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RESUMO

Expressao de genes envolvidos no controle molecular do desenvolvimento da
musculatura esquelética em galinhas

O desenvolvimento do musculo esquelético em vertebrados é um processo bem organizado
que envolve diversos eventos, inicia-se na fase embrionaria e continua durante toda a vida. Esse
processo bioldgico requer uma adequada sinalizagdo celular e é regulado por inimeros genes. Em
busca do entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na determinacdo do
desenvolvimento e crescimento do tecido muscular foi acompanhada a expressao génica dos
fatores miogénicos (MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4); Pax7; Miostatina; e da via de acdo Shh
(Shh, Ptchl, Smo, Pka, Sufu, Gli2 e Gli3) na musculatura peitoral de duas linhagens de galinhas
de composicdes genéticas distintas. Uma linhagem de corte, selecionada para maior deposicao de
massa muscular, e outra de postura, caracterizada pela baixa taxa de crescimento e pouca massa
muscular. Foram utilizados 90 animais distribuidos nas duas linhagens e cinco estadios de
desenvolvimento: 9 e 17 dias da fase embrionéria e 1, 21 e 42 dias da fase pos-eclosdo. A
expressao génica foi analisada por PCR quantitativa em tempo real. Os genes Myf5, Miogenina,
MRF4, Pax7, Shh e Ptch1 foram diferencialmente expressos na ontogenia e entre as linhagens. Ja
0s genes MyoD, Miostatina, Smo, Pka, Sufu, Gli2 e Gli3 foram diferencialmente expressos
somente na ontogenia. Foi possivel tracar o perfil de expressdo dos genes ao longo das fases de
desenvolvimento. Os genes MyoD, Myf5 e Pax7 foram mais expressos na fase embrionaria, onde
ha maior proliferacdo celular. Durante as fases estudadas, os genes da Miogenina e MRF4
apresentaram uma auto-regulacdo entre eles, indicando a ocorréncia do processo de diferenciacéo
celular. O gene da Miostatina demonstrou estar inibindo o crescimento muscular nos dias que
antecedem a eclosdo. Os genes da via de acdo Shh foram mais expressos nas idades embrionarias,
onde esta via age como um fator de sobrevivéncia e proliferacdo celular e menos expressos nas
idades posteriores a eclosdo, provavelmente, para que haja o processo de diferenciacdo dos
mioblastos. Verificou-se que esses genes foram diferencialmente expressos sendo coordenados
espaco-temporalmente, permitindo assim um ajuste sutil entre proliferacdo e diferenciacdo das
células musculares, colaborando para as diferencas fenotipicas observadas entre as linhagens.

Palavras chave: PCR quantitativa em tempo real; Expressdo génica; Desenvolvimento muscular;
Fatores regulatérios miogénicos; Via de acdo Shh; Proliferacéo celular;
Diferenciacgéo celular
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ABSTRACT

Expression of genes involved in molecular control of skeletal muscle development in
chicken

The development of skeletal muscle in vertebrates is a well-organized process that involves
several events, initiating in the embryonic phase and continuing throughout life. This biological
process requires a proper cell signaling and is regulated by numerous genes. Aiming to
understand the molecular mechanisms involved in determining the development and growth of
muscle tissue, we monitored gene expression of myogenic factors (MyoD, Myf5, Myogenin and
MRF4); Pax7; Myostatin; and Shh pathway (Shh, Ptchl, Smo, Pka, Sufu, Gli2 and Gli3) in the
pectoralis muscle of two strains of poultry from different genetic compositions. A broiler,
selected for increased deposition of muscle mass, and a layer, characterized by slow growth and
low muscle mass. We used 90 animals divided into two lines and five stages of development: 9
and 17 days of embryo and 1, 21 and 42 days post-hatching. Gene expression was analyzed by
guantitative real-time PCR. The genes Myf5, Myogenin, MRF4, Pax7, Shh and Ptchl are
differentially expressed in ontogeny and among strains. The genes MyoD, myostatin, Smo, Pka,
Sufu, Gli2 and Gli3 were differentially expressed only in ontogeny. It was possible to design the
gene expression profile throughout the different developmental stages. The genes MyoD, Myf5
and Pax7 were more expressed in the embryo, where there is greater cell proliferation. During the
four phases, the genes MRF4 and Myogenin showed self-regulation among them, indicating the
occurrence of the cell differentiation process. The myostatin gene proved to be inhibiting muscle
growth in the days before hatching. The genes of the Shh action were more highly expressed in
embryonic ages, where this pathway acts as a survival factor and cellular proliferation, and less
expressed in later times after hatching, probably to allow for the differentiation of myoblasts. We
found that these genes were differentially expressed being coordinated in space and time,
allowing, thus, a subtle tuning between proliferation and differentiation of muscle cells,
contributing to the phenotypic differences observed between strains.

Keywords: Quantitative real-time PCR; Gene expression; Muscle development; Myogenic
regulatory factors; Shh pathway; Cell Proliferation; Cell differentiation
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1 INTRODUCAO

Desde que a moderna inddstria avicola comegou, a mais de 50 anos atrés, a
producdo global de carne de aves tem apresentado uma continua expansdo e alteracGes
significativas tém ocorrido no mercado consumidor (BERRI et al.,, 2007). O aumento do
consumo de carne de frango fez com que o setor avicola se tornasse um segmento dindmico. As
empresas avicolas estdo envolvidas no desenvolvimento de tecnologia de alimentos e
desenvolvimento de produtos, e a melhoria da capacidade de transformacdo de carne no periodo
post mortem tornou-se uma preocupacdo mais prevalente. A mudanca no mercado de
processamento de aves tem sido relacionada com a melhoria no crescimento e rendimento de
carcaca de aves, com um aumento significativo na propor¢do do musculo peitoral (BERRI et al.,
2007).

Os altos indices de produtividade alcancados pela industria avicola resultantes
principalmente de ganhos genéticos obtidos por meio da sele¢do baseada no fenétipo. Durante os
ultimos 80 anos, a selecdo de linhagens de aves proporcionou inimeros beneficios e dentre eles o
aumento da producdo de carne e ovos foi 0 que mais se destacou (BURT, 2002). Segundo
Doherty et al. (2004), a selecdo de aves para a producdo de carne (corte) levou a geracdo de
linhagens com um maior crescimento do musculo do peito. Em contrapartida, aves selecionadas
para producdo de ovos (postura) apresentam um crescimento mais lento e uma menor deposicao
de musculatura peitoral.

A genética molecular aplicada ao melhoramento animal tem como objetivo
principal tornar as estratégias convencionais de selecdo mais eficientes, promovendo maiores
progressos genéticos em curto prazo. Algumas das diferencas genéticas entre os individuos sdo
devidas a muta¢6es em um Unico gene. No entanto, a maioria das caracteristicas de importancia
econdmica, como aquelas relacionadas a crescimento, fertilidade e resisténcia a doencas, é
influenciada por diversos genes, cada um contribuindo com um pequeno efeito (BURT,;
HOCKING, 2002).

