢do da pRb, e niveis elevados da proteina RB sdo essenciais para a
parada no ciclo celular, inicio da diferenciacdo terminal e sobrevivéncia dos midcitos pds-
mitéticos (MAGENTA et al., 2003; MANTOVANI, 2015).

Dentre diversos genes importantes para o ciclo celular, tem-se também o p21, que
¢ considerado uma proteina chave para determinar se a célula ird se proliferar ou se
diferenciar (STEINMAN et al., 1994). Este gene codifica uma cinase inibidora dependente de
ciclina (Cdkl) que atua na regulagdo do ciclo celular (SCHNEIDER, 2007). O gene p21
apresenta sitios de ligacdo para p53, indicando que a transcricdo do p2/ é diretamente
regulada por p53 (HAENDLER; HOFER-WARBINEK; HOFER, 1987; LEE;
REYNISDOTTIR; MASSAGUE, 1995). Em resposta a um dano no DNA, p53 induz a
expressao do p21 que interrompe o avango do ciclo celular na transi¢io da fase G1 para a fase
S por inibicdo das Cdks (EL-DEIRY et al., 1993; EL-DEIRY et al., 1994). Entretanto,
diversos outros fatores podem induzir a expressdo do p21/ e bloquear o ciclo celular por vias
independentes de p53 (SOMASUNDARAM et al, 1997; SCHNEIDER, 2007).

Além disso, relacionando esses genes com o gene da Mstn, experimentos em
cultura de mioblastos demonstraram que a Mstn atua bloqueando as fases G1 e G2 do ciclo
celular, regulando proteinas importantes ao ciclo como Cdk2, p21 e pRb sem afetar o
mecanismo de apoptose dos mioblastos. Em resposta a sinalizacdo da Mstn, a proteina p21 €
hiper-regulada inibindo a atividade ciclina E/Cdk2 causando a hipofosforilacdo da proteina
Rb e parando o ciclo celular na fase G1 (THOMAS et al., 2000; GOTLIEB, 2011).

Um gene considerado inibidor da Mstn, a Folistatina (Fst), ¢ um membro da
familia TGF-f, assim como a Mstn. A FST € uma glicoproteina com funcao antagdnica nao s6
a Mstn, mas a diversos outros membros da superfamilia TGF- B. Tanto a Fst quanto a Mstn
encontram-se expressos em locais proximos durante o desenvolvimento muscular (AMTHOR
et al., 1996, 1999, 2002 a e b). Estudos realizados em camundongos demonstraram que
individuos com um aumento na expressao da Fst apresentaram aumento da massa muscular e,
de modo oposto, individuos com diminuicao na expressao da Fst apresentaram diminui¢do da
massa muscular (LEE; MCPHERRON, 2001; AMTHOR et al.,, 2004; LIMA, 2007,
MARCHESIN, 2008).

Pode-se ainda destacar um importante gene estrutural para o desenvolvimento da
musculatura estriada esquelética, a cadeia pesada de miosina. A miosina é uma proteina
abundante presente no tecido muscular e estd envolvida no desenvolvimento dos musculos, no
crescimento muscular e na geracdo de forca (contracdo muscular) (MALTIN et al., 2001;

MADEIRA et al., 2008). Logo, a miosina é o componente primario dos miofilamentos e a
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principal proteina contrétil da fibra muscular (MADEIRA, 2008). A molécula de miosina é
um hexamero formado por duas cadeias pesadas de miosina (myosin heavy chain — MHC ou
MyHC), enroladas em a- hélice, e quatro cadeias leves de miosina (myosin light chain — MLC
ou MyLC) (LOWEY; SLAYTER; WEEDS, 1969; WEEDS; LOWEY, 1971; ELLIOT;
OFFER, 1978; WARRICK; SPUDICH, 1987). A cadeia pesada de miosina (MyHC) pode ser
dividida em meromiosina leve (formato de bastdo) e meromiosina pesada (por¢do globosa),
onde na regido globosa encontra-se o sitio de ligacdo com a actina e também a regido em que
a molécula de ATP vai se ligar (HUXLEY, 1969; LOWEY; SLAYTER; WEEDS; 1969; DAL
PAI-SILVA; CARVALHO, 2007).

Estudos mostram que as propriedades de contracio do tecido muscular e a
intensidade de tensdo dependem das cadeias pesadas de miosina presentes nas fibras
musculares (BOTTINELLI et al., 1994; MADEIRA, 2008). Sendo assim, a velocidade de
contracgdo de uma fibra muscular apresenta relacdo direta com o tipo de MyHC
(TALMADGE; ROY; EDGERTON, 1993). A MyHC capaz de rdpida hidrélise do ATP ¢
caracteristica das fibras do tipo II, que sdo fibras de contracdo rdpida. Ja a MyHC de baixa
atividade ATPésica é encontrada nas fibras do tipo I, de contracdo lenta (KELLY;
RUBINSTEIN, 1994; DAL PAI-SILVA; CARVALHO, 2007). Foram identificados cinco
isoformas (I-V) de miosina de cadeia pesada em musculos de contracdo rdpida de frangos,
havendo tendéncia das MyHC 1, IIl e V aparecerem mais em fibras rdpidas brancas (1IB),
enquanto as MyHC II e IV sdo caracteristicas de fibras rapidas vermelhas (IIA)

(RUSHBROOK et al., 1997; MADEIRA et al., 2011).

2.5. Os embrioes de galinha como modelo para estudo da miogénese

As aves frequentemente t€m sido utilizadas como um organismo modelo
adequado para estudos na drea da biologia do desenvolvimento de vertebrados, posto que seus
embrides sdo de ficil acesso, rapidamente obtidos e podem ser manipulados in vivo mais
facilmente do que embrides de mamiferos (BROWN et al.,, 2003; STERN, 2005).
Adicionalmente, o desenvolvimento embriondrio de aves, da fertilizacdo até a eclosdo, dura
aproximadamente 21 dias, um espaco de desenvolvimento muito menor que a maioria dos
mamiferos, permitindo um acelerado acimulo de informagdes e, consequentemente, maior

rapidez na interpretacao de dados (LIU; HICKS 2007; NINOV, 2010).
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E importante destacar que as aves fazem a ponte evoluciondria entre mamiferos e
outros vertebrados. Somado a questdo evolutiva, especificamente os frangos se constituem
como o principal representante de aproximadamente 9.600 espécies de aves (HILLIER et al.,
2004). A espécie Gallus gallus t€m sido amplamente utilizada como um organismo-modelo
para estudos de diversos aspectos e sistema bioldgicos e devido a sua importancia biolégica e
econOmica, essa espécie foi a primeira a ter o sequenciamento do seu genoma determinado

(HILLIER et al., 2004; JORGE, 2006).
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3.0OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar o padrdo de expressdo do gene da Miostatina (Mstn) e de marcadores
moleculares cldssicos envolvidos nas diferentes etapas da miogénese, a distribuicdo espacial e
o conteudo proteico da MIOSTATINA (MSTN), bem como as modificagdes morfologicas

que ocorrem durante a miogé€nese esquelética fetal de galinha (Gallus gallus).

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1 Anadlises na musculatura peitoral de galinha (dias 8, 11, 14 e 17 de

desenvolvimento embrionario)

= (Coletar amostras de musculo peitoral dos embrides de galinha;

= Estabelecer o perfil de expressdo nas diferentes etapas da miogénese, por RT-
PCR e qRT-PCR, em tecidos, da Mstn e demais marcadores moleculares, a saber: p21, Pax3,
Myf-5, MyoD, MyoG, MyHC, Fst, bem como o gene endégeno GAPDH;

» (Caracterizar a distribuicdo espacial da MSTN, por imuno-histoquimica,
comparando entre os dias analisados;

» Caracterizar e analisar morfologicamente os dias de desenvolvimento
embriondrio objetos deste estudo;

= Quantificar o conteido proteico, da MSTN, através da técnica de Western Blot.

3.2.2 Anadlises em cultura primaria de mioblastos (5 dias de diferenciacao

celular)

= Estabelecer o perfil de expressdo nas diferentes etapas da miogénese, por RT-
PCR e qRT-PCR, em células, da Mstn e demais marcadores moleculares, a saber: p21, Pax3,
Myf-5, MyoD, MyoG, MyHC, Fst, bem como o gene endégeno GAPDH,

» (Caracterizar, a distribuicdo espacial da MSTN, por imunocitoquimica, de
forma comparativa ao longo dos dias analisados;

* Analisar os ensaios de co-cultura de mioblastos primdrios fetais com

organoides de fibroblastos de galinha, por imunocitoquimica, da proteina MSTN.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta da musculatura esquelética peitoral de embrides de galinha
4.1.1 Aprovacao ética

Todos os experimentos conduzidos nesta dissertacdo envolvendo os embrides de
galinha foram conduzidos de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA) e com aprovacio da Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Campinas (CEUA/UNICAMP), protocolo 4506-1/2017
(Anexos A, Be O).

4.1.2 Incubacio dos ovos e coleta dos embrioes de galinha

Os ovos fertilizados, provenientes da granja Yamaguishi (Jaguarituna - Sao Paulo),
foram incubados na Unicamp — Laboratdrio de Biologia do Desenvolvimento, em chocadeira
a 38°C e com atmosfera umidificada.

As amostras de tecido muscular peitoral dos embrides de galinha (Gallus gallus)
foram coletadas nos dias 8, 11, 14 e 17 do desenvolvimento embrionario. Estas foram
coletadas em tubos falcon (um individuo por tubo e em triplicatas para cada dia), previamente
identificados, maceradas e colocadas imediatamente no reagente Trizol, onde foram
armazenados por até uma semana, no freezer -80°C até o momento da extracdo do RNA.

A idade de 8 dias foi escolhida como a inicial porque a musculatura peitoral do
embrido era possivel de ser retirada, visto que ja se encontrava formada. No caso da idade de
11 dias, esta foi escolhida porque a cultura celular primaria de mioblastos € realizada neste
estddio de desenvolvimento, sendo, dessa forma, um importante estiddio para comparacgao.
Enquanto os dias 14 e 17 abrangeram diferentes estddios do desenvolvimento da musculatura
peitoral das aves em etapas mais avangadas, durante as quais as fibras musculares estdo
passando pelos processos de diferenciacdo terminal e maturacdo. Esses diferentes dias,
representados na Figura 8, tiveram o propdsito de observar o desenvolvimento da musculatura
esquelética em distintos momentos espaco-temporais, visando observar o padriao de expressao
de importantes fatores regulatérios e também comparar, em um momento posterior, com 0

padrao de expressao da cultura celular.
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Figura 8. Embrides da galinha, representando as idades utilizadas para a disseca¢do da musculatura esquelética
peitoral: a) Embrido de 8 dias; b) Embrido de 11 dias; ¢) Embrido de 14 dias; d) Embrido de 17 dias (Fonte:
HAMBURGER; HAMILTON, 1951).

Para a realizacdo da cultura celular de mioblastos, as coletas da musculatura
peitoral dos embrides, ocorreram no dia 11 de desenvolvimento embriondrio. Dessa forma,
produziu-se placas, em triplicatas e em pool de individuos, referente a 5 dias de cultura para

posterior extracdo de RNA.

4.2. Analises de expressao génica de tecidos e de células
4.2.1 Extracao de RNA total

Realizou-se a extracdo de RNA em dois momentos: foram coletadas as amostras
do tecido (musculos do peito) dos dias 8, 11, 14 e 17 do desenvolvimento embrionério para a
extracdo de RNA total e também foram coletadas amostras de células em cultura primaria
para extracdo de RNA total apéds 1, 2, 3, 4 e 5 dias de diferenciacdo.

Para a extragdo de RNA total dos tecidos, estes foram coletados e os musculos
peitorais macerados e colocados em tubos falcon livres de RNAses com 1 mL de Trizol®
(Invitrogen). Em seguida, o tubo falcon foi agitado para homogeneizagdo da solugdo de tecido

com o Trizol. A amostra foi incubada por 5 min e foi transferido 1 mL dessa solu¢do para
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eppendorfs. Foi acrescentado 200 uL. de cloroférmio RNase free, com uma nova incubacio a
temperatura ambiente por 3 min. Entdo foi efetuado uma centrifugacdo a 12000 rpm por 15
min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi adicionado 500 uL de
isopropanol e incubado por 10 min em temperatura ambiente. Apds, efetuou-se nova
centrifugacdo a 12000 rpm por 10 min a 4°C e ao pellet, foi adicionado 1 mL de etanol 70%.
Este foi centrifugado a 7000 rpm por 5 min a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 30 pL de
dgua DEPC (4gua tratada com dietil pirocarbonato) e, em seguida, acondicionado em freezer
-80°C.