O desenvolvimento do masculo esquelético em vertebrados é um processo bem
organizado que envolve diversos eventos, inicia na fase embrionaria e continua durante toda a
vida. Esses processos biologicos envolvem a adesdo celular, migragdo celular e a interacdo
célula-célula. O namero de fibras musculares é determinado durante a embriogénese e nesta fase,

estruturas denominadas somitos sofrem compartimentalizacdes e dardo origem aos mioblastos,
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que sdo células precursoras da musculatura. Essas células irdo proliferar e migrar para locais
especificos, onde se diferenciardo em miotubos e finalmente se agrupardo para formar as fibras
musculares (BUCKINGHAM, et al., 2003). Desse modo o crescimento muscular durante a fase
embrionadria é determinado pelo processo de hiperplasia, ou seja, pela proliferacdo dos
mioblastos. O crescimento muscular apds 0 nascimento, por sua vez, ocorre principalmente pelo
aumento do tamanho de fibras musculares (hipertrofia), que é a consequéncia do aumento do
volume celular.

Os processos determinantes da miogénese sdo regulados por inumeros genes,
dentre os quais se destaca a familia dos fatores regulatérios da miogénese (FRM): MyoD, Myf5,
Miogenina e MRF4 (NAYA;OLSON, 1999). MyoD e Myf5 sdo expressos nos mioblastos em
proliferacdo, enquanto que a Miogenina e MRF4 sdo expressos somente em células musculares.
O fator de transcricdo Paired box 7 (Pax7) é expresso em células satélites quiescentes e tem sido
demonstrado que é expresso simultaneamente com MyoD durante a proliferacdo celular e sua
expressdo é reduzida quando as células sofrem diferenciacdo (SEALE, P. e t al. 2000; HALEVY,
et al. 2004). Outro gene importante na regulacdo do crescimento muscular tanto na fase
embrionaria quanto ap6s o nascimento € o Sonic hedgehog (Shh). Foi demonstrado que Shh
estimula a proliferacéo e diferenciacdo dos mioblastos durante o desenvolvimento dos membros
de embrides de aves (DUPREZ et al., 1998). No periodo ap6s o nascimento, foi relatado o
envolvimento de Shh na sobrevivéncia e proliferacdo celular, porém o seu papel na diferenciacéo
celular ndo esta claro (LI, et al., 2004; KOLEVA, 2005).

Em busca do entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na
determinagdo do desenvolvimento e crescimento do tecido muscular, o objetivo do presente
estudo foi realizar uma investigacdo de genes envolvidos no controle do desenvolvimento da
musculatura esquelética de galinhas. Foi acompanhada a expressdo dos fatores miogénicos
(MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4); Pax7; Miostatina; e dos genes da via de agdo Shh (Shh,
Ptchl, Smo, Pka, Sufu, Gli2 e GIli3) na musculatura peitoral de aves de duas linhagens de
composicao genética distinta: uma de corte (TT) e outra de postura (CC) em diferentes estadios
de desenvolvimento da fase embrionaria e pés-eclosao.

A hipoétese do presente estudo € que durante a miogénese a expressdo dos genes
mencionados anteriromente seja coordenada espacgo-temporalmente fazendo com que estas

moléculas atuem no ajuste sutil entre proliferacdo e diferenciacdo das células musculares, e que
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esses genes sejam diferencialmente expressos entre as linhagens de postura e de corte,
colaborando para as diferencas fenotipicas observadas entre as mesmas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biotecnologia e Gendmica Avicola

Por ser grande produtor de grdos e pelos avancos tecnologicos alcangados, tanto na
area geneética como na industrial, o Brasil ganha importancia cada vez maior, seja na producao,
no consumo ou nas exportagdes de frangos. A industria e os produtores brasileiros tém recebido
relevantes contribuicdes dos programas de melhoramento genético. Entretanto, para que as
industrias brasileiras mantenham o nivel de competitividade no mercado, sera imprescindivel a
incorporacdo de novas técnicas moleculares como ferramentas nos programas tradicionais de
melhoramento genético para que maiores progressos sejam obtidos.

O sequienciamento do genoma da galinha trouxe novas perspectivas para a
moderna producdo animal. O primeiro genoma sequenciado em aves foi obtido a partir de uma
fémea da raca Red Jungle Fowl (Gallus gallus), espécie da qual descendem todas as ragas e
linhagens de galinhas domésticas, em um trabalho realizado pelo Consorcio Internacional de
Seqlienciamento do Genoma da Galinha (HILLIER et al., 2004). De acordo com esses autores, 0
genoma da galinha servira de modelo para outras 9.600 espécies de aves, além de conduzir a
novas evidéncias para a compreensao do genoma humano e contribuir para a criacdo de galinhas
mais saudaveis.

A galinha possui um genoma relativamente pequeno compreendendo 1,2 x 10°
pares de base (pb), o que equivale a um ter¢co do genoma humano, contendo um baixo nimero de
DNA repetitivo, somente 11% quando comparado aos 40% a 50% encontrado em mamiferos, o
que facilita o seqlienciamento e a procura por genes (HILLIER et al., 2004). O genoma da
galinha é composto por 38 pares de autossomos (cinco sd80 macrocromossomos, Cinco Sao
intermediérios e 28 sdo microcromossomos) e um par de cromossomos sexuais (Z e W).
Diferente dos mamiferos, nas aves a fémea é o sexo heterogamético (ZW) e o macho o sexo
homogamético (ZZ). Os microcromossomos da galinha tém uma taxa de recombinacdo de 6,4
cM/Mb enquanto que os macrocromosomos de 2,8 ctM/Mb, contrastando com 1-2 cM/Mb para a
maioria dos cromossomos humanos. Essa alta taxa de recombinagéo faz da galinha um organismo
ideal para estudos de ligacdo génica, porém, mapas geneticos de alta resolucéo serdo necessarios
para definir a taxa de recombinacéo dentro dos cromossomos (SCHMID et al., 2005).

As aves tém sido bastante utilizadas como modelo para estudo da biologia do

desenvolvimento de vertebrados, pois seus embrides sdo de facil acesso, rapidamente obtidos e
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podem ser manipulados in vivo (in ovo) mais facilmente do que embrides de mamiferos
(BROWN et al., 2003; STERN, 2005). Uma galinha pde muitos ovos por ano, assim produzindo
uma prole maior do que mamiferos. Em adicdo, o desenvolvimento embrionario de aves, da
fertilizacdo até a eclosdo demora 21 dias, um espaco de desenvolvimento muito menor que a
maioria dos mamiferos, permitindo um répido acimulo e interpretacdo de dados (LIU; HICKS
2007). As aves constituem um dos sistemas experimentais mais versateis, e tem contribuido
amplamete com a biologia celular, molecular e genética (STERN, 2005).

Aves de corte e de postura sdo modelos ideais para estudar mecanismos de
controle da miogénese, pois, durante os Ultimos anos, a selecdo genética levou a um grande
crescimento da massa muscular das aves de corte Em contraste, aves de postura foram
selecionadas para producdo de ovos e reducdo de peso. Essa divergéncia fenotipica entre frangos
de corte e postura nos permite utilizar estes animais para investigar muitas questdes interessantes
relacionadas ao controle do crescimento muscular (VELLEMAN, 2007). A inddstria avicola, por
muito tempo, selecionou animais baseando-se no fendtipo, considerando caracteristicas como
taxa de crescimento e peso da musculatura. E essa estratégia favoreceu uma selecéo baseada mais
na hipertrofia do que na hiperplasia muscular (VELLEMAN, 2007). Diversos fatores moleculares
estdo envolvidos na regulacdo do desenvolvimento muscular, entender esses mecanismos &
importante para melhorar e manter a qualidade da carne de aves.

No Brasil, a Embrapa Suinos e Aves e o Laboratério de Biotecnologia Animal
(ESALQ/USP) desenvolvem inumeros estudos na area de gendmica de aves, com o objetivo de
mapear locos de caracteristicas quantitativas (QTLS) e identificar genes candidatos para varias
caracteristicas de importancia econdémica. Para esse estudo foi desenvolvida uma populagdo F;
especifica para estudos de mapeamento de QTLs, que vém sendo utilizada para identificar
marcadores associados a caracteristicas de crescimento, consumo, eficiéncia alimentar,
composicao e rendimento de carcaca (LEDUR; BERTANI, 2002).

Diversos estudos foram desenvolvidos com estas linhagens a fim de identificar e
caracterizar genes envolvidos no desenvolvimento muscular. Souza et al. (2005) associaram um
polimorfismo no gene da Miogenina com as caracteristicas de peso vivo aos 42 dias de idade,
ganho de peso do nascimento aos 42 dias de idade, ganho de peso dos 35 aos 42 dias de idade,
peso da carcaca, peso das asas e da carcaca residual, peso da gordura abdominal, peso do figado e

dos pulmdes. Embora o polimorfismo esteja localizado em uma regido codificadora, nédo
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implicou em qualquer alteragdo na seqiiéncia de amino&cidos. Este resultado sugere que,
possivelmente, este polimorfismo deve estar atuando como um marcador genético préximo ao
verdadeiro sitio polimérfico responsavel pelas variacfes fenotipicas observadas.

A expressdo dos fatores miogénicos, Miogenina, MyoD e MRF4 foi quantificada
nessas linhagens em estadios iniciais do desenvolvimento embrionério (ALVARES, 2001) e nos
musculos Biceps femoris e Gastrocnemius lateralis nos estadios 21 e 42 ap6s a eclosdo
(MARCHESIN, 2008). Etiquetas de sequiéncias expressas (ESTs) foram identificadas nos tecidos
precursores de musculo (somitos), nos membros em desenvolvimento (JORGE et al., 2004) e na
musculatura peitoral (ALVES, 2004). Jorge (2006) utilizou microarranjos para a quantificacdo
em larga escala da expressao génica diferencial. Andreote (2009) caracterizou microRNAs (miR),
analisou a expressdo do miR-133a e miR-206 juntamente com genes SRF, Tstl e Polal regulados
pelos miR-133a e miR-206. Boschiero et al. (2009) estudou o gene IGFl na busca por
polimorfismos em seis regibes de exons e introns. Este gene candidato esta localizado no
intervalo entre dois marcadores microssatélites (LEI0146 e LEI0174) onde foram mapeados
QTLs para pesos vivos aos 35 e 41 dias, peso do cora¢do e pulmbes no cromossomo 1 da galinha
(BOSCHIERO et al., 2008). As informacGes provenientes do estudo desta populacdo de galinhas
contribuirdo com os programas de melhoramento genético, visando melhorar a producdo e

qualidade do produto final.

2.2 Musculatura Esquelética

A capacidade de crescimento de um animal depende em grande parte do nimero
de fibras musculares formadas durante o desenvolvimento embrionério (TE PAS et al., 2004). A
maioria dos musculos esqueléticos de aves e mamiferos, com excecdo de alguns musculos
craniofaciais e esofagicos, é formada a partir dos somitos, que sdo condensacdes transitorias do
mesoderme paraxial originadas em ambos os lados do tudo neural do embrido (POWNALL et al.,
2002). Os somitos compartimentalizam-se ao longo do eixo dorso-ventral do embrido e originam
o dermomiotomo, localizado dorsalmente, e o escler6tomo, localizado ventralmente dando
origem a cartilagem e o0s 0ssos. O dermomiétomo amadurece em miétomo (CHRIST; BRAND-
SABERI, 2002), onde as células pluriputentes sdo determinadas a expressarem genes musculo
especificos, tornando-se mioblastos, as células precursoras musculares. Ha duas linhagens

miogénicas distintas no midtomo. A parte medial do miétomo da origem a linhagem que provem



20

celulas da musculatura epaxial, dorso, enquanto o miétomo lateral produz a musculatura hipaxial,
musculos toraxicos e abdominais (CHRIST; BRAND-SABERI, 2002) (Figura 1).
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Figura 1- Representacdo esquematica da somitogénese (adaptado de Gilbert, 2006)



21

A musculatura esquelética é formada em etapas distintas, embora sobrepostas, que
envolve diferentes populagdes de mioblastos. Estudos envolvendo aves e mamiferos
demonstraram que 0s mioblastos, podem ser classificados em populages distintas de acordo com
suas caracteristicas morfologicas e bioguimicas (STOCKDALE, 1992). Estes podem ser
classificados em mioblastos embrionarios, fetais e adultos. Em galinhas, os mioblastos
embrionérios sdo abundantes aos 5 dias da idade embrionaria, os mioblastos fetais sdo presentes
entre os dias 8 e 12 da idade embrionéria, e 0s mioblastos adultos, também conhecidos como
células satélites, aparecem nos estadios finais do desenvolvimento embrionario e mantém-se até a
idade adulta (STOCKDALE; 1992).

A regulacdo do processo de formacdo dos musculos esqueléticos envolve a
apropriada ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo dos mioblastos e depende da expressao e
atividade de fatores transcricionais, conhecidos como fatores de regulacdo miogénica (PARKER
et al., 2003). Durante o desenvolvimento embrionario, o comprometimento das células somiticas
da mesoderme com a linhagem miogénica depende inicialmente de sinais oriundos de tecidos
circundantes, como a ectoderme, notocorda e tubo neural. Esses sinais irdo ativar os genes
capazes de transformar células ndo musculares em células com um fen6tipo muscular. A
determinacdo do fen6tipo muscular esta associada a expressao de genes da familia dos fatores
regulatorios da miogénese (MRFs): MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4. Os fatores miogénicos
agem juntamente com outras moléculas sinalizadoras, como as proteinas da familia Shh e Pax em
diferentes fases da miogénese embrionéria e adulta (BRYSON-RICHARDSON; CURRIE, 2008).