Para a extracdo de RNA total das células, estes foram obtidos através de cultura
priméria, onde a placa de cultura utilizada para extragdo de RNA foi lavada com PBS 1X, e
em seguida, as células foram tripsinizadas com 500 uL de Tripsina (Gibco) por 1 min a 37°C.
Ap0s este processo, foi adicionado ao conteudo da placa 1 mL do meio de cultura e submetido
a centrifugacao a 13000 rpm por 5 min a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de Trizol®
(Invitrogen), transferido para tubos tipo Eppendorf livre de RNAses e incubados por 5 min
em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 200 puL de cloroférmio RNase free,
procedendo-se nova incubag@o a temperatura ambiente por 3 min. Entdo foi efetuada uma
centrifugacdo a 12000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo e adicionou-se 500 pL de isopropanol e incubou-se por 10 min em temperatura
ambiente. Apoés, foi feita nova centrifugacdo a 12000 rpm por 10 min a 4°C e ao pellet,
adicionou-se 1 mL de etanol 70%. Este foi centrifugado a 7000 rpm por 5 min a 4°C. O pellet
foi ressuspendido em 30 pL de d4gua DEPC onde, em seguida, foi acondicionado em freezer -
80°C.

Em todas as extracdes avaliou-se, posteriormente, a integridade do RNA por
eletroforese, em gel de agarose 1%, e feita a quantificagdo da concentracdo de RNA total, via
espectrofotometro, através do NanoDrop (2000/2000c spectrophotometer, Thermo Fischer

Scientific).

4.2.2 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit High - Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems' ™) de acordo com instrucdes do fabricante. Foi
adicionado 500 ng de RNA total e foi completado com dgua DEPC (livre de RNases) para o
volume final de 10 uL. Em seguida, sucedeu-se a preparacdo da mix, onde adicionou-se 2 puL

de RT-buffer (10x), 0,8 uL. de ANTP mix (de 10 mM), 2 uLL de RT-random primers (10x), 1



41

pL de multi script reverse transciptase e completou-se com dgua DEPC (4,2 uL) para dar um
volume de 10 pL do mix. Juntou-se o mix com a solucdo de uso de RNA tendo como volume
final 20 pL. As amostras foram incubadas no termociclador por 10 min a 25°C, 120 min a
37°C e depois por 5 min a 85°C. Por ultimo, quantificou-se as amostras, via
espectrofotometro, através do NanoDrop (2000/2000c Spectrophotometer, Thermo Fischer

Scientific), aliquotadas e armazenadas no freezer -80°C.

4.2.3 Desenho dos primers

Primers para os genes da Mstn, Pax3, p21 e Fst foram desenhados a partir das
sequéncias de nucleotideos de cada gene disponiveis no banco de dados GenBank do National
Center for Biotechnology Information (NCBI), com o auxilio das ferramentas Primer-BLAST e
Oligo Analysis Tool. Os primers utilizados para amplificacdo dos genes Myf-5, MyoD, MyoG e
GAPDH foram desenhados por Marchesin (2008) e o primer da MyHC foi obtido através de
LUO et al (2015). Na tabela 1 estdo listados os primers utilizados.

Ressalta-se que, a fim de permitir uma facil identificacdo de uma possivel
contaminacdo das amostras de cDNA com DNA gendmico nas rea¢des de PCR, tomou-se o
cuidado de desenhar os primers entre éxons intercalados com introns. O mesmo cuidado foi
utilizado como referéncia para utilizar os primers de outros autores verificando essa mesma
condi¢do. A confeccdo dos primers foi solicitada a Invitrogen (Thermo Fischer Scientific).

Mais detalhes sobre os primers utilizados podem ser encontrados no Apéndice A.

Tabela 1. Informagdes sobre os primers utilizados para amplificacdo dos genes investigados nesta dissertacao.
“D” representa direto e “R” representa reverso.

Gene ID Localizacao At ] , s Tamanho do
Gene (NCBI) e Sequéncia dos primers (5> —» 3’) T (1)
Msn 373964 Exon 2 D: ACTGGACGAGATCTTGCTGTC 106
Exon 3 R: AATCTCTGCGGGACCGTTTC
21 378914 Exon 1/2 D: CCATCAAAGACTTCTACGGCTC 164
Exon 3 R: ACTCGGCATTGCTTCGTACA
Pax3 374127 Exon 2 D: TCGGGAAGAACTCGCACAAA 139
Exon 3 R: AAACCCTCCTGGGATCAGGT
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Myfs 395633 Exon 2 D: TTCGAGGCGGGCTACTGC 105
Exon 3 R: AGAGAGGCGGTCCACGAT
MyoD 374048 Exon 2 D: ATCACCAAATGACCCAAAGC 123
Exon 3 R: GCTTCAGCTGGAGGCAGTAT
MioG 374004 Exon 2 D: ATCCTGCAGCCCTGAGTG 14
Exon 3 R: ACGATGGAGGAGAGCGAGT
Exon 6/7 D: CTCCTCACGCTTTGGTAA
213
MVHC 417306 )
Y Exon 9 R: TGATAGTCGTATGGGTTGGT
Fot 395349 Exon 5 D: ACCAGTCGGATAGGGACGAG 148
Exon 6 R: TCCAGGCGAGAATCGTCATC
GAPDH 374193 Exon 7 D: TGGAGAGATGGCAGAGGTG "
Exon 8 R: AACAGAGACATTGGGGGTTG

4.2.4 Reacio em cadeia polimerase — PCR (RT-PCR)

Foram feitas as PCRs de acordo com as especificagdes do fabricante (Thermo

Fischer Scientific). Primeiramente, realizou-se um mix contendo 1,50 uL. de MgCl, (25 mM),

0,50 puL de ANTPs (10 mM), 2,50 uL de Taq buffer + KCI (10x), 1,25 uL de DMSO, 0,25 pL

de Taq DNA Polimerase (fornecido pelo fabricante) e completou-se o mix com 15 pL de 4gua

DEPC, totalizando 21 pL para cada reagdo. Acrescentou-se 1 plL do primer F (do inglés

forward), 1 L do primer R (do inglés reverse) e 2 ul de cDNA (a 250 ng/ uL). Toda a reagdo

totalizou 25 pL por reagdo. A amplificagdo do fragmento desejado foi realizada no

Termociclador Eppendorf Mastercycler Pro (vapo.protect) nas seguintes condi¢oes:

e Pré-desnaturacdo:

- 95°C, 1 minuto

e Amplificacdo (35 ciclos):

- 95°C, 1 minuto
- 65°C, 30 segundos
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- 72°C, 1 minuto
e Extensdo final:

- 72°C, 10 minutos

A verificacdo das reagdes de amplificacdo foi feita em gel de agarose 2,0%. Para
checagem do tamanho do fragmento, foi utilizado o marcador de peso molecular O ‘GeneRuler
100bp DNA Ladder (0,5 pg/pL, Thermo Fischer Scientific). As corridas de eletroforese foram
realizadas a 50 V, na cuba eletroforética (GE 100, Minirun Gel Electrophoresis System) por

aproximadamente de 1 hora.

4.2.5 RT-PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Essa técnica foi utilizada para quantificar a expressao de fatores que participam do
processo miogénico: Mstn, p21, Pax3, Myf-5, MyoD, MyoG, MyHC, Fst e o gene enddgeno
GAPDH. Os genes foram analisados tanto em tecidos (dias 8, 11, 14 e 17 do desenvolvimento
embriondrio) quanto em células (5 dias de cultura primdria de mioblastos).

Para a analise utilizou-se o termociclador Applied Biosystems 7500, onde cada
reagdo continha 5 pL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 uL de cDNA
(para células a concentracdo utilizada foi de 500 ng/ul. e para tecidos foi de 200 ng/ul) , 3,5
pL de agua DEPC, 1 pL de primer F+R (3 mM). O equipamento utilizado foi programado
com as seguintes especificacdes: (1 ciclo: 50°C — 2 min, 95°C — 10 min), seguidos de (45
ciclos: 95°C — 15s, 60°C — 1 min). As reagdes foram feitas em pool para as triplicatas
bioldgicas e em cada placa foram colocadas as amostras em triplicatas técnicas, utilizando-se
placas MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems), compativel com o
termociclador utilizado.

A producao do cDNA para o PCR em tempo real foi gerado a partir de um pool de
RNA, tanto para as células (cada dia e suas respectivas triplicatas), quanto para tecido (cada
dia e suas respectivas triplicatas). Apds o pool de RNA, obteve-se o cuidado de utilizar a
mesma quantidade de amostra de RNA (500 ng) para cada produgdo do cDNA a partir desse
pool. O experimento incluiu uma amostra como controle negativo (sem cDNA) para cada
gene estudado.

A expressao génica relativa foi quantificada utilizando-se o modelo matemaético
22AC " Para validar os ensaios de PCR em tempo real foram efetuados ajustes de

concentracdo de cDNA e primers.
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e Normalizacao dos dados

Utilizou-se um gene normalizador, que foi a amplificacdo de um gene de

expressao constitutiva, o GAPDH.

e Eficiéncia de amplificacao

Realizaram-se, previamente, as curvas de eficiéncia e de dissociagdo. A curva de
eficiéncia foi calculada por meio da equacao E = 10(-1/slope), com valores resultantes acima

de 0,90 para todos os genes.

e Analise estatistica

Utilizou-se o ranqueamento de dados para, posteriormente, realizar uma andlise
semiparamétrica. As andlises estatisticas foram realizadas com base nos trabalhos de
Conover; Iman (1981) e Montgomery (1991). As anélises da expressdo gé€nica foram feitas
para os genes analisados neste estudo (Mstn, p21, Pax3, Myf-5, MyoD, MyoG, MyHC, Fst e
GAPDH), através das andlises de One Way ANOVA, para tecidos, e One way ANOVA de
medidas repetidas, para as células, seguido do teste de Tukey e com significincia de (*p
<0,05; **p < 0,01;***p < 0,001). Apresentaram-se os dados como média + erro-padrao da

média (SEM=).

4.3. Preparacoes histolégicas das amostras de tecidos e analise ao microscopio de luz

Amostras de tecido muscular peitoral dos embrides de galinha foram preparados
em historesina para andlise morfoldgica, nos dias de desenvolvimento 8, 11, 14 e 17. Em
seguida, foram fixados em paraformaldeido (PFA) 4% em solugdo-tampao fosfato 0,1M (pH
7,4), overnight a 4° C. No dia seguinte, foi realizado o processamento por técnicas
histologicas convencionais para embebicdo em resina Glicol-metracrilato (Historresina—
Leica). Os cortes dos materiais foram feitos na espessura de 3 um, no micrétomo, e colocados
em laminas para posteriores andlises histoldgicas. Foram empregados técnicas histoldgicas
basicas de coloracdo dos tecidos (CONSONNI et al., 2012). A coloracao utilizada para essa
andlise foi o Azul de Toluidina (pH 7). Por dltimo, as laminas com as amostras de tecidos
foram documentados em fotomicroscopio Olympus BX40 com camera acoplada, nas

objetivas de 20x e 40x.
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4.4. Analises da distribuicao da proteina MSTN de tecidos e de células

Para as andlises dos tecidos, coletou-se fragmentos do musculo do peito das aves,
nos estadios do desenvolvimento embrionario 8, 11, 14 e 17. Estes foram fixados em
paraformaldeido (PFA) 4% em solucdo-tampao fosfato 0,1M (pH 7,4), overnight a 4° C. No
dia seguinte realizou-se o processamento através de técnicas histolégicas convencionais por
embebicdo em parafina (Paraplast-Sigma), onde fez-se a inclusdo em parafina. Os cortes dos
materiais foram feitos na espessura de 5 um, no micrétomo, e colocados em laminas Starfrost
para posteriores analises de imuno-histoquimica.

Em seguida, as laminas, contendo os cortes, foram desparafinizadas,
primeiramente com as técnicas convencionais de desparafinizacio, comumente usadas na
histologia, e depois em soluc¢do de desparafinizacdo a base de TRIS-HCI, onde colocou-se as
laminas dentro dessa solu¢do para exposicdo de epitopo na panela (Celerus RIPTIDE —
Celerus Diagnostics) a 120°C por 30 segundos e 90°C por 10 segundos. ApOs essas etapas, as
amostras foram lavadas em PBS 0,1M, pH 7,4 permeabilizadas com PBS contendo 0,3% de
Triton X-100 e 0,IM de glicina por 30 min a temperatura ambiente. As amostras foram entdo
incubadas com anticorpo primdrio (dilui¢do 1:200) overnight a 4°C, lavadas trés vezes com
PBS, seguida da incubacdo do anticorpo secundario (diluigdo 1:500) por 2 horas a
temperatura ambiente. Os anticorpos primdrios € secunddrios foram diluidos em solucdo de
bloqueio contendo 1% BSA e 0,1% Tween. As amostras foram incubadas em DAPI
(SC3598/Santa Cruz), na dilui¢do de 1:1000 e lavadas trés vezes com PBS. Por ultimo,
pingou-se uma gota de glicerol nas laminas, colocou-se as laminulas, e apds 30 min as
amostras foram guardadas em geladeira até o momento das andlises. Para esta andlise de
imuno-histoquimica, as laminas foram documentadas em Microscépio Confocal Upright
LSM780-NLO, nas objetivas de 20x e 40x.

Para as anélises em células, realizou-se a cultura priméria de mioblastos em placas
de 24 Wells. As laminulas foram coletadas e fixadas em acetona 100%, por 3 min, em gelo, e
lavadas em seguida com 0,1M de PBS, pH 7.4, e armazenadas a 4°C at¢ o momento da
realizacdo das proximas etapas. As etapas posteriores de imunofluorescéncia seguiram o
mesmo protocolo descrito para os tecidos. Para esta andlise de imunocitoquimica, os materiais
foram documentados em microscépio de fluorescéncia Leica DM5500B, nas objetivas de 10x
e 20x.