De acordo com Smith (1963) o desenvolvimento do musculo esquelético em
vertebrados é um processo bem organizado que envolve diversos eventos, comega no inicio da
fase embrionéria e continua durante toda a vida. O crescimento muscular ocorre de duas formas:
hiperplasia e hipertrofia. A hiperplasia é definida como o aumento do nimero de células,
enguanto que a hipertrofia refere-se a0 aumento do tamanho da fibra muscular. O nimero de
miofibras embrionérias é definido préximo ao nascimento ou a eclosdo. O crescimento muscular
apos o nascimento ocorre pelo aumento do tamanho de fibras musculares, que é a consequéncia
do acumulo e proteinas musculares, 0 que gera um aumento no volume celular, e fusdo de células
satélites com as fibras existentes (MOSS, 1968). Tanto a hiperplasia como a hipertrofia, sdo

reguladas por interagdes entre celulas musculares e sua matriz extracelular (VELLEMAN, 2007).
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Células satélites sdo as células precursoras da musculatura esquelética ap6s o
nascimento. Estas células estdo localizadas entre a membrana plasmatica e a ldmina basal da fibra
muscular (SEALE; RUDNICK 2000). Ap6s o nascimento, as células satélites sdo as Unicas
células musculares que ainda proliferam, diferenciam-se e fundem-se com as fibras musculares
adjacentes ou com outras células satélites (MAURO, 1961). Os nucleos adicionais sdo entdo
acrescentados as fibras musculares, levando a um acréscimo da massa muscular através do
aumento da sintese protéica, resultando na hipertrofia da fibra muscular (ALLEN et al., 1979).
No musculo maduro, células satélites sdo quiescentes, mas podem ser ativadas em reposta a
estimulos como crescimento e injarias, para reparar as miofibras. Este processo consiste em curta
fase de proliferacdo, seguida pela saida do ciclo celular, a diferenciacdo em mioblastos e
finalmente a fusdo com os miotubos (KOLEVA et al., 2005). Células satélites quiescentes
expressam a proteina Pax7 (ZAMMIT; BEAUCHAMP, 2001), durante a proliferacdo expressam
MyoD, Myf5 e Pax7 (ZAMMIT et al., 2006; KOLEVA et al., 2005), enquanto que MRF4 e

Miogenina sdo necessario para a formacao dos miotubos (Figura 2)
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Figura 2 - Processo de formacdo da musculatura esgelética envolvendo a ativagdo, proliferacdo e diferenciacédo dos
mioblastos (Adapatdo de Le Grand; Rudnicki, 2007)
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2.3 Controle Molecular do Desenvolvimento Muscular

A determinagdo e a diferenciacdo das células da musculatura esquelética dos
organismos vertebrados dependem de um complexo sistema de regulacdo génica. Este sistema é
composto por uma rede de fatores de transcricdo que atuam desde o desenvolvimento
embrionario para garantir a adequada formacdo dos musculos esqueléticos.

Dentre estes fatores, os genes pertencentes a familia dos fatores regulatérios
miogénicos (FRMs), MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4, sdo os mais conhecidos devido ao papel
fundamental que desempenham neste processo. Os FRMs, pertencem a familia bHLH (basic
helix-loop-lelix) e regulam a ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células miogénicas
(LUDOLPH; KONIECZNY, 1995). Experimentos de nocaute génico elucidaram a fungdo dos
quatro fatores desta familia no processo de desenvolvimento muscular. Estes estudos mostraram
que MyoD e Myf5 desempenham papéis redundantes na geracdo de células precursoras
musculares, enquanto a Miogenina atua em uma etapa posterior, dirigindo a diferenciacdo dos
mioblastos. O fator MFR4 é expresso tardiamente durante a embriogénese, bem como em
animais adultos, e parece compartilhar muitas de suas funcdes com a Miogenina (LUDOLPH;
KONIECZNY 1995).

Embora a familia do fator MyoD desempenhe um papel chave no controle do
desenvolvimento muscular, outros fatores também atuam nesse processo. Dentre estes fatores
estdo os genes da familia Pax, envolvidos na proliferacdo de varias linhagens de precursores
miogénicos (POWNALL et al., 2002; CHARGE; RUDNICKI, 2004). Outro gene importante que
atua durante o desenvolvimento da musculatura esquelética € a Miostatina. Este gene, membro da
familia de fatores de crescimento TGF-§ (Transforming growth factor-f), € um potente fator de
crescimento e de diferenciacdo envolvido na formacdo do tecido muscular esquelético dos
vertebrados (CASTELHANO-BARBOSA et al., 2005).

2.3.1 Fatores Regulatdérios Miogénicos

Dentre os quatro membros da familia dos FRMs, o MyoD (myogenic
differentiation) e Myf5 (myogenic factor 5) denominados primarios, Sa0 necessarios para a etapa
de determinacdo, comprometendo as células proliferativas dos somitos com a linhagem
miogénica (CHEN;GOLDHAMER, 1999; BERKES; TAPSCOTT, 2005). Em aves, o primeiro
gene a ser ativado é MyoD, seguido por Myf5 (COUTINHO et al.,1993).
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A proteina de MyoD é expressa em células indiferenciadas e diferenciadas (PURI,;
SARTORELLI 2000). Durante o estddio embrionario, MyoD dirige a proliferagdo das células
precursoras miogénicas em direcdo a linhagem muscular esquelética (BERKES; TAPSCOTT,
2005). Quando os animais nascem, MyoD controla a entrada das células satélites no ciclo
celular, a proliferagdo e a fusdo em miofibras, promovendo assim a hipertrofia muscular
(COOPER et al., 1999). Coutinho et al. (1993) demonstraram a importancia dos eventos pré-
natais para o estabelecimento de um maior desenvolvimento muscular. Comparando codornas
selecionadas para crescimento, que apresentam trés vezes mais massa muscular, com codornas de
linhagem controle, os autores detectaram niveis diferenciados de expressdo de MyoD entre as
linhagens. Na linhagem selecionada diagnosticou-se um atraso na expresséo de MyoD, com um
retardo na formacdo dos somitos durante as primeiras 60 horas do desenvolvimento embrionario.
Esse atraso na formacdo dos somitos e na expressao de MyoD pode ter possibilitado um maior
tempo de proliferacdo das células precursoras musculares, resultando no aumento do nimero de
fibras musculares na linhagem selecionada, na fase adulta.

A regulacéo negativa do fator Myf5 antecede a diferenciacdo muscular (LINDON
et al., 1998). Quando ocorre a queda na expressdo de Myf5 na célula pode ser, possivelmente, em
funcdo do inicio do processo de diferenciacdo. Por outro lado, em células que mantém altos
niveis de Myf5, este, pode agir impedindo a continuacdo dos mioblastos no ciclo celular, assim
direcionando-os para reserva, quiescéncia e auto-renovacdo (DAY et al., 2009; SEALE;
RUDNICKI, 2000). Myf5 ¢é expresso na maioria das células satélites quiescentes
(BEAUCHAMP, et al., 2000), e também em células satélites ativadas, ou seja, entrando no ciclo
celular, resultando na determinacdo de células musculares (DAY et al., 2009; SEALE;
RUDNICKI 2000).

O FRMs secundarios, MRF4 também conhecido com Myf6 (Myogenic factor 6) e
Miogenina, atuam na diferenciagdo dos midcitos e maturagdo das miofibras (PURI;
SARTORELLI, 2000). MRF4 funciona como um regulador positivo da transcricdo e esta
envolvido na maturacdo dos miotubos durante a diferenciagdo terminal (FERRI et al., 2009). A
Miogenina possui papel exclusivo e direto na diferenciagio muscular e ativagdo de genes
musculo-especificos. O controle da expressdo de Miogenina é regulado pela expressdo do MRF4.
Assim, pode-se inferir que MRF4 atua sinergicamente com a Miogenina tanto na diferenciacao
celular quanto na maturacdo dos mioblastos (HASTY et al., 1993; BRAUN & ARNOLD, 1995).
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Segundo Zhang et al. (1995) a localizacdo de Miogenina e MRF4 nos miotubos parece mudar
reciprocamente, sugerindo que Miogenina e MRF4 regulam um subconjunto distinto de genes
alvos envolvidos na formacdo e maturacdo dos miotubos. Diversos resultados confirmam a
inibicdo de Miogenina por MRF4 (FERRI et al., 2009; ZHANG et al., 1995), pois quando ha

aumento da expressdo de MRF4 ocorre um declinio de Miogenina.

2.3.2 Pax7

Diversos estudos relatam o envolvimento dos genes Pax3 e Pax7, dois dos nove
genes da familia de genes Paired Box, na miogénese e no crescimento muscular pos-natal. Pax7 é
um fator de transcricdo expresso em células satélites em proliferacdo. Uma mutacdo no gene
Pax7 leva a auséncia de células satélites, mostrando que esse gene é extremamente importante
para a especificacdo da populacédo de células satélites (SEALE et al., 2000).

Segundo Olguin et al. (2007), existe uma interacdo inibitdria cruzada entre Pax7 e
0s membros da familia dos FRMSs. Essa interacdo pode representar um mecanismo adicional para
o controle do destino das células satélites, resultando em proliferacdo, diferenciacdo e auto-
renovacdo, processos necessarios para a manutencdo e reparacdo do masculo esquelético
(OLGUIN et al., 2007). Embora, normalmente, Pax7 seja regulado negativamente durante a
diferenciacdo miogénica, sua expressao permanente ndo impede a fusdo dos mioblastos em
miotubos multinucleados. No entanto, a regulacdo negativa de Pax7 é necessaria para que
aconteca a diferenciacdo terminal (ZAMMIT et al., 2006). Na musculatura esquelética, o declinio
na expressao de Pax7, juntamente com o inicio da expressdo de Miogenina, marca a entrada dos
mioblastos na fase de diferenciacdo (YABLONKA-REUVENI et al., 2008; SHEFER et al.,
2006). Essa etapa do compromisso com a diferenciacdo é rapidamente seguida pela saida do ciclo
celular, subsequente expressao de proteinas estruturais musculares, e pela fusdo em miotubos
(HALEVY et al., 2004).

2.3.3 Miostatina

A proteina Miostatina, também conhecida como fator 8 de crescimento e
diferenciacdo (do inglés growth and differentiation factor 8/GDF8), foi identificada por
MCPHERRON et al. (1997) como um regulador negativo do crescimento muscular. Estes autores

verificaram que, a inativacdo do gene da Miostatina em camundongos levou ao aumento de até
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trés vezes na massa de diversos musculos esqueléticos, tanto devido a hiperplasia quanto a
hipertrofia. Em adicdo, foram observadas mutagdes no gene da Miostatina em bovinos de
musculatura dupla, que apresentam cerca de 20% de aumento da massa muscular, ou seja, um
aumento no numero de fibras musculares em relacdo aos individuos com desenvolvimento
muscular normal (GROBET et al., 1997).

Durante a miogénese, a Miostatina inibe a proliferacdo e diferenciacdo dos
mioblastos (LANGLEY et al., 2002). No final do estadio embrionario a Miostatina é altamente
expressa em diversos tecidos. Este alto nivel de expressdo indica uma reducéo na proliferacdo de
mioblastos e uma regulacéo negativa do crescimento muscular (AMTHOR et al., 2002). Segundo
estes mesmos autores, pode-se especular que o tamanho muscular (hipertrofia) deve ser restrito
durante o desenvolvimento embrionario para evitar a superproducdo de musculo, mantendo a
possibilidade de criar mais massa muscular e com o intuito de adaptacéo as novas condicdes apds

a eclosdo.

2.4 Via de Sinalizacdo Sonic Hedgehog (Shh)

O gene Hedgehog (Hh) foi identificado pela primeira vez em Drosophila, e trés
ortolégos foram identificados posteriormente em vertebrados: Sonic hedgehog (Shh), Desert
hedgehog (Dhh), e Indian hedgehog (Ihh) (INGHAM; MCMAHON, 2001).

A familia de genes Hedgehog codifica moléculas sinalizadoras que sdo essenciais
para padronizacdo de membros e crescimento tanto de invertebrados quanto de vertebrados
(INGHAM; MCMAHON, 2001). Os membros da familia Hh, sdo morfdgenos, exercem seus
efeitos sobre células vizinhas e distantes. Uma caracteristica importante das proteinas Hh é a
modificacdo lipidica, uma propriedade que tem um efeito essencial na propagacéo da atividade de
sinalizacdo celular (LI et al., 2006). A proteina Hh € sintetizada como uma molécula precursora
composta por dois dominios, um N-terminal (N-Hh) e um dominio C-terminal (C-Hh). O
dominio N-Hh passa por duas modifica¢fes lipidicas, uma € a adicdo de uma molécula de
colesterol em seu dominio C-terminal e outra € a adicdo de um grupo palmitoil a sua por¢do N-
terminal (LEWIS et al., 2001). Estas alteragdes sdo essenciais para o alcance da agdo da
sinalizacdo e também necessarias para a sinalizacdo adequada através do receptor Patched
(Ptchl) (LI et al., 2006).

O Sonic hedgehog é o membro mais estudado da familia Hh. A proteina Shh age

através da sua ligacdo a um receptor de transmembrana chamado Patched (Ptchl) (Figura 3). Essa
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ligacdo inibe Ptchl e libera a proteina de transmembrana Smoothened (Smo) e inibe a clivagem
proteolitica do fator de transcricdo Gli, levando a familia de proteinas Gli a entrar no nucleo da
célula e agir como um ativador de transcricdo dos genes que essa via reprime quando Ptchl esta
livre (JIA; JIANG 2006, HOOPER; SCOTT, 2006).