Os anticorpos utilizados nas andlises de imunofluorescéncia, tanto para tecidos

quanto para células, estdo representados nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2. Anticorpo primdrio utilizado nos ensaios de imunofluorescéncia em cortes histolégicos e em cultura

de células.
Anticorpo primério Descricao Diluicao
MYOSTATIN (AB3239-I) Anticorpo policlonal obtido em coelho que 1:200
Millipore reconhece a proteina MSTN

Tabela 3. Anticorpo secunddrio utilizado nos ensaios de imunofluorescéncia em cortes histolégicos e em cultura

células.
Anticorpo secundario Descricao Diluicao
™
IA lgxa Fluor}'h (A311:.57hZ) Anti-imunoglobulina G de coelho: obtido 1:500
nv1trogesnc,ien§§ir<r:10 1sher em burro conjugado com Alexa Fluor™ 555

4.5. Quantificacao da MSTN, por western blot, em tecidos

Amostras de tecido muscular peitoral do embrido de galinha (dias 8, 11, 14 e 17
do desenvolvimento embrionario) foram obtidas e mantidas no freezer -80°C para extracdo de
proteinas pela técnica de Western Blot. Essas amostras foram homogeneizadas em tampao
RIPA 50 mM de Tris-HCI (pH 7,4) contendo 150 mM de NaCl; 1 mM de EDTA; 1% de
Triton X-100; 0,1% de SDS; 5 pg/ml de aprotinina; 1 mM de PMSF; 10 mM de ortovanadato
de sodio; 100 mM de NaF; 10 mM de pirofosfofato de s6dio. O homogenato foi centrifugado
a 17.000 g por 20 min a 4°C e o sobrenadante foi separado para a realizacdo da eletroforese e
dosagem de proteinas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Aos homogenatos
adicionou-se tampao da amostra (20% de glicerol, 125 mM de Tris-HCI, 4% de SDS, 100
mM de ditiotreitol, 0,02% de azul de bromofenol, pH 6,8) na propor¢do 1:4. As amostras
foram fervidas a 100°C por 5 min para a desnaturac@o das proteinas e, em seguida, realizou-se
a eletroforese.

Apés a eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel para membrana de
nitrocelulose utilizando tampao (48 mM de Tris, 390 mM de glicina, SDS 0,01% e 20% de
metanol) em um sistema umido por 2 horas sob a voltagem fixa de 100 volts, a temperatura

ambiente (BioRad Trans-Blot SD Cell, EUA) (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979).
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Ap6s o término da transferéncia, a membrana foi submetida a immunoblot. O bloqueio da
membrana foi feito pela incubacdo por 1 hora, sob agitacdo, a temperatura ambiente em
solucdo de leite desnatado em pd 5%, diluido em solucao TBS-T (20 mM Tris-HCI; 160 mM
de NaCl e 0,1% Tween 20). A membrana foi entdo incubada overnight a 4°C sob agitacdo
com os anticorpos primdrios da MSTN (MYOSTATIN/AB3239-I/Millipore) e
(GAPDH/SC25778/Santa Cruz) diluidos em solu¢do de TBS-T contendo 2,5% de albumina
bovina e 0,01% de azida sdédica. No dia seguinte, a incubag¢do com o anticorpo secundério (SC
2768/Santa Cruz) foi feita por 1 hora a temperatura ambiente. As membranas foram reveladas
em fotodocumentador (Uvitec) utilizando kit de quimiluminescéncia amplificada (ECL,
Amersham). As bandas reveladas foram fotografadas e quantificadas por densitometria
utilizando o software Uvitec Capture (Uvitec). Apds a quantificacdo densitométrica das
proteinas. Os resultados foram expressos pela relacdo entre as densidades obtidas para a
proteina de interesse, a MSTN, e da proteina normalizadora, o GAPDH, utilizada como

controle de carregamento.

4.6. Ensaios de co-cultura de mioblastos primarios fetais com organoides de fibroblastos

de galinha

Fibroblastos de miusculo fetal de galinha no dia 11,5 de desenvolvimento foram
coletados por meio de pré-plaqueamento das células extraidas da musculatura peitoral em
placas de Petri. Apds 2 h de cultivo, estas células foram tripsinizadas e ressuspendidas em
meio de cultura DMEM para preparagdo de organoides tridimensionais segundo o protocolo
descrito por Foty (2011). Apds 48 h de cultivo, entre 2-3 organoides compostos por
fibroblastos foram transferidos para laminulas onde estavam sendo cultivados mioblastos
primdrios fetais de galinha, com o intuito de avaliar uma possivel indu¢do da expressdao da
Mstn nas células miogénicas em cultura. Apos 48 h de co-cultivo, as laminulas contendo tanto
os organoides como os mioblastos fetais foram submetidas & imunocitoquimica para a

deteccao da distribuic¢do espacial da proteina MSTN.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Integridade do RNA extraido

Amostras de RNA total foram extraidas do musculo peitoral de embrides de
galinha (Gallus gallus) nos dias 8, 11, 14 e 17 de desenvolvimento, bem como de células de
cultura primaria de mioblastos. Apds a obtencdo do RNA total, as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose 1% para verificacdo da integridade das mesmas, tanto das

obtidas a partir de tecido, quanto de células miogénicas (Figuras 9 e 10).

Marcador de P.M.
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Figura 9. Amostras de RNA total, obtidas a partir da musculatura peitoral da galinha em diferentes dias de
desenvolvimento. Observar a presenca das bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 28S, 18S e 5,8 + 58,
indicativas da integridade das amostras. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%.
Legendas — Marcador de P.M. (peso molecular): GeneRuler 1kb Ladder (Fermentas); Triplicatas de cada dia (8,
11, 14 e 17) de desenvolvimento embrionario.
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Figura 10. Amostras de RNA total, obtidas a partir de células de cultura primdria de mioblastos de galinha em
diferentes dias de diferenciagdo. Observar a presenca das bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 28S,
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18S e 5,8 + 58, indicativas da integridade das amostras. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1%. Legendas: Marcador de P.M. (peso molecular): DNA A-Hind (Thermo Fisher Scientific); D1 ao D5:
dias da cultura de mioblastos; N1 ao N3: referente as triplicatas da cultura primdria.

Ap6s a verificagdo da integridade dos RNAs totais, preparados a partir das
amostras de musculo peitoral e células miogénicas de galinha, as aliquotas obtidas foram
armazenadas em freezer -80°C para utilizacdo na etapa de sintese do cDNA e, em um
momento posterior, esse cDNA foi utilizado para a andlise da expressdo génica por RT-PCR

e qRT-PCR.

5.2. Estudo e analise da expressao da Mstn e de seus reguladores na miogénese fetal, em

tecidos e in vitro, em galinha (Gallus gallus)
5.2.1 Investigacao da expressao da Mstn e de marcadores moleculares

Sabe-se que a proteina codificada pelo gene Mstn atua como uma molécula
sinalizadora com fungOes pardcrinas, regulando o crescimento e desenvolvimento da
musculatura esquelética (CHARGE; RUDNICKI, 2004). Além da Mstn, outros genes
participam do desenvolvimento dos musculos esqueléticos e estdo envolvidos no processo
miogénico, conforme descrito a seguir. Os fatores de transcri¢do codificados pelos genes
Pax3 e Myf-5 sao marcadores moleculares que atuam na etapa de proliferacdo dos mioblastos,
enquanto estas células ainda estdo se multiplicando para compor um pool de células
progenitoras musculares. Por sua vez, MyoD e MyoG sdo marcadores bem estabelecidos da
etapa de diferenciacdo dos mioblastos, fase em que estas células iniciam a ativagdo de
proteinas musculo-especificas e iniciam modificagdes estruturais e bioquimicas para formar
midcitos e, a seguir, miofibras. Em paralelo, a diferenciacdo celular é acompanhada por
aumento nos niveis de expressdo e atividade da proteina p21, a qual inibe varios complexos
ciclinas-Cdk levando 2 interrupcio do ciclo celular. E importante mencionar que p21 é um
alvo bem estabelecido da proteina MSTN, que € capaz de ativar esta proteina (MANCEAU et
al., 2008). A diferenciacdo terminal e maturagdo das fibras musculares ocorre
concomitantemente a expressao da proteina codificada pelo gene MyHC (cadeia pesada da
miosina), com papel estrutural e funcional na contracdo muscular. Finalmente, outra molécula

importante na miogénese esquelética € a Fst, molécula que inibe a fungcdo da Mstn no

musculo esquelético. Este amplo painel de genes teve sua atividade estabelecida no presente
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estudo para possibilitar identificar os momentos de atividade génica da Mstn e estabelecer
uma possivel associacdo com etapas bem definidas da miogénese. Em resumo, os marcadores
moleculares empregados permitiram uma associa¢do com etapas da miogénese, a saber: a)
proliferacao dos mioblastos (Pax3 e Myf-5); b) interrup¢do do ciclo celular (p21) e
diferenciacdo dos mioblastos (MyoD e MyoG); c¢) diferenciacido terminal e maturacdo das
fibras musculares (MyHC). Também foi acompanhada a cinética de expressao da Fst, que
codifica a principal proteina envolvida na inibicao da atividade da Mstn em vertebrados.
Como primeiro passo para investigar a participacdo da Mstn na miogénese fetal, a
sua expressao génica e dos marcadores moleculares mencionados acima foi estabelecida por
RT-PCR convencional em amostras de musculo peitoral e de mioblastos primérios de galinha.
Nos ensaios realizados observou-se a expressdo da Mstn e de todos os demais genes
analisados, tanto em tecido muscular peitoral (dias de desenvolvimento 8, 11, 14 e 17) quanto
em cultura priméria de mioblastos (dias de diferenciacdo 1, 2, 3, 4 e 5) (Figuras 11 e 12),
respectivamente. Portanto, nossos resultados revelaram que os genes analisados neste estudo
sdo expressos tanto in vivo (em tecido muscular) como in vitro (células miogénicas em
cultura) ao longo das diferentes etapas da miogénese esquelética. Dessa forma, infere-se que a
Mstn e os demais marcadores moleculares participam da miogénese fetal em galinha (Gallus

gallus) em ambos os contextos.

Dias 8 11 14 17
Mstn

p21
Pax3
Myf-5

MyoD

MyoG

MyHC
FST

GAPDH

H

Figura 11. Andlises de expressdo génica no misculo peitoral de galinha em diferentes dias de desenvolvimento.
Foram caracterizadas a expressdo da Mstn e dos marcadores moleculares Pax3 e Myf-5 (proliferacdo), MyoD e
MioG (diferenciacdo), p21 (interrupgdo de ciclo celular), MyHC (diferenciacio terminal e maturacdo das fibras)
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e Fst (antagonista da Mstn). O gene de expressdo constitutiva GAPDH foi empregado para monitorar a
integridade das amostras.

Dias 1 2 3 4 5
Mstn

p21

Pax3
Myf-5
MyoD
MyoG
MyHC

FST

GAPDH

i

Figura 12. Anilise da expressdo génica em diferentes dias de diferenciacéo da cultura primdria de mioblastos de
galinha. Foram caracterizadas a expressdo da Msm e dos marcadores moleculares Pax3 e Myf-5 (proliferagéo),
MyoD e MioG (diferenciagdo), p21 (interrupgdo de ciclo celular), MyHC (diferenciag@o terminal e maturagdo das
fibras) e Fst (antagonista da Mstn). O gene de expressdo constitutiva GAPDH foi empregado para monitorar a
integridade das amostras.

5.2.2 Quantificacao da expressao génica por qRT-PCR

Os genes investigados no item anterior tiveram sua expressdo quantificada por
PCR quantitativo (qQRT-PCR) visando identificar possiveis modulacdes da sua expressdo ao
longo da miogénese fetal de galinha. Nestes ensaios, optamos por realizar uma quantificagao
relativa da expressdo génica para evidenciar modificacdes na atividade génica ao longo do
processo de diferenciagdo das fibras musculares tanto in vivo (no musculo peitoral) quanto in
vitro (mioblastos primdrios em diferenciacdo). Para tanto, foi utilizado como gene endégeno
normalizador o GAPDH (gliceraldeido-3-fostato desidrogenase), uma vez que este &
considerado uma enzima chave na via glicolitica e faz parte do metabolismo comum entre
todos os organismos que utilizam a glicose como energia, além de exercer outras funcdes
conhecidamente importantes para as células e tecidos (NICHOLLS et al., 2012). Sendo assim,
a analise foi feita em tecidos, dias 8, 11, 14 e 17 do desenvolvimento embrionario, € em

células, dias 1 a 5 de cultura priméria de mioblastos.
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Nossos resultados em tecido mostraram que hd um aumento progressivo da
expressdo génica da Mstn conforme avanca a miogé€nese esquelética fetal (Figura 13 A).
Conforme se observa na Figura 13 A, no dia 11 hd uma tendéncia de aumento da expressao
génica da Mstn e nos dias 14 e 17 ocorre uma efetiva inducdo da expressdo deste gene (p <
0,01 e p < 0,001, respectivamente). De maneira semelhante, ocorre uma elevagdo gradual na
expressao de p2/ (Figura 13 B), que atinge niveis significativamente mais elevados de
expressao nos dias 14 e 17 (p <0,001). Esta semelhanga entre os perfis de expressao da Mstn
e p21 era esperada, pois conforme destacado acima p2/ é um gene alvo direto da sinalizacdo
mediada pela Mstn, que aumenta os niveis de transcricdo e a atividade desta proteina. De fato,
o trabalho de Thomas et al. (2000) evidenciou que em resposta a sinalizacdo da Mstn ha um
aumento de p2] e uma diminui¢do da expressdo e da atividade de Cdk2, o que repercute na
interrupcao do ciclo celular dos mioblastos para dar inicio ao processo de diferenciacdo
miogénica.