Na auséncia da sinalizacdo Shh, a proteina Ptchl encontra-se dimerizada com a
proteina Smo, desta forma inibindo a atividade de Smo. Assim, PKA promove a clivagem da
proteina Gli que se liga aos microtubulos atraveés da proteina Sufu, impedindo a transmissdo do
sinal proliferativo, que € transmitido pela ativacdo de Gli. Esta ligacdo permite que PKA clive
Gli, gerando um repressor transcricional que bloqueara a transcricdo de alguns genes alvo (JIA;
JIANG 2006, HOOPER; SCOTT, 2006).

sSmoothenid

SUFU

Figura 3 - Via de aco Sonic Hedgehog . Fonte Biocarta (http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/BioCarta/h_shhPathway)

Shh é um dos primeiros sinais morfégenos que especifica os padrdes de
crescimento e diferenciacdo celular durante o desenvolvimento dos vertebrados. Durante a
embriogénese a cascata Hh é usada repetidamente e em diferentes tecidos induzindo um grande
nimero de processos de desenvolvimento. A expressdao de Shh é inicialmente limitada a
notocorda, mas logo € induzida em células do tubo neural. Este gene também é expresso na zona
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de atividade polarizadora (ZPA) do broto do membro e atua no padrdo de desenvolvimento dos
membros ao longo do eixo anterior/posterior. Durante a organogénese, a expressao de Shh afeta o
desenvolvimento da maioria dos tecidos epiteliais (INGHAM; PLACZEK, 2006; VARJOSALO;
TAIPALE, 2008).

Em nivel molecular, as diversas respostas celulares sdo afetadas pela indugdo de
diferentes conjuntos de genes alvos. Entre os genes regulados pela sinalizagédo Hh estdo aqueles
que codificam outras proteinas de sinalizacdo, incluindo a Proteina Morfogénica Ossea 4
(BMP4), Fator de crescimento de fibroblastos 4 (FGF4) e fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e o fator de transcricdo Myf5. Os genes que sdo induzidos por Hh em diversos
tecidos e em torno deles, sdo geralmente envolvidos em um feedback positivo e negativo da via
em si, e incluem Glil e Ptchl. As proteinas Gli agem como repressores na auséncia de Hh e
como ativadores na presenca de Hh, muitos dos genes alvos também se comportam dessa forma
(VARJOSALO; TAIPALE, 2008).

A sinalizacdo Hh participa da regulacdo da miogénese através da manutengdo de
Myf5. Ao investigar a funcdo do fator transcricional Gli na regulacdo de Myf5, Gustafsson et al.
(2001) identificaram um enhancer que controla a atividade de Myf5 nos somitos epaxiais e
caracterizaram a sua resposta na sinalizagdo Shh. Este estudo mostrou que a sinalizagdo de Shh
controla a ativacdo deste enhancer nos progenitores do muasculo epaxial durante a formacéo dos
somitos e em células 3T3 (fibroblastos de camundongos), que responderam a inducdo de Shh.
Além disso, a regulacdo do enhancer nos somitos e nas células 3T3 por Shh é mediada através de
um sitio de ligacdo no fator de transcricao Gli.

Estes resultados demonstraram que Myf5 é alvo direto da sinalizacdo de Shh a
longo alcance no controle da especificacdo das células progenitoras dos somitos da linhagem
miogénica epaxial. Nesses somitos, Myf5 responde a sinalizagdo Shh através da regulacdo
positiva de Gli, estabelecendo que a sinalizacdo a longo alcance de Shh tem uma funcdo
transcricional direta na regulacdo de Myf5 para a especificacdo dos progenitores da musculatura
epaxial (GUSTAFSSON et al., 2001).

A via de agdo de Shh por muito tempo foi considerada silenciosa no
desenvolvimento muscular pés-natal. No entanto, Straface et al. (2008) verificaram que Shh e
Ptchl sdo induzidos na regeneragdo do musculo apds uma isquemia, sugerindo que a via de

atuacdo do Shh em embrides pode ser reproduzida apds o nascimento.
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2.5 RT-PCR Quantitativa em Tempo Real

A RT-PCR quantitativa em tempo real (RT-PCRq) é o método que faz uso da
transcricao reversa (RT) seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a quantificacéo
de transcritos, € muito sensivel e pode ser utilizada para quantificar a expressdo de RNAS
mensageiros (RNAmM) expressos em baixos niveis. Este procedimento permite a deteccdo direta
dos produtos da PCR durante a fase exponencial da reagdo, combinando amplificacdo e detecgéo
em um so passo (VANDESOMPELE et al., 2009; NOLAN et al., 2006; CIKOS et al., 2008).

Existem dois métodos para a quantificacdo utilizando a RT-PCR em tempo real: a
quantificacdo absoluta e a quantificacdo relativa. Na quantificacdo absoluta, o nimero de copias
de um determinado gene € determinado pela comparacdo dos dados obtidos para uma amostra
com uma curva de calibracdo gerada a partir de reagdes com diluicdes sucessivas da amostra. Ja a
quantificacdo relativa determina o nivel de expressdo de um determinado gene comparando um
tratamento em relacdo a outro, e para isso sdo utilizados genes constitutivos para a normalizacéo
dos resultados obtidos (PFAFFL, 2004).

A agilidade, praticidade e confianca nos dados levam ao uso da RT-PCRqg em
grande escala, no entanto, diversos fatores podem interferir no desempenho desta técnica
(PFAFFL, 2009; RAMAKERS 2003). Nesse sentido, 0 uso correto da eficiéncia de amplificacdo
e da normalizacdo tem grande importancia, permitindo resultados mais confiaveis ao final da
expressao génica relativa.

A eficiéncia de amplificacdo é importante no processo da quantificacdo da
expressao génica, uma vez que essa eficiéncia é baseada na suposicéo de que os produtos da PCR
dobram a cada ciclo de amplificagdo. O valor da eficiéncia deve ser de aproximadamente 2.0
significando a duplicacdo do material gendémico e correspondendo a 100% de eficiéncia
(MEIJERINK et al., 2001; YUAN et al., 2008). No entanto, quando a eficiéncia ndo é¢ 100%, a
quantificacdo da expressdo deve ser ajustada para a eficiéncia de amplificagéo obtida.

Existem diversos métodos disponiveis para calcular a eficiéncia de amplificacéo,
mas 0 método mais acurado e que fornece eficiéncias mais precisas e realistas deve ser definido
através de analises prévias para cada experimento em particular (PFAFFL, 2009). O método da
curva padrdo determina a eficiéncia de amplificacéo a partir de uma série de dilui¢cbes conhecidas
de cDNA. Nesse método o valor da eficiéncia é determinado a partir da inclinagdo da curva
padrdo (CIKOS et al., 2007; RASMUSSEN et al.,, 2001). Um método alternativo foi
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desenvolvido por Ramakers et al. (2003). Esse método, intitulado LinRegPCR, usa um programa
de computador que determina a quantidade de RNAm alvo e a eficiéncia de amplificacdo através
de uma andlise de regressdo linear, utilizando os dados de fluorescéncia obtidos a partir da PCR
em tempo real.

A normalizacdo através do uso de genes referéncia € um método para o controle
interno do erro experimental da RT-PCRq. Nesse caso, 0 gene de interesse e o gene de referéncia
estdo sujeitos as variacdes provenientes do todo o processo, desde o0 método de extracdo de RNA
até a quantificacdo de transcritos, podendo controlar variacGes nas quantidades iniciais do acido
ribonucléico (BUSTIN et al., 2005). A normalizacdo da RT-PCRq em tempo real é de grande
importancia e varias estratégias tém sido sugeridas para o sucesso da normalizacdo de dados.
Estas estratégias abrangem cuidados como utilizacdo de mesma quantidade de amostra, eficiéncia
da sintese de cDNA, escolha do gene referéncia e 0 modelo matematico de analise dos dados
(BUSTIN et al., 2005).

Os genes referéncia, ou normalizadores, sdo genes constitutivos também
conhecidos como housekeeping, ou seja, genes responsaveis por funcdes essenciais para a
manutencdo do funcionamento celular. Um gene referéncia ideal deve apresentar expressao
constante nos diversos estadios de desenvolvimento, em diferentes células, tecidos e condicBes
fisioldgicas. Os genes referéncia mais utilizados sdo: gliceroaldeido3 fosfato desidrogenase
(GAPDH), actinas e codificadores de subunidades ribossomais. No entanto, diversos estudos tém
evidenciado que o0s niveis de transcricdo ndo sdo constantes entre diferentes estagios de
desenvolvimento e condigbes experimentais (MCCURLEY et al., 2008; PEREZ et al., 2008;
ZAROS et al., 2010), o que torna a selecdo do gene referéncia uma tarefa trabalhosa.

Vaérios estudos utilizam genes referéncia sem prévia validacdo de sua expressao,
gerando uma interpretacdo equivocada dos resultados. Para tentar contornar esta questéo, existem
programas disponiveis na internet que permitem testar genes referéncia ideais para cada
experimento. O meétodo ideal para a normaliza¢do é muito discutido e diversos métodos tém sido
propostos para a normalizagdo da expressao de genes alvos (VANDESOMPELE et al., 2002;
PFAFFL et al., 2004; ANDERSEN et al., 2004; SZABO et al., 2004; De KOK et al., 2005,
CHERVONEVA et a., 2010). O GeNorm é o programa mais utilizado, foi desenvolvido por
Vandesompele et al. (2002). Este programa possibilita a escolha do gene referéncia, baseado na

variacdo da média geométrica dos valores de expressdo de genes candidatos a gene referéncia
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obtidos na quantificacdo por PCR em tempo real. O programa GeNorm avalia a estabilidade da
expressdo de cada gene, determina o numero ideal de genes necessarios para a normalizacdo e
calcula o fator de normalizacéo baseado nos niveis de expressao do melhor gene referéncia.

No meio cientifico, a normalizacdo usando um unico gene referéncia ndo €
aceitavel (VANDESOMPELE et al., 2009; CIKOS et al., 2008), a ndo ser que os pesquisadores
apresentem provas claras que confirmem a sua expressdo invariante sob as condigdes
experimentais descritas. O numero 6timo de genes a serem utilizados como e quais 0s genes que
devem ser usados como referéncias devem ser definidos através de andlises prévias para cada

experimento em particular.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Linhagens de Aves

No presente estudo foram utilizadas aves de duas linhagens, uma de corte (TT) e
uma de postura (CC), desenvolvidas pelo sistema de Melhoramento Genético de Aves da
Embrapa Suinos e Aves, em Concordia/SC. As linhagens apresentam composi¢fes genéticas
distintas. A linhagem de corte teve sua origem a partir do cruzamento das ragas Cornish,
Hamshire e White Plymouth Rock, enquanto que a linhagem de postura foi originada da raca
White Leghorn.

A linhagem TT é uma linha paterna de corte, cuja selecdo foi efetuada dentro de
linha com o objetivo de melhorar o peso corporal, conversdo alimentar, rendimentos de carcaga e
partes, viabilidade, fertilidade, eclodibilidade, reducdo da gordura abdominal e de doencas
metabolicas. A linhagem CC foi selecionada para melhorar a producdo de ovos, peso do ovo,
conversdo alimentar, viabilidade, maturidade sexual, fertilidade, eclodibilidade, qualidade do ovo
e um reduzido peso corporal. Informacgdes detalhadas sobre as referidas linhagens podem ser
obtidas em Figueiredo et al. (2003 a,b).

3.2 Incubagéo dos Ovos e Coleta de Tecidos

Ovos férteis das linhagens TT e CC foram incubados a 37,8°C em atmosfera
umidificada. As coletas da musculatura peitoral dos embrides foram realizadas ap6s 9 e 17 dias
de incubacdo. Ja as amostras provenientes de animais pds-eclosdo foram coletadas nos dias 1, 21
e 42 apos a eclosdo. A idade de 9 dias foi escolhida como inicial pelo fato da musculatura peitoral
ja estar formada no embrido e as idades seguintes foram escolhidas por abranger diferentes
estadios de desenvolvimento do musculo peitoral de aves.

As amostras de tecido foram coletadas em microtubos, previamente identificados,
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e em seguida armazenados em freezer -80°C até

0 momento da extracdo de RNA.

3.3 Extracdo do RNA Total
O isolamento do RNA total das amostras de tecido do musculo peitoral foi
realizado segundo o protocolo descrito pela empresa fabricante do reagente TRIzol® (Invitrogen).

Os tecidos foram macerados em 1 mL de TRIzol e incubados por cinco minutos a temperatura
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ambiente. A esta mistura adicionou-se 200 pL de cloroférmio, sendo incubados por cinco
minutos a temperatura ambiente. Apos centrifugacdo a 12000 x g por 15 minutos a 4 °C, a fase
aquosa foi recuperada em um tubo novo. A este foram adicionados 500 pL de isopropanol
seguindo-se de incubacdo por dez minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10000 x g por dez minutos a 4 °C e o pellet lavado com 1 mL de etanol
75%, sendo procedida nova centrifugagdo a 10000 x g por 15 minutos a 4°C. O pellet foi
desidratado a temperatura ambiente e ressuspendido em 20 uL de agua-DEPC (0,01%) para
posterior determinacdo da concentracdo de RNA total por espectrofotémetro. A integridade do
RNA total foi verificada em gel de agarose 1%. Feito isso, todas as amostras foram diluidas para
a concentracdo de 0,5 pg/uL e em seguida 2 pL (1,0 pg) foram utilizados para a sintese de
cDNA.

3.4 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado o Kit ImProm-Il Reverse Transcription
System (Promega). Os cDNAs foram sintetizados a partir de 1 ug de RNA total das amostras de
tecido do masculo peitoral e 1uL de primer oligo (dT) — 0,5 ug/uL e agua livre de nucleases.
Ap06s incubacdo a 70°C por cinco minutos, a reacdo foi resfriada em gelo por cinco minutos. Ao
serem retiradas do gelo, foram adicionados as amostras: 4 uL de Reaction Buffer 5 X; 1,2uL de
MgCl; (1,5 mM); 2uL de DTT 0,1 M, 1 uL de dNTP (0,5 mM), 0,5 uL de inibidor de nucleases
e 1 uL de enzima transcriptase reversa. A transcrigdo reversa foi realizada a 42°C por 60 minutos,

procedendo-se a inativacdo da enzima a 70°C durante 15 minutos.