A quantificacdo dos niveis de expressdo dos marcadores miogénicos exibiu um
padrdo coerente com a funcdo conhecida destas moléculas e sua expressao ao longo dos dias
de desenvolvimento do tecido muscular nos embrides de galinha. O gene Pax3, um marcador
classico dos mioblastos proliferativos, apresentou uma inducdo da expressao génica no dia 11
(p £0,05) e uma queda acentuada no dia 17 de desenvolvimento (p < 0,05) (Figura 13 C).
Portanto, a expressdo de Pax3 reflete a intensa proliferacdo dos mioblastos durante o inicio da
miogénese fetal (dias 8 e 11), havendo um declinio progressivo nos dias mais avancados (dias
14 e 17). Interessantemente, no caso do gene Myf-5, um fator de transcricio normalmente
associado as fases iniciais da miogénese, observou-se uma expressiao constante ao longo dos
dias (Figura 13 D). O motivo para esta estabilidade de expressdo permanece por ser
determinado.

Os fatores miogénicos MyoD e Miogenina apresentaram comportamentos
distintos dos marcadores de miogénese inicial (Pax3 e Myf-5). Ambos os fatores de
transcricdo tem sua expressao aumentada no dia 11 de desenvolvimento (p <0,05),
precedendo o pico de expressdao da Mstn no dia 14 (Figura 13 E e F). Experimentos realizados
por Spiller et al. (2002) demonstraram que MyoD regula a expressao da Mstn por meio de
interacdo fisica com a regido promotora da Mstn. Portanto, é possivel que niveis mais
elevados de expressdo de MyoD sejam necessarios para aumentar a taxa de ligacdo desta
proteina aos E-BOXES, que correspondem a sitios de ligacdo para MyoD e outros fatores
miogénicos a0 DNA de elementos reguladores da transcricdo. Vdrios destes sitios foram

localizados upstream a regiao promotora da Mstn. Portanto, nossos dados corroboram dados
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da literatura sobre o papel de MyoD e, possivelmente de outros fatores miogénicos
(Miogenina), na modulagdo da expressdao da Mstn. Outro fato que deve ser destacado € a
diminui¢do da expressao da Miogenina, nos dias 14 e 17 de desenvolvimento (p < 0,05 e p <
0,01, respectivamente). E possivel que esta diminuicdo esteja relacionada com uma ativaco
transiente desta proteina nos mioblastos durante a diferenciacdo, havendo uma reducgdo
quando estas células se tornam midcitos e/ou miofibras conforme avanca o programa de
diferenciacao terminal das fibras musculares.

Finalmente, conforme esperado, observou-se uma inducao da expressao génica de
MyHC nas ultimas etapas de desenvolvimento embriondrio, principalmente no dia 17 de
desenvolvimento (Figura 13 G). Por codificar uma proteina estrutural, a quantificacdo gé€nica
revelou uma inducdo muito mais acentuada que aquela observada para a Mstn, que € um fator
paracrino, bem como para os demais genes, que sdo fatores de transcri¢do e atuam de maneira
efetiva mesmo em baixas concentracdes em contextos celulares apropriados. Logo, este
resultado é considerado esperado, ou seja, nas etapas finais de diferenciacdo terminal e
maturagdo das fibras musculares, genes estruturais miusculo especificos sdo expressos
abundantemente.

O processo de ontogénese das miofibras ocorre muito cedo durante a vida
embriondria, com o aparecimento de ondas sucessivas de mioblastos que constituem a origem
dos diferentes tipos de fibra muscular (HAUSCKA, 1994). A primeira onda de producgdo e
povoamento das miofibras origina-se dos mioblastos embriondrios e a segunda onda dos
mioblastos fetais dando origem, por sua vez, as fibras musculares primérias e secunddrias
(KALCHEIM; CINNAMON; KAHANE, 1999, PICARD et al., 2002; ALVES, 2004).
Estudos demonstram que, em galinhas, os mioblastos embriondrios atingem seu auge aos 5
dias da idade embriondria e os mioblastos fetais sdo presentes entre os dias 8 e 12 da idade
embriondria. De maneira geral, as anélises corroboram com a literatura, onde verifica-se que,
em aves, os mioblastos fetais sdo mais abundantes de E8 a El2, e passam por uma
diferencia¢do massiva entre E16 a E18 (HARTLEY; BANDMAN; YABLONKA-REUVENI,
1992; STOCKDALE, 1992). Durante o desenvolvimento do embrido de galinha, as células
progenitoras, que apresentam forte expressdao de genes ligados a proliferacdo, como o Pax3 e
Myf-5, migram para o seu destino final aproximadamente em El11, e depois rapidamente
comecgam a se diferenciar pela ativag¢ao dos fatores de diferenciagdo como MyoD e Miogenina
(BISMUTH; RELAIX, 2010), além da expressdo de outro fatores musculos especificos, como
o MyHC, envolvidos na maturagdo das fibras musculares. Quanto a expressdo génica da Mstn,

esta tem sido detectada desde o estddio de blastoderma permanecendo constante até o estadio
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El (dia 1 de desenvolvimento embriondrio). Em seguida, ocorre um aumento significativo no
estadio E7 e atinge um pico de expressdao no estddio E16, onde se mantém alto até o estadio
E19, diminuindo antes da eclosao (KOCAMIS et al., 1999; ALVES; 2004). Associada ao
aumento da Mstn tem-se o p21 que € ativado apds a superexpressao da Mstn (MANCEAU et

al., 2008). Dessa forma, a figura 13 expressa de modo contundente a nossa andlise realizada

em tecidos.
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Figura 13. Expressdo génica, em tecidos, da Mstn, p21, Pax3, Myf-5, Myod, Miogenina e MyHC, por qRT-PCR
(PCR quantitativo em tempo real) ao longo dos dias 8, 11, 14 e 17 de desenvolvimento embriondrio. As andlises
de One way ANOVA, seguidas de teste de Tukey com significancia (*p <0,05; **p < 0,01;***p < 0,001) sdo
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indicadas por comparacdo entre os dias analisados, sendo o dia 8 considerado o calibrador. Barras representam
SEM +.

A segunda andlise quantitativa de expressdo génica foi realizada em células de
cultura primdria de mioblastos em diferentes dias de diferenciagdo, envolvendo os mesmos
genes analisados em tecido muscular peitoral (Figura 14). Em células em cultura, a expressao
da Mstn apresenta uma diminui¢do significativa nos trés dltimos dias de diferenciacdo (D3 e
D4 x D1 p<0,01; D5 x D1 p<0,001) (Figura 14 A), em oposi¢do ao aumento observado em
tecido muscular ao longo da miogénese. Em contraste, p2/ aumenta de modo progressivo ao
longo dos dias de cultura celular (Figura 14 B). Estes resultados revelaram que o
comportamento da Mstn diverge do esperado. Contudo, esse gene poderia necessitar de algum
tipo de modulagdo por outros fatores (moléculas sinalizadoras) ou tipos celulares que ndo
estavam presentes na cultura, pois no tecido muscular em formacdo a Mstn apresentou
aumento da expressao ao longo da miogénese esquelética. Quanto ao p21, este apresentou um
padrao de expressdao bastante semelhante ao observado em tecidos, com um aumento
progressivo ao longo dos dias de cultura celular (D2, D3, D4 e D5 x D1 p <0,001). Uma
hipotese para este resultado é de uma possivel dependéncia do p2/ com o p53, onde o p53
parece agir como um fator de transcri¢do envolvido em pontos de verificagdo do ciclo celular
e atuando na ativacdo transcricional do p2/ (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL; 2013).
Além disso, um estudo bastante interessante realizado por Manceau et al., (2008) sugere que
quando a Mstn € pouco expressa, o p21 reproduz o fenétipo da Mstn para modular e regular as
vias de crescimento muscular. Contudo, as vias normais de sinalizacdo mostram que o p21 é
alvo de sinalizagdo da Mstn durante o desenvolvimento normal. Experimentos demonstraram
que outro inibidor de Cdk, o p57, controla redundantemente a diferenciacio do musculo
esquelético junto com p2/ (ZHANG et al. 1999), sendo possivel que ambas as moléculas
estejam envolvidas nas vias de sinalizacdo mediadas pela Mstn.

Quanto aos marcadores moleculares, foi possivel estabelecer que a expressao de
Pax3 e Myf-5 é maior nos dias 1 e 2 de cultura, havendo uma diminui¢@o ao longo dos demais
dias, tanto para Pax3 quanto para Myf-5 (Figuras 14 C e D). Sabe-se que estes genes sdo
relacionados as etapas de proliferacdo celular, havendo uma maior expressdao gé€nica destas
moléculas no dia em que hd mais mioblastos proliferativos em relacao as células ja em fase de
diferenciacio. E importante ressaltar que em tecidos o comportamento foi diferente do obtido
em células e, possivelmente, algum fator atuante, em tecidos, pode ter influenciado no

resultado. Para os fatores miogénicos MyoD e Miogenina observou-se uma maior expressao
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nos primeiros dias de cultura, que decai significativamente nos ultimos dois dias de
diferenciacdo (D4 x D1 p<0,01; D5 x D1 p < 0,05, para MyoD; D2 e D5 x D1 p <0,01; D4 x
D1 p £0,001, para Miogenina) (Figura 14 E e F). Estudos sugerem que o primeiro gene a ser
ativado em aves é o MyoD seguido por Myf-5 (COUTINHO et al.,1993). Partindo desse
pressuposto, o MyoD estd mais expresso do que o Myf-5 nos dias 2 e 3 de cultura e
supostamente corrobora com este estudo. Quanto ao gene da Miogenina, a expressiao nao foi
conforme o esperado, pois a literatura descreve a Miogenina presente mais intensamente na
diferenciacdo muscular e a expressdo da mesma ndo aumentou com o passar dos dias de
cultura. Além disso, diversos estudos sugerem a inibi¢cdo de Miogenina por MRF4, uma vez
que quando hd aumento da expressdo de MRF4 ocorre um declinio da Miogenina (ZHANG;
BEHRINGER; OLSON, 1995; FERRI et al., 2009; NINOV; 2010).

O pertil de expressdao da MyHC revelou que este gene apresentou-se muito mais
expresso nos dias 4 e 5 de cultura (Figura 14 G). Nestes dias hd um predominio de fibras
musculares nas fases de diferenciacdo terminal e maturacdo e esse resultado estd em
concordancia com o descrito na literatura. No caso do gene MyHC o padrao de expressao foi
similar tanto em células quanto em tecidos.

Além de toda a andlise citada e discutida, verificou-se que a expressdo génica da
Fst (Folistatina) ndo teve aumento ou diminui¢do significativo, se mantendo constante, tanto
para tecidos quanto para células, e por isso, ndo foi alvo mais detalhado do nosso estudo neste
trabalho.

Em suma, quando comparamos tecidos e células, cabe ressaltar que existem
diferencas significativas no padrdo de expressdo, posto que o tecido se comporta a nivel
sistémico, envolvendo outros fatores e funcionando como um mecanismo associado aos
demais fatores e tipos celulares presente no tecido muscular em forma¢do como um todo. Por
sua vez, em cultura, o nivel de interacio molecular e celular é distinto por se tratar de um
sistema isolado (ndo sistémico) e, portanto, o comportamento, muitas vezes, torna-se diferente

daquele observado em tecidos.
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Figura 14. Expressao génica, em células, da Mstn, p21, Pax3, Myf-5, Myod, Miogenina e MyHC, por qRT-PCR
(PCR quantitativo em tempo real) ao longo de 5 dias de cultura primdria de mioblastos. As andlises de One way
ANOVA de medidas repetidas, seguidas de teste de Tukey com significancia (*p <0,05; **p < 0,01;***p <
0,001) sdo indicadas por comparacdo entre os dias 1-5, sendo o dia 1 considerado o calibrador. Barras
representam SEM =+.
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5.3. Caracterizacao morfologica da miogénese fetal de galinha

Com o intuito de correlacionar o perfil de expressdo génica da Mstn e dos
marcadores moleculares investigados com as modificacdes estruturais que ocorrem durante a
histogénese do musculo esquelético foram realizadas andlises morfoldgicas detalhadas ao
longo da miogénese fetal de galinha. Para tanto, foi empregada a coloragdo com azul de
toluidina, que permitiu a identificacdo dos elementos que compdem o tecido muscular em
desenvolvimento entre os dias 8, 11, 14 e 17 dias de desenvolvimento.

Com 8 dias de desenvolvimento, a organiza¢do do musculo esquelético apresenta
um aspecto frouxo, com mioblastos e outros tipos de células progenitoras com aspecto de
fibroblastos distribuidas entre midcitos e miofibras nascentes, envoltos em abundante matriz
extra-celular (Figura 15). Observa-se também o inicio da inervacdo do musculo esquelético
(Figura 15 A e D, indicado pela letra N), bem como a formacao de vasos sanguineos (Figura
15 C, indicado pela sigla An). Nas fibras musculares em formacao nota-se o nucleo central,
muitas células em divisdo e com densa cromatina (Figura 15 B e D, setas grossas), bem como
o comeco da organizacdo do citoesqueleto e inicio da sarcomerogénese (Figura 15 B e D,
setas finas). Ainda ndo € possivel observar a presenga de tecido conjuntivo e verifica-se que
as fibras musculares estdo em formacdo, onde os mioblastos estdo se fundindo para a

formacao da fibra muscular.
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Figura 15. Microscopia de luz, do tecido muscular peitoral, retirado do embrido de galinha com 8 dias de
desenvolvimento. Os tecidos foram processados em historesina e corados com Azul de Toluidina. Imagens A e B
representam o corte transversal e as imagens C e D representam o corte longitudinal. Barras: A, B, C, D = 25
pm, com aumento de 200x para as imagens A e C; e de 400x para as imagens B e D. Legenda: N= Nervos; An=
Vasos sanguineos; Seta fina= sarcomerogénese; Seta grossa= Nucleos.

Com 11 dias de desenvolvimento, o tecido muscular encontra-se mais organizado,
com as células da linhagem miogénica distribuindo-se em pequenos feixes envoltos por
células do tecido conjuntivo, sendo possivel observar o perimisio em formagdo (Figura 16 A e
B, asteriscos) e, de modo mais sutil, o endomisio revestindo delicadamente cada fibra
muscular. As fibras musculares em desenvolvimento apresentam-se mais alongadas, contudo
observar-se nidcleos ainda centrais (Figura 16 B, C e D, seta). No entorno das fibras em
crescimento, € possivel identificar células menores, de aspecto achatado, com nucleos
intensamente corados, que provavelmente correspondem a mioblastos em processo de fusdo

com midcitos ou fibras em elongacao.
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Figura 16. Microscopia de luz, do tecido muscular peitoral, retirado do embrido de galinha com 11 dias de
desenvolvimento. Os tecidos foram processados em historesina e corados com Azul de Toluidina. Imagens A e B
representam o corte transversal e as imagens C e D representam o corte longitudinal. Barras: A, B, C, D =25
pm, com aumento de 200x para as imagens A e C; e de 400x para as imagens B e D. Legenda: Seta grossa=
Nucleos da fibra muscular; Asterisco (*)= Tecido conjuntivo.

Com 14 dias de desenvolvimento, o tecido muscular apresenta-se mais
compactado, havendo um menor espacamento entre as fibras musculares ja bastante
alongadas, que se organizam em feixes envoltas pelo tecido conjuntivo (endomisio e
perimisio) (Figura 17 A, B e D, asteriscos). Observa-se ainda uma inervagdo e vasculariza¢io

mais intensa do musculo em formagao nesta fase (Figura 17 A e C).
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Figura 17. Microscopia de luz, do tecido muscular peitoral, retirado do embrido de galinha com 14 dias de
desenvolvimento. Os tecidos foram processados em historesina e corados com Azul de Toluidina. Imagens A e B
representam o corte transversal e as imagens C e D representam o corte longitudinal. Barras: A, B, C, D = 25
pm, com aumento de 200x para as imagens A e C; e de 400x para as imagens B e D. Legenda: N= Nervos; An=
Vasos sanguineos; Seta grossa= Nucleos da fibra muscular; Asterisco (*)= Tecido conjuntivo.

No dia 17 de desenvolvimento embriondrio, observa-se uma organizacdo bem
maior do tecido muscular do que nos dias anteriores (Figura 18). A presenca das estriagdes,
caracteristica importante do musculo estriado esquelético é bastante proeminente (indicado
pelas setas de pontas finas), uma vez que mostra o processo de sarcomerogénese em estado
avancado. Um fato marcante € o tecido conjuntivo (representado pelos asteriscos) que
encontram-se muito bem organizados e nessa etapa ja é possivel observar o epimisio (Figura

18 D, asterisco) bastante evidente e espesso.
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Figura 18. Microscopia de luz, do tecido muscular peitoral, retirado do embrido de galinha com 17 dias de
desenvolvimento. Os tecidos foram processados em historesina e corados com Azul de Toluidina. Imagens A e B
representam o corte transversal e as imagens C e D representam o corte longitudinal. Barras: A, B, C, D = 25
pm, com aumento de 200x para as imagens A e C; e de 400x para as imagens B e D. Legenda: N= Nervos; Seta
fina= sarcomerogénese; Seta grossa= Nucleos da fibra muscular; Asterisco (*)= Tecido conjuntivo.

De modo geral, nota-se uma transi¢io entre um tecido mesenquimal, nos
primeiros dias analisados (dias 8 e 11) para um tecido mais diferenciado (dias 14 e 17). Nos
dois primeiros estddios do desenvolvimento (8 e 11 dias) as células em formacdo, os
mioblastos, ainda sdo mononucleados. Nos dois estdgios seguintes analisados (dias 14 e 17) é
possivel notar uma maior organizacao do tecido muscular bem como as bainhas de tecido
conjuntivo mais espessas, mostrando, desse modo, uma intensa relacdo entre o tecido
muscular e os tecidos conjuntivos que envolvem esses musculos, pois quanto maior € a
organizag¢do, mais evidente € o tecido conjuntivo.

No periodo fetal, as fibras musculares se originam pela fusdo de células
progenitoras denominadas mioblastos. No decorrer do processo de miogénese no embrido,
esses mioblastos se alongam formando midcitos, que em seguida se fundem e formam as
miofibras pela adi¢do de varios nucleos adicionais provenientes de mioblastos circundantes.

Assim, as miofibras apresentam numerosos nucleos, que se localizam na periferia das fibras,
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sendo esta uma caracteristica importante e que diferencia o tecido muscular esquelético dos
demais tecidos musculares (esquelético cardiaco e liso) JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

As fibras musculares estdo envoltas por uma matriz extracelular rica em
carboidratos e proteinas e que constituem o tecido conjuntivo do musculo (SANES, 2003;
KJAER, 2004; DAL PAI-SILVA; CARVALHO, 2007). Sendo assim, o tecido conjuntivo que
envolve o musculo estd organizado em trés bainhas distintas: o epimisio, que recobre todo o
musculo; o perimisio, que divide o muisculo em fasciculos e o endomisio, que circunda cada
fibra muscular (CRAIG, 1994; JUNIOR, 2009).

O epimisio € constituido por tecido conjuntivo denso ndo modelado e envolve
todo o tecido muscular. Este envia septos formados por tecido conjuntivo frouxo, constituindo
o perimisio, que divide as fibras musculares em fasciculos. Cada célula muscular é envolta
por lamina basal, fibras reticulares e uma pequena quantidade de tecido conjuntivo frouxo,
que constituem o endomisio, onde este ancora as fibras musculares entre si (MONTANARI,
2016). Sob o ponto de vista funcional, o tecido conjuntivo € muito importante para o tecido
muscular, pois mantém as fibras musculares unidas e permite que a for¢a de contragdo gerada
por cada fibra individualmente exerca uma acao no musculo como um todo. Além disso, todas
essas diferentes camadas de tecido conjuntivo (epimisio, perimisio e endomisio) que
envolvem o tecido muscular possibilita que a for¢a de contracdo do musculo seja transmitida
a outras estruturas, como no caso dos ossos e dos tenddes (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

Dessa forma, pode-se concluir que as andlises morfoldgicas realizadas
possibilitaram evidenciar a presenga de nervos, o processo de angiogénese € um aumento
gradativo na quantidade e na organizagdo de tecido conjuntivo, em paralelo a série de
desenvolvimento da linhagem miogénica: mioblastos (8 dias) — midcitos (11 dias) —
miofibras jovens (14 dias) — miofibras maduras (17 dias). Ressalta-se, portanto, que as
células em formagdo sdo mononucleadas, vao se fundindo, ficando alongadas e, por fim,
tornam-se multinucleadas, originando as fibras musculares do tecido muscular esquelético.
Neste processo hd uma intima associagdo com as células do tecido conjuntivo, que se

desenvolve de maneira coordenada e sincronica com a linhagem miogénica.
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5.4. Estudo da distribuicao espacial da MIOSTATINA (MSTN) em tecidos e em células

Para investigar se os aumentos nos niveis de expressdao génica da Mstn sdo
acompanhados por uma elevagdo correspondente na concentracdo da proteina no musculo
peitoral de galinha, foi realizada uma andlise da distribui¢cdo espacial da MSTN pela técnica
de imuno-histoquimica. Estas andlises foram realizadas nos dias 8, 11, 14 e 17 de
desenvolvimento.

No tecido muscular do embrido de 8 dias observa-se uma marcacdo moderada mas
consistente da proteina MSTN no musculo em formacgao (Figura 19). Em algumas regides do
corte observou-se uma distribuicdio da MSTN em formato de faixas, sugerindo que a
distribuicao desta proteina acompanha o observado na morfologia (um conjunto de mioblastos
se fundindo e formando uma fibra muscular jovem). Além disso, verifica-se uma estrutura
muito bem marcada pelo anticorpo da MSTN (Figura 19 A, seta fina) que é semelhante a um
brotamento epitelial. Essa faixa que ficou marcada e envolve esse brotamento epitelial
possivelmente representa células mioepiteliais ou uma camada de tecido muscular liso e
provavelmente em volta dessa faixa tem-se o envolvimento por mesénquima. A marcagao

sugere que a MSTN estd ao redor desse mesénquima e das células mioepitelias ou da camada

de tecido muscular liso.

“ -_— E e
Figura 19. Distribuicdo espacial da MSTN, pela técnica de imuno-histoquimica em parafina, do tecido muscular
peitoral, no estddio de 8 dias de desenvolvimento embriondrio. As imagens foram obtidas pelo microscépio
confocal. Barras: A, B, C = 50 um, com aumento de 200x para as imagens A e C; e de 400x para a imagem B.
A-B= Tecido muscular; C= Controle negativo. Imagens de imunofluorescéncia utilizando anticorpo primario
anti-MSTN e anticorpo secunddrio conjugado com Alexa Fluor™ 555 para deteccdo da proteina MSTN e DAPI
para evidenciagdo dos nucleos celulares.

No tecido muscular do embriao de 11 dias denota-se uma maior concentragdo da
proteina MSTN (Figura 20). O tecido muscular estd em estddio mais avangado de

desenvolvimento e isso é corroborado pela histologia do tecido ja analisado neste trabalho. As
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setas (Figura 20 B) indicam que a distribuicdo da MSTN estd mais intensa no entorno do

tecido muscular em desenvolvimento.
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Figura 20. Distribuicdo espacial da MSTN, pela técnica de imuno-histoquimica em parafina, do tecido muscular
peitoral, no estddio de 11 dias de desenvolvimento embriondrio. As imagens foram obtidas pelo microscopio
confocal. Barras: A, B, C = 50 um, com aumento de 200x (com zoom 6ptico) para a imagem A; de 400x para a
imagem B; e de 400x (com zoom Optico) para a imagem C. A-C= Tecido muscular. Imagens de
imunofluorescéncia utilizando anticorpo primdrio anti-MSTN e anticorpo secunddrio conjugado com Alexa
Fluor™ 555 para detecgdo da proteina MSTN e DAPI para evidenciacio dos ntcleos celulares.

No tecido muscular do embrido de 14 dias, o tecido muscular estd ainda mais
diferenciado e organizado, conforme demonstrado pelas andlises histoldgicas neste estadio.
Nesta fase observa-se uma ampla e intensa distribuicdo da proteina MSTN nas fibras em
formacdo (Figura 21). As setas (Figura 21 B) mostram o mesmo padrdo de distribuicdo
observado no estddio anterior (estddio 11), mostrando que ao redor do tecido muscular em

desenvolvimento tem-se uma maior concentracio da proteina MSTN.
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Figura 21. Distribui¢@o espacial da MSTN, pela técnica de imuno-histoquimica em parafina, do tecido muscular
peitoral, no estddio de 14 dias de desenvolvimento embriondrio. As imagens foram obtidas pelo microscopio
confocal. Barras: A, B, C = 50 um, com aumento de 200x (com zoom 6ptico) para a imagem A; e de 400x para
as imagens B e C. A-C= Tecido muscular. Imagens de imunofluorescéncia utilizando anticorpo primdrio anti-
MSTN e anticorpo secundrio conjugado com Alexa Fluor™ 555 para deteccdo da proteina MSTN e DAPI para
evidenciacdo dos nicleos celulares.
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No tecido muscular do embrido de 17 dias observa-se um tecido altamente
organizado, que apresenta a MSTN distribuida de maneira conspicua ao redor das fibras
musculares em desenvolvimento, compondo um halo ao redor destas células. Desse modo,

demonstrou-se que a marcagdo para o anticorpo da MSTN distribui-se de modo pericelular

(no entorno), como pode ser observado pelas indicac¢des das setas (Figura 22 B e C).

Figura 22. Distribuicdo espacial da MSTN, pela técnica de imuno-histoquimica em parafina, do tecido muscular
peitoral, no estddio de 17 dias de desenvolvimento embriondrio. As imagens foram obtidas pelo microscopio
confocal. Barras: A, B, C = 50 um, com aumento de 200x para a imagem A; e de 400x para as imagens B e C.
A-C= Tecido muscular. Imagens de imunofluorescéncia utilizando anticorpo primdrio anti-MSTN e anticorpo
secunddrio conjugado com Alexa Fluor™ 555 para detecgdo da proteina MSTN e DAPI para evidenciagio dos
nucleos celulares.

Portanto, pode-se inferir a proteina MSTN esta presente no tecido muscular em
todos os dias analisados do desenvolvimento embrionédrio de galinha (dias 8, 11, 14 e 17).
Sugestivamente, parece haver um aumento progressivo da expressiao dessa proteina, onde os
animais em estddios mais avancados do desenvolvimento embriondrio estio com uma
expressao proteica mais acentuada, fato corroborado pela expressdo génica, objeto anterior de
estudo deste trabalho. Uma anélise bastante interessante que foi observada se refere ao padrao
de distribui¢do da proteina MSTN, pois verificou-se uma distribui¢do mais associada a regiao
do entorno (pericelular). Esse resultado pode estar associado ao fato de que a MSTN ¢
produzida, secretada e precisa ficar no local onde ela consegue agir, sendo, no caso, a sua
atuacdo na matriz extracelular, uma vez que a MSTN atua como um fator paracrino.

Para verificar se ao serem cultivados os mioblastos primarios de galinha e as
células da linhagem miogénica geradas ao longo do processo de diferenciacdo celular
manteriam o mesmo padrdo de distribui¢do da proteina MSTN, foram realizadas andlises de
imunocitoquimica nos diferentes dias de diferenciacdo (dias 1 a 5). Interessantemente, estes

ensaios revelaram que as células da cultura celular primaria de mioblastos ndo apresentam a
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proteina MSTN sendo expressa. Estes dados indicam que apesar de ter sido detectada a
expressdao génica, possivelmente os niveis de expressdo da Mstn sdo basais ou ndo ocorre a
traducao dos RNAs mensageiros da Mstn para gerar a proteina correspondente. Nossos dados
mostram que o dia que demonstrou expressar um pouco da proteina foi o dia 4 de cultura
celular e em menor grau ainda o dia 5 de cultura celular. Os demais dias ndo apresentaram

niveis detectaveis da proteina MSTN. Esses resultados podem ser vistos na Figura 23.

-

Figura 23. Distribuicdo espacial da MSTN, pela técnica de imunocitoquimica, ao longo da miogé€nese
esquelética de galinha in vivo. As imagens forma obtidas pelo microscépio de fluorescéncia. Imagens A-E= dias
de cultura, do 1 ao 5, respectivamente. F= Controle negativo. Barras: A-F = 50 um, com aumento de 200x para
todas as imagens. Tecido muscular. Imagens de imunofluorescéncia utilizando anticorpo primdrio anti-MSTN e
anticorpo secundério conjugado com Alexa Fluor™ 555 para deteccio da proteina MSTN e DAPI para
evidenciacdo dos nucleos celulares.

5.5. Quantificacao e analise do conteiido proteico da MSTN em tecidos

Observa-se, no estudo realizado, que a expressao da proteina MSTN aumenta no
estddio mais avancado do desenvolvimento embrionario (estddio de 17 dias) em Gallus
gallus. As andlises demonstraram que os dias anteriores ndo apresentaram diferencas
significativas na expressdo proteica, mas no ultimo dia ocorre um aumento na expressao da
MSTN. De modo geral, esse estudo corroborou com o observado nas andlises de expressao
génica, visto que o ultimo dia analisado se trata do animal em fase mais avangada de
desenvolvimento embriondrio e todas as analises feitas em tecidos, neste trabalho,
evidenciaram uma expressdao mais acentuada neste ultimo estddio de desenvolvimento

estudado. Na Figura 24 verifica-se esse padrao de expressao do contetido proteico da MSTN.
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Figura 24. Quantificag¢do, em tecidos, da MTSN, pela técnica de Western Blotting, nos dias 8, 11, 14 e 17 de
desenvolvimento embriondrio. As andlises de One way ANOVA, com valor de significancia (*p <0,05;) sdo
indicadas por comparagdo entre os dias analisados. A- As barras representam SEM * do conteddo proteico da
MSTN em relacao ao conteido de GAPDH. B- Imagens do contetido das proteinas MSTN e GAPDH.

5.6. Ensaios de co-cultura de mioblastos primarios fetais com organoides de fibroblastos

de galinha

Para compreender os motivos pelos quais houve uma diferenca tdo importante na
distribuicao e concentracdo da proteina MSTN entre o musculo peitoral e a cultura primaria
de mioblastos em diferenciacdo, foi desenhado um experimento visando restituir as células da
linhagem miogénica o contato com células do tecido conjuntivo, que se desenvolvem de
maneira tdo proxima e interdependente durante a histogénese do musculo esquelético. Para
tanto, foi realizado um ensaio de co-cultura das células miogénicas presentes na cultura
primdria de mioblastos e corpos organoides de fibroblastos. Para obten¢do dos organoides
foram empregados fibroblastos extraidos do misculo peitoral durante a preparacao da cultura,
um tipo celular bastante abundante e que faz parte do tecido conjuntivo e ird participar da
formacdo dos envoltérios do musculo esquelético (endomisio, perimisio e epimisio). Como ha

uma grande concentracdo de fibroblastos no dia 11,5 de desenvolvimento, quando ¢é feita a
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coleta das células para a cultura, € realizado um pré-plaqueamento, que elimina a maior parte
destas células. Isto ocorre porque estes fibroblastos aderem rapidamente a placa de cultivo,
enquanto os mioblastos ndo o fazem. Estas células foram tripsinizadas e cultivadas em
hanging-drops para formar estruturas esféricas que pudessem ser facilmente co-cultivadas
com as c€lulas da cultura primdaria de mioblastos. O propdsito deste ensaio foi evidenciar uma
possivel modificacdo na concentracdo da proteina MTSN nas células miogénicas em
diferenciag@o na cultura primadria.

Nossos resultados mostraram ndo haver qualquer alteracdo nos niveis da proteina
MSTN nas células da linhagem muscular, mas surpreendentemente os proprios organoides
contém altos niveis da proteina MSTN (Figura 25). Portanto, nossos dados sugerem que ao
removermos os fibroblastos da cultura primaria de mioblastos pelo processo de pré-

plaqueamento, removemos também as células que expressam a proteina MSTN.

Figura 25: Distribui¢do espacial da MSTN, pela técnica de imunocitoquimica, ao longo da miogénese
esquelética de galinha in vitro. As imagens foram obtidas pelo microscépio de fluorescéncia. Fibroblastos foram
colocados no dia 2 de cultura e esperou-se 48 horas para a realizagdo da imunocitoquimica. Para visualizacdo
mais detalhada, mostra-se: Imagens A, B, D e E= imagens obtidas separadamente do anticorpo e do DAPI,
respectivamente. Imagens C e F= imagens compostas (sobreposicdo das duas cores). Barras: A-F = 50 pm, com
aumento de 100x para as imagens A, B e C; e de 200x para as imagens D, E e F.

O misculo esquelético € um sistema composto ndo somente de miofibras, mas
também de nervos, células sensoriais, vasos sanguineos e tecido conjuntivo. O tecido
conjuntivo ou conectivo desempenha um papel funcional fundamental uma vez que este

tecido atua na transferéncia de tensdo da contracdo gerada pelas miofibras aos elementos
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musculares esqueléticos gerando uma acdo no mdusculo inteiro (ELASHRY et al., 2012;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Acredita-se também que o padrio muscular, como o
tamanho e a forma, é controlado pelo tecido conjuntivo circundante (KARDON et al., 2003;
VALASEK et al., 2011).

A maioria dos experimentos que investigam a Mstn tem focado no componente da
fibra muscular do musculo esquelético. Entretanto, os estudos realizados por Elashry et al.
(2012) apontaram que a delecdo da Mstn, em ratos, resulta na diminuicdo da densidade do
tecido conjuntivo do perimisio e do endomisio, principalmente pela reduciao da quantidade de
laminina e dos coldgenos do tipo I, Il e IV. Assim como, em oposi¢cdo, a presenca da Mstn
possibilita um tecido conjuntivo mais espesso pelo aumento da quantidade desses
componentes presentes do tecido conjuntivo. Ainda de acordo com Elashry et al. (2012),
experimentos anteriores realizados por Mcpherron et al. (1997) e Mendias et al. (2006)
relataram uma reducdo de coldgeno, presentes no tecido conjuntivo, nos miusculos
esqueléticos de ratos com delecio da Mstn. Essas descobertas foram complementadas por
estudos mostrando que a Mstn parece atuar em fibroblastos e também na proliferacdo de
fibroblastos tendineos (MENDIAS et al., 2006; ZHU et al., 2007; FULZELE et al., 2010).

Para gerar um sistema eficiente de trabalho, o tecido muscular deve ser
desenvolver de maneira coordenada e esse papel é exercido, em grande parte, pela atuacao do
tecido conjuntivo que permeia o tecido muscular estriado esquelético.

Em suma, nossos dados podem sugerir que a MSTN estaria mais relacionada ao
tecido conjuntivo, visto que o tecido muscular é dependente do tecido conjuntivo € 0s nossos
dados apontaram para uma relacdo contundente entre a MSTN e o tecido conjuntivo presente
no musculo estriado esquelético. Este achado € inédito e relevante para as pesquisas que sao
feitas visando desenvolver maneiras de modular a atividade da MSTN para fins terapéuticos.
Contudo, mais experimentos precisam ser realizados para se obter uma resposta precisa

quanto as relacdes especificas envolvendo a MSTN, o tecido conjuntivo e o tecido muscular.
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6. CONCLUSOES

A Mstn € expressa durante todas as etapas da miogénese fetal de galinha, segundo
verifica-se nos estudos de expressdo génica, tanto nos tecidos (dias 8, 11, 14 e 17 de
desenvolvimento embriondrio), quanto em cultura de células (cinco dias de
diferenciacao celular).

O padrio de expressdo génica da Mstn em tecidos foi diferente do que ocorreu em
células, pois em tecidos a Mstn se comportou conforme o encontrado na literatura e foi
aumentando progressivamente ao longo dos dias de desenvolvimento embriondrio
analisados (dias 8, 11, 14 e 17 dias), porém, em células, a Mstn apresentou diminui¢cao
da sua expressdo ao longo dos 5 dias de diferenciacao celular.

Durante a miogénese fetal hd um aumento gradual da expressio da Mstn,
concomitante com a elevagao dos niveis de p21; Pax3 sofre inducao no dia 11 e queda
acentuada no dia 17 da miogénese fetal; nao ha modulacdo da expressao de Myf-5 ao
longo dos dias de miogénese fetal;, Myod e Miogenina sdo expressos mais
intensamente no dia 11, precedendo o pico de transcricdo da Mstn no dia 14; ha
inducdo da expressdo da MyHC nas etapas mais avangadas da miogénese fetal, com
destaque para o dia 17.

Na miogénese in vitro ocorre um aumento da expressao de p2/ ao longo dos 5 dias de
cultura primaria de mioblastos, em oposicdo a expressdo da Mstn que se mantém
reduzida ou ausente neste sistema; Pax3 e Myf-5 sdo mais expressos nos dias 1 e 2 da
cultura; hd maior transcricdo de Myod e Miogenina nos primeiros dias de cultura;
MyHC apresenta forte inducdo nos dias 4 e 5 de cultura celular.

O gene da Fst ndo teve diferencas significativas, tanto em tecidos quanto em células,
neste trabalho.

A distribui¢ado espacial da proteina MSTN acompanhou o padrdo expresso do gene da
Mstn em tecidos, mas em células o comportamento nao foi conforme o esperado, pois
a proteina MSTN ndo apresentou niveis detectdveis e possivelmente estes dados
indicam que os niveis de expressao génica da Mstn sdo basais ou ndo ocorre a tradug¢ao
dos RNAs mensageiros deste gene para gerar a proteina correspondente, em células.
Em tecidos, o conteido proteico da MSTN também apresentou concordancia com a

expressdo génica e com os dados da distribui¢do espacial, sendo que a expressdo da
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proteina MSTN aumenta no estddio mais avancado do desenvolvimento embrionério
(estadio de 17 dias) em Gallus gallus.

Os ensaios de co-cultura de mioblastos primdrios fetais com organoides de
fibroblastos de galinha revelaram que nio ha expressdo da proteina MSTN nas células
da linhagem muscular, mas os organoides de fibroblastos apresentam altos niveis da
proteina MSTN. Esses dados sugerem que ao removermos os fibroblastos da cultura
primdria de mioblastos pelo processo de pré-plaqueamento, removemos também as
células que expressam a MSTN.

A comparacdo feita entre tecidos e células nos revelou que existem diferengas
significativas na expressao génica e proteica da Mstn, visto que o tecido se comporta a
nivel sistémico e, as células, provenientes da cultura celular, correspondem a um

sistema de estudos isolado (ndo sistémico).
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8. APENDICES

APENDICE A- Detalhes dos primers utilizados

LEGENDAS:

e Inicio e fim do mRNA (start= ATG e de parada= TGA; TAA; TAG): em
vermelho
Exons intercalados: Azul e cinza
Primers desenhados: em negrito e sublinhado

1- Chicken Miostatina primers [Gene ID: 373964; Fragmento amplificado — 106bp]

Direto: 5’ - ACTGGACGAGATCTTGCTGTC - 3°
Reverso: 5°- AATCTCTGCGGGACCGTTTC - 3’

>NM 001001461.1 Gallus gallus myostatin (MSTN), mRNA

2- Chicken p21 primers [Gene ID: 378914; Fragmento amplificado — 164 pb]
Direto: 5’- CCATCAAAGACTTCTACGGCTC -3’
Reverso: 5’- ACTCGGCATTGCTTCGTACA -3°

>NM 204396.1 Gallus gallus cyclin dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A),
mRNA
GCACGAGGCGGGCCGC




3- Chicken Pax3 primers [Gene ID: 374127; Fragmento amplificado — 139bp]

Direto: 5'- TCGGGAAGAACTCGCACAAA -3’
Reverso: 5'- AAACCCTCCTGGGATCAGGT -3’

>NM 204269.1 Gallus gallus paired box 3 (PAX3), mRNA

4- Chicken Myf-5 primers [Gene ID: 395633; Fragmento amplificado — 105bp]

Direto: 5'- TTCGAGGCGGGCTACTGC -3’
Reverso: 5'- AGAGAGGCGGTCCACGAT -3’

>NM 001030363.1 Gallus gallus myogenic factor 5 (MYF5), mRNA
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5- Chicken MyoD primers [Gene ID: 374048; Fragmento amplificado — 123 pb]
Direto: 5’- ATCACCAAATGACCCAAAGC -3’
Reverso: 5’- GCTTCAGCTGGAGGCAGTAT - 3°

>NM 204214.2 Gallus gallus myogenic differentiation 1 (MYOD1), mRNA
GTCGGCGGTGGTGGCAGCAGCAACCCGCGCCGGTGGCCTCGCCTGGGACAGGGTGCGAGGGCCCCGCTCCGTGCC
CACCTCGCACAGCCACCCTCTGGACCCCCCGTGCCCCCGACCGCCATCTCACCCCACTCCGACGTTCCCAGTCGC
CCC(C

6- Chicken Miogenina primers [Gene ID: 374004; Fragmento amplificado — 114 pb]
Direto: 5'- ATCCTGCAGCCCTGAGTG-3"
Reverso: 5'- ACGATGGAGGAGAGCGAGT -3’

>NM 204184.1 Gallus gallus myogenin (MYOG), mRNA

GAGCCGTGCACAGTCCTCCC

7- Chicken MyHC primers [Gene ID: 417306; Fragmento amplificado — 213bp]
Direto: 5'- CTCCTCACGCTTTGGTAA -3’
Reverso: 5'- TGATAGTCGTATGGGTTGGT -3’
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>NM 001319304.1 Gallus gallus myosin, heavy chain 1D, skeletal muscle
(MYH1D), mRNA

-GCTACAGATGCTGATATGGCCATATTTGGGGAGGCAGCCCCTTACCTCCGAAAGTCAGAAAAGGAGAGGATT
GAGGCCCAGAACAAGCCTTTTGATGCCAAGTCATCAGTCTTTGTGGTACATGCTAAAGAATCCTATGTGAAAAGT
ACAATCCAGAGTAAAGAATCGGGGAAGGTCACTGTCAAGACTGAAGGTGGTGAAACTCTAACCGTGAAGGAAGAT
CAAATCTTCTCCATGAACCCTCCCAAGTACGATAAAATTGAGGACATGGCCATGATGACCCACCTCCACGAACCC
GCTGTGCTGTACAACCTCAAAGAGCGTTATGCAGCCTGGATGATCTACACCTACTCGGGCCTCTTCTGTGTCACT
GTCAACCCCTACAAGTGGCTGCCAGTGTACAACCCGGAGGTGGTGTTGGCCTACCGAGGCAAAAAGCGCCAGGAG
GCCCCTCCACACATCTTCTCCATCTCTGACAACGCCTATCAGTTCATGCTGACTGACCGCGAGAATCAGTCGATC
CTGATCACCGGAGAATCCGGTGCAGGGAAGACTGTGAACACGAAACGTGTCATCCAGTACTTTGCACAATTGCAG
CTAGTGGAGATAAGAAGAAGGAGGAGCAGCCAGCGGGCAAAATGCAGGGGACACTTGAGGATCAAATCATCAGTG
CCAACCCTCTGTTGGAGGCTTTTGGGAATGCCAAGACTGTGAGGAATGACAACTCCTCACGCTTTGGTAAATTCA
TCAGAATCCACTTTGGGGCCACAGGCAAACTGGCTTCTGCTGACATTGAAACATATCTGCTGGAGAAGTCTAGGG
TCACTTTCCAGCTCAAGGCTGAAAGAAGCTACCACATCTTTTATCAGATCATGTCCAACAAGAAGCCAGAGCTAA
TTGAGATGCTGCTGATCACCACCAACCCATACGACTATCAGTACGTGAGTCAAGGCGAGATCACAGTACCCAGCA
TTAATGACCAGGAGGAGCTGATGGCCACCGACAGTGCCATTGACATCCTGGGCTTCACTCCTGATGAAAAAACAG
CCATTTACAAGCTGACGGGGGCTGTCATGCACTATGGCAACCTGAAGTTCAAGCAGAAGCAGCGTGAAGAGCAGG
CAGAGCCCGATGGCACAGAAGTTGCAGACAAGGCTGCCTACCTGATGGGTCTGAACTCAGCAGACCTGCTCAAGG
CCTTGTGTTACCCCCGTGTCAAGGTTGGAAATGAGTATGTGACCAAGGGTCAAACCGTGCAGCAGGTATACAATT
CAGTGGGTGCCCTAGCAAAATCTGTCTTTGAGAAGATGTTCCTGTGGATGGTTGTTCGCATCAACCAACAGCTGG
ATACCAAGCAGCCCAGGCAGTACTTCATTGGTGTCCTGGACATCGCTGGCTTTGAGATCTTTGATTTCAACAGCC
TGGAGCAGCTGTGCATCAACTTCACCAATGAGAAACTGCAACAGTTCTTCAACCACCACATGTTCGTTCTGGAGC
AAGAGGAGTACAAGAAGGAAGGCATTGAATGGGAGTTCATTGATTTTGGGATGGACCTGGCTGCCTGCATTGAGC
TCATTGAAAAGCCCATGGGCATCTTCTCCATCCTGGAAGAGGAGTGCATGTTCCCCAAGGCAACTGACACCTCTT
TCAAGAACAAGCTCTATGACCAGCATCTGGGCAAGTCCAACAACTTCCAGAAGCCTAAACCTGGCAAAGGCAAGG
CTGAGGCCCACTTCTCCCTGGTGCACTATGCTGGCACAGTGGACTACAACATCACCGGCTGGCTTGAGAAGAACA
AGGATCCCCTGAATGAAACTGTTGTGGGGCTGTACCAGAAATCATCCCTGAAGACACTGGCCTTACTGTTTGCCT
CTGTTGGTGGGGCAGAAGCAGAGAGTGGTGCCGGTGGCAAGAAGGGAGGCAAGAAGAAGGGGTCTTCTTTCCAGA
CTGTCTCAGCTCTTTTCCGGGAAAATTTAAACAAACTGATGAGCAACCTGCGAAGCACACATCCCCATTTTGTGC
GATGCCTCATTCCCAATGAAACAAAAACACCTGGTGCCATGGAGCATGAACTGGTGCTGCACCAGTTGCGCTGTA
ACGGCGTGCTGGAAGGGATCAGGATTTGCAGGAAAGGATTCCCAAGCAGAATACTTTATGCAGACTTTAAACAGA
GATACAAGGTGCTTAATGCCAGTGCCATCCCTGAGGGACAGTTCATTGACAGCAAGAAAGCTTCTGAGAAACTCC
TTGGGTCAATCGATGTGGACCACACCCAGTACAAATTTGGTCACACCAAGGTGTTCTTCAAAGCTGGGCTGCTGG
GACTCCTGGAGGAGATGAGAGATGAGAAGCTGGCACAGCTCATCACTCGCACACAGGCCAGGTGCAGGGGCTTCC
TGATGAGAGTGGAGTTCAAGAAAATGATGGAAAGAAGGGAATCTATCTTCTGTATCCAGTACAATGTTCGTGCAT
TCATGAATGTCAAGCACTGGCCCTGGATGAAGCTGTTCTTCAAGATCAAGCCCCTGCTGAAGAGTGCAGAATCTG
AGAAGGAAATGGCCAACATGAAGGAAGAGTTTGAGAAGACCAAGGAAGAGCTTGCAAAGTCTGAGGCAAAGAGGA
AGGAGCTGGAGGAGAAAATGGTGTCCCTGCTGCAAGAGAAAAATGATCTGCAACTCCAAGTGCAGGCTGAAGCAG
ATGGTTTGGCTGATGCTGAGGAAAGGTGTGACCAGCTCATCAAAACCAAAATCCAGCTGGAAGCCAAAATTAAGG
AGCTTACAGAGAGAGCAGAAGATGAGGAAGAGATGAATGCTGAGCTGACAGCCAAGAAGAGGAAACTGGAGGATG
AATGTTCAGAGCTGAAGAAAGACATAGATGACCTGGAGTTAACATTGGCCAAGGTTGAGAAGGAAAAGCATGCCA
CTGAAAACAAGGTGAAAAACCTCACAGAAGAGATGGCAGCCCTGGACGAGACAATTGCCAAGCTGACAAAAGAGA
AGAAAGCCCTCCAAGAGGCCCATCAGCAGACACTGGATGACCTGCAGGCTGAAGAGGACAAAGTCAATACGCTGA
CCAAAGCTAAAACCAAGCTGGAGCAGCAAGTAGACGATGTAAGCAAAATGCATACACTGGAAGGGTCCCTGGAGC
AAGAGAAGAAGCTGCGCATGGACCTTGAGAGAGCCCGTATTGAGGAACTGGAGGAGGAAATCGAGGCAGAGCGAA
CCTCTCGGGCAAAAGCAGAGAAGCACCGAGCTGACCTCTCCAGGGAGCTGGAGGAGATCAGTGAGCGCCTGGAGG
AAGCAGGAGGGGCTACAGCAGCTCAGATTGATATGAACAAGAAGCGTGAGGCAGAATTTCAGAAGATGCGCCGTG
ACCTCGAAGAGGCCACGCTGCAGCACGAAGCCACGGCTGCTGCCCTGCGGAAGARAGCATGCGGACAGCACAGCGG
AGCTTGGGGAGCAGATTGACAACCTGCAACGAGTCAAGCAGAAGCTGGAGAAGGAGAAGAGTGAGCTGAAGATGG
AGATTGATGACTTGGCCAGCAACATGGAGTCTGTCTCCAAAGCCAAGGCAAATTTAGAGAAGATGTGTCGTTCCC
TGGAAGATCAACTCAGTGAAATTAAGACAAAGGAAGAGGAGCAACAGCGCACCATTAATGACATCAGTGCACAGA
AAGCTCGTCTACAAACAGAGTCAGGTGAATATTCACGCCAGGTGGAGGAGAAAGATGCTCTGATTTCTCAGCTGT
CTAGAGGCAAGCAGGCATTCACCCAACAGATTGAGGAACTCAAGAGGCACTTAGAGGAGGAGATAAAGGCCAAGA
ATGCCCTGGCCCATGCCTTGCAGTCAGCCCGCCATGACTGTGACTTGCTCCGGGAACAATATGAGGAAGAGCAGG
AAGCCAAGGGTGAGCTGCAGCGTGCCCTGTCCAAGGCCAACAGCGAAGTGGCCCAGTGGAGAACCAAATATGAGA
CGGATGCTATTCAGCGCACAGAGGAGCTGGAGGAGGCCAAGAAGAAGCTGGCACAGCGCCTGCAGGATGCCGAGG
AACACGTCGAAGCCGTGAACTCCAAATGTGCTTCCCTGGAAAAGACAAAGCAGAGGCTGCAGAATGAGGTGGAGG
ACCTGATGATTGACGTGGAGCGATCAAATGCTGCCTGCGCAGCTCTGGACAAGAAGCAGAAGAACTTTGACAAGA
TCCTGTCGGAGTGGAAGCAGAAGTACGAGGAAACGCAGGCTGAGCTGGAGGCCTCCCAGAAGGAGTC CTCGCTCCC
TCAAGGAGATTTCTGACCTCACGGAGCAGATTGCAGAGGGAGGAAAGGCTATTCATGAGCTGGAGAAAGTCAAGA
AGCAGATTGAGCAGGAGAAATCTGAACTTCAGGCAGCTCTAGAGGAAGCTGAGGCCTCTCTAGAACATGAAGAGG
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GGAAGATCCTTCGTGTCCAGTTGGAACTCAACCAGGTCAAGTCTGACATTGACAGGAAAATAGCAGAGAAAGATG
AGGAAATTGACCAGCTGAAGAGAAACCATCTCAGAGTTGTAGATTCCATGCAGAGCACCTTGGATGCGGAGATCA
GGAGCAGAAATGAAGCTCTGCGGCTGAAGAAGAAGATGGAGGGAGACCTGAATGAAATAGAGATCCAGCTGAGCC
ATGCCAACCGCCAGGCTGCAGAAGCACAGAAGAACCTGAGAAACACACAAGGAGTGCTCAAGGATACCCAGATAC
ACTTGGACGATGCTCTCAGGTCACAGGAGGACCTGAAGGAGCAGGTGGCCATGGTGGAGCGCAGAGCAAACCTGT
TGCAGGCTGAGATTGAGGAGCTACGAGCAGCCCTGGAACAGACAGAGCGCTCGAGGAAAGTGGCTGAGCAGGAGC
TTCTGGATGCAAGTGAACGTGTGCAGCTCCTCCATACCCAGAACACCAGCTTGATCAACACCAAGAAGAAGCTAG
AATCAGACATTTCCCAAATTCAGAGTGAAATGGAGGATACCATCCAGGAAGCCCGCAATGCTGAGGAGAAGGCCA
AGAAGGCCATCACTGATGCAGCCATGATGGCAGAAGAGCTGAAGAAGGAGCAGGACACCAGTGCCCACCTGGAGA
GGATGAAGAAGAACCTGGACCAGACGGTGAAGGACCTGCAGCACCGCCTGGATGAGGCAGAGCAGCTGGCCCTGA
AGGGAGGCAAGAAGCAAATCCAGAAGCTGGAGGCCAGGGTGCGGGAGCTGGAAGGGGAGGTTGATGCTGAGCAGA
AGCGCAGCGCTGAAGCCGTGAAGGGTGTGCGCAAGTACGAGAGGAGGGTGAAGGAGCTGACCTACCAGTCTGAAG
ARGACCGGAAGAATGTTCTCAGGCTCCAGGACCTGGTGGACAAGCTGCAGATGAAGGTGAAATCCTACAAGAGGC
AAGCTGAGGAGGCTGAGGAGCTGTCCAATGTCAACCTCTCCAAGTTCCGCAAGATCCAGCATGAGCTGGAGGAAG
CCGAGGAGCGGGCTGACATTGCAGAGTCGCAAGTCAACAAGCTCCGAGCARAGAGCCGTGARATAGGCAAGAAGG
caGAAAGTGAAGAGHER

8- Chicken Folistatina primers [GENE ID: 395349; Fragmento amplificado — 148bp]
Direto: 5’- ACCAGTCGGATAGGGACGAG - 3’
Reverso: 5’- TCCAGGCGAGAATCGTCATC - 3°

>NM 204638.2 Gallus gallus follistatin like 1 (FSTL1), mRNA

AATTCGAGATCCGGGTACCATGGGGCGCCTGTGCAACTCCTCGTGCGTCGCCGGTTCCGCCAGCCCGCAGC-A
TCTGGAAAACTCTCCCGCTGCTCTGTGCCCTGCTGGCCGTCGCCCGGCTGCGAGCGGAGGAAGAGCCAAGGAGCA
AATCCAARATCTGTGCCAACGTTTTCTGCGGAGCTGGGCGGGAATGTGCAGTGACTGAGAAGGGAGAGCCAACCT
GCCTCTGCATTGAGCAATGCAAACCTCACAAGAGGCCTGTGTGTGGTAGCAATGGCAAGACGTACCTGAACCATT
GTGAGCTGCACCGAGATGCCTGCCTCACTGGCTCCAAGATCCAAGTGGATTACGATGGCCACTGTAAAGAGAAGA
AGTCTGAGAATCCAGCTGCGAGTCCAGTTGTCTGTTACCAGTCGGATAGGGACGAGCTTCGTCGCCGTGTCATCC
AGTGGCTGGAAGCAGAGATTATCCCAGACGGCTGGTTTTCCAAGGGCAGCAACTACAGTGATGTCCTGGACAAGT
ACTTCAAGAACTTTGATGACGATTCTCGCCTGGACTCCACTGAATTCCTGAAATTTGTGGAGCAGAACGAGACTG
CTGTTCCAACCATCACAACCTACGTGGACCAGGAGACCAACAAGCTGCTCAGGGGACTCTGCGTAGATGCCCTCA
TCGAGCTGTCAGATGAAAACGCTGACTGGAAGCTCAGCTTCAATGAATTTCTCAAGTGCCTCAGCCCATCCTTCA
ACCCACCAGAGAAAAAGTGTGCCTTGGAAGATGAAACCTATGAGGATGGAGCAGAGACCCAGGTGGAGTGCAACC
GCTGCGTCTGTGCCTGTGGGAACTGGGTGTGCACTGCGATGACATGTGAAGGGAAGAATGAGAAGATGACTGCTC
ACAGACAGCAACCTGGTCAAGACTTGACTGAGGAGGAGCTAGCTAGATATGTTCAGGAGCTGCAGAAACATCAGG
AGACGGCTGAGAAGACCAAGAAGATGAGCACCAAGGAGATGTAAGGGGCCTCCACATCGGAGGAGCCCGGGAGGA
TGGGCCCAACCTGCTGCCCTGTCCTCCAGTGCTGATCTCAGTATGCACAAGTGTCTGCTACAGTTGCCCAGTCAC
AGATATTTACATTGTATAGCGATGGGTTATTTGTTTTGTAATACACAGAGAATGGGGCCAGGAAAGGGGAGCAGA
GCCCACCAGGTCAGGGAGCTTCATTGCTGGGGCCTTGGAAGGCTGGGGGGARACTACAGCAGCCCCTGGGACCCT
TCCCCAGGGCGACAGTGGTTTCTCCCGGGAGCTCATGGGGATTTCTTGTTCCCCTAGATCTGGGGARAAGGATGGA
GGTCAGTGCTGGATAGAAGAGGGGGTCTTCAATTCACAGTTGTCAGCACCAGCACAGGCCTGGCAGTTTTTTGGC
CGAGTGCTTCAGGGCATCATTAGCCAAGGGCATGACCCCGCTTACCCTCCACTTTGTTTCGAGCTCCTCAAAGCT
GGTCAGCCTCATGTGACACCTGGAAGTCATGGTGCCGTGCTGCTGGCAGGAGTCCAGCACATTCCTCCTTGCTTT
CTACCGGACTGTCCCCAGCAGCTCCTCCAGTACATTGTGGGCTACAACACAACACGGTTCCTTTTGACCACATCT
CACTCTTACTCTCCTTGCCCCCTCCTTAAAGGTGCTATCGTATTTTTTTCTTATCACATTCACATGCTGACCCCC
CCTTTTGTTTTGTTTTGTTTTTTATTACTTTATTTCCTATGGTAGTAATTCAGCGTTTGTATGTTTTGTAGCTCT
AGATCTTTCAAGAAAACTCAGCCTATGGGTTTTTGTTATCAACAGTGCTGTAATACCCCGTGCACAATTTCTATC
ACACTGCACTCAGTCACCACAAGCAAGCGACTTGTGAGCCCTATGCTACAGGGTATTTCTCACTTGGGGATTGCA
GCATCCCTCATTGAACAAAGAGGCAGGGCTGGATGTAATGAGTTCTGCTAGACACAGGTTGACATTGCAGCGCTC
TCTGGCTTTTGCTCCCCTGGCTAGCACTGACCATGTGCTCAGTCTTAAGTTGCCCAGAGGGACCTGCTAGGTAGT
CTAGAGACAGAGGGACGAGGCATCCCATTAATAGATTAACTACATAAAAAACTGTTCAATTGAAGTTTGAGCTGT
TAGCCATCATCTTGGATTTTCCATCTCTGGTATAAGGCAGGAGCAGTCATCTTTAATTCCAGGTGTGTGTTCAGA
GTCAGGGCTAGAACCCTTATTGCTGACACAATTTTCAGTGTCTGTGATCAGACCATTTTTTAATACCCTTTGCGG
GTCATTTTCAAGTATCCTGTTTCTCAGCGCATTGGTCCCAGTTAAAAATGAAAAGCTGTTTTGTTGACGTTCACC
TCTCTAGCCTCATGCCCAGCTGATTTTCTCCTGCAGTTGTCTAGTGTACTTCATATACTTACACACCTAAGCATC
CTCTGTCCACATTCCCTTCATGTCCCTGCTGTGCATCCCAAGCAGTTGCACATCCCTGAATCAAGAGGACTGCCT
TTGAGTTCTATCTTCCTGTTTCTGAACAACTTCAGCAATTGTTGCCAGGTGTCTTGCAGTCTATAGTGCTTACTC
AAGCGAAACAGCCTGCATCAGCAGAAGCATGTTCTGCTTGAGATCAGCAGGGCTTGAGTCTCTGCCTTCCCTTGC
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9- Chicken GAPDH primers [Gene ID: 374193; Fragmento amplificado — 141bp]

Direto: 5'- TGGAGAGATGGCAGAGGTG -3’
Reverso: 5'- AACAGAGACATTGGGGGTTG -3’

>M11213.1 Chicken glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene, complete
cds
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9. ANEXOS

ANEXO A — Certificado CEUA

W2

uNICAMP

N D

a

CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Nocaute do gene da Miostatina em mioblastos de galinha (Gallus

gallus) utilizando a técnica de edicao gendmica CRISPR-Cas9, registrada com o n°® 4506-1/2017, sob a

responsabilidade de Profa. Dra. Lucia Elvira Alvares e Raquel Albuquergue Rangel, que envolve a

produgdo, manutengéo ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o

homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N°
11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do
DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 16 de maio de 2017.

Finalidade:

( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

22/05/2017-30/06/2018

Vigéncia da autorizagao pa}a manipulagao

animal:

22/05/2017-30/06/2018

Espécie / linhagem/ raga:

Avelnao definida (embrices)

No. de animais: 40

' Peso / Idade: 11 dias / 02g
Sexo: 20 machos / 20 fémeas
Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovagéo pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizag&o prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e &
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 16 de maio de 2017.

N ]
\ AR L\\/L/_i,/k_,

N

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud
Presidente

a

¥ 7\\ WO -

Fatima Alonso
Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias

apés o encerramento de sua vigéncia. O formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, area do

pesquisador responsavel. A ndo apresentagao de relatério no prazo estabelecido impedira que novos protocolos

sejam submetidos.



ANEXO B - Certificado CEUA atestando mudanca de titulo do projeto inicial

e, . %

L \

Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado Mmﬂs

wmm (PFOMO CEUANNK'JAMP ﬂ° ﬁﬁ_ﬂZﬁL de

responsabilidade do wmmﬂm e m_umm
Ranggl teve o titulo alterado para




ANEXO C - Certificado CEUA atestando correcao do titulo em wltima versao

7;}“ \“-2 ‘
UNIC AN CEUAUnicamp

Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado Nocaute do gene da

Miostatina em mioblastos de galinha (Galius gaflus) utilizando a técnica de

edicdo gendmica CRISPR-Cas9 / Caracterizagdo da expressiao da miostatina
e de seus requladores ao longo da miogénese esquelética (protocolo

CEUA/UNICAMP n° 4506-1/2017, de responsabilidade do Profa. Dra. Lucia
Elvira Alvares e Raquel Albuguergue Rangel, teve o titulo alterado para.

Caracterizagao da expressao da miostatina e de seus reguladores ao longo da

miogénese esquelética de galinha (Gallus gallus).

Este documento € valido apenas se apresentado junto com os certificadas
emitido originalmente pela CEUA/UNICAMP em 16/05/2017 e 28/08/2017.

Campinas, 25 de maio de 2018.

|/
s '-;')/ "l\.l
' N)/”ymﬁme Lo &

lln\Q_".\f\""&? \| g

1
| 3 /
Prof. Dr. Wa&]wr José|Favaro FatimaAlonso
Coordenador 4 Secretéria Executiva
CEUA/UNICANP Tekfone: (*9) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail comisib@unicamp or

13083-670 Campnas SF - Brasil hiipulwww io. unicamp befceea)
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ANEXO D - Declaracio: dissertaciao nao infringe dispositivos da lei n.® 9.610/98

Declaracao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou submetidos
para publicacdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a arbitragem, que
constam da minha Dissertacdo de Mestrado, intitulada “Caracterizacio da expressio da
Miostatina e de seus reguladores ao longo da miogénese esquelética de galinha (Gallus
gallus)”, ndo infringem os dispositivos da lei n. © 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer
editora.

Campinas, 01 de Agosto de 2018.

Roquil M&ww\w Romae L

Autora: Raquel Albuquerque Rangel
RG n. © 55.030.617-1
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Orientadora: Profa. Dra. Luacia Elvira Alvares
RGn.°17.371.210-1