3.5 Desenho dos Primers

Os primers utilizados para a amplificacdo dos genes MyoD, Myf5, Miogenina,
MRF4, Miostatina, GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase), MRPS27
(Mitochondrial ribosomal protein S27) e Beta-actina foram desenhados por Marchesin (2008).

Os primers utilizados para a amplificagdo dos genes Shh, Ptchl, Smo, Sufu, Pka,
Gli2, Gli3, Pax7, para os genes referéncia EEF (Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha
1) e RPL5 (Ribosomal protein L5) foram desenhados com base nas sequéncias de RNA
mensageiro disponiveis no banco de dados GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Os primers foram

construidos  utilizando o programa  Primer3  (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
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bin/primer/primer3_www.cgi) e analisados quanto a sua qualidade atraveés do programa Net
Primer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprimer.html) (Tabela 1).

Para evitar que uma possivel contaminacdo das amostras de cDNA com DNA
gendmico pudesse interferir na quantificacdo da expressdo, os pares de primers foram
desenhados entre éxons consecutivos intercalados por introns. Assim, a amplificacdo de DNA

gendmico, geraria um produto mais extenso, sendo facilmente identificivel a contaminag&o.

Tabela 1- Identificacdo dos primers utilizados

Gene NCBI Localizagéo Sequéncia dos primers Tamanho
(GenelD) no gene (pb)

MyoD 374048 Exon 2 Direto: 5’- GCTTCAGCTGGAGGCAGTAT - 3’ 123
Exon 3 Reverso: 5’- ATCACCAAATGACCCAAAGC -3’

Myf5 395633 Exon 2 Direto: 5’- AGAGAGGCGGTCCACGAT 3’ 105
Exon 3 Reverso: 5’- TTCGAGGCGGGCTACTGC -3’

MRF4 417873 Exon 1 Direto: 5’- ACCTCCTGCATTTTGTCCTG -3’ 136
Exon 2 Reverso:5’- CTCTGAAAAGGCGGACTGTG -3’

Miogenina 374004 Exon 2 Direto:5’- ACGATGGAGGAGAGCGAGT - 3’ 114
Exon 3 Reverso:5’- ATCCTGCAGCCCTGAGTG -3’

Miostatina 373964 Exon 2 Direto: 5°- TGAGTGTGCGGGTATTTCTG 3’ 100
Exon 3 Reverso: 5 - CTTTTGGATGGGACTGGATT -3’

Pax7 395942 Exon 5 Direto: 5’- TTTGAGAGGACCCACTACCC -3’ 112
Exon 6 Reverso: 5°- TTGCTGAACCACACCTGAAC -3”

Shh 395615 Exon 2 Direto: 5’- GCTCCGTCAAAGCAGAAAAC - 3’ 114
Exon 3 Reverso:5’- CAGGGCTCAGGTCCTTCAC -3’

Ptchl 395806 Exon 4 Direto:5’- GCTGGGAAGAAATGCTGAA -3’ 152
Exon 5 Reverso:5’- GCATCCACCACTCAAAACAA -3’

Smo 395949 Exon 3 Direto: 5’- CTTCAGCTCCGTCACCATCT -3’ 121
Exon 4 Reverso: 5°- CACAAAGAAGCAGGCATTGA -3’

Pka 417438 Exon 6 Direto: 5°- CACTTACATTGCAGGCGAGA -3’ 115
Exon 8 Reverso: 5’- AACACTGGTTGCCCACTCAT -3’

Sufu 374118 Exon 2 Direto: 5>~ TCCTGAGCACTGGCACTATG -3’ 93
Exon 3 Reverso: 5’- CCACTTGGTCCATCTGTTCC -3

Gli2 395956 Exon 3 Direto: 5~ AGCACTACCTCCGCTCTGTC -3’ 106
Exon 4 Reverso:5’- CCTCGCTCCTTCAGATGCT - 3°

Gli3 420769 Exon 3 Direto:5’- CCATCCCTGTCCATGATCTC -3’ 138

Exon 4 Reverso:5’- AGGAATGATGTCTGCGTAAGG -3’
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Tabela 1- Identificacdo dos primers utilizados

(conclusdo)

Gene NCBI Localizacéo Sequiéncia dos primers Tamanho
(GenelD) no gene (pb)

Beta - 396526 Exon 1 Direto: 5’- ATGAAGCCCAGAGCAAAAGA 3’ 134

actina Exon 2 Reverso: 5’- CTCCTCAGGGGCTACTCTCA - 3°

EEF1 373963 Exon 3 Direto: 5’- TTCCACTGAGCCACCTTACA -3’ 184
Exon 4 Reverso: 5°- GGTAACCTTCCATCCCTTGA -3’

GAPDH 374193 Exon 7 Direto:5’- TGGAGAGATGGCAGAGGTG -3’ 142
Exon 8 Reverso:5’- AACAGAGACATTGGGGGTTG - 3’

MRPS27 427216 Exon 6 Direto: 5°- GCTTGTTCTTGCTCCCACTC - 3° 102
Exon 7 Reverso: 5” - TAACCCTGACCACCCAACTC - 3°

RPL5 395269 Exon 4 Direto: 5~ GTTTTTGGTGCTCTGAAGGG -3’ 180
Exon 5 Reverso: 5’- AGCATCTTCATCCTCCTCCA -3’

3.6 RT-PCR Quantitativa em Tempo Real

A técnica de RT-PCR quantitativa (QRT-PCR) em tempo real foi utilizada para
quantificar a expressdo dos fatores miogénicos (MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4), Pax7 e
Miostatina, também dos genes que fazem parte da via de acdo Shh (Shh, Ptchl, Smo, Pka, Sufu,
Gli2 e Gli3) e dos genes referéncia EEF1, GAPDH, MRPS27, RPL5 e Beta-actina. Para cada
gene foi avaliado um total de 90 animais distribuidos nas duas linhagens de corte (TT) e postura
(CC) e em cinco estadios de desenvolvimento: 9 e 17 dias da fase embrionaria e 1, 21 e 42 dias
da fase pés-eclosdo.

A analise da expressdo dos genes foi realizada utilizando-se o equipamento
LightCycler® 480 (Roche). Cada reacgéo foi preparada com 2uL de cDNA na diluicdo 1:4, 10uL
de SYBR Green | Master (Roche) 2X, 2 uL de cada primer (2 uM/uL), totalizando um volume
final de 20 pL. As condi¢Ges da reacdo para todos os pares de primers foram: incubagéo de 95°C
por 2 minutos; 45 ciclos de 95°C por 10 segundos, 60°C por 10 segundos, 72°C por 6 segundos; e
extensdo final de 72°C por 3 segundos. Ao término da reacdo, a curva de melting foi determinada
para cada gene entre as temperaturas 75°C a 95°C. Todo o experimento de PCR em tempo real
incluiu uma amostra como controle negativo (sem cDNA) e um calibrador, que foi a amplificacao

de um gene conhecido (MRPS27) a partir de uma aliquota do pool de cDNA das 90 amostras. Os
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resultados da expressao génica foram gerados e registrados como valores de Cq (Quantification

cycle).

3.7 Analise da Expressdo Génica
3.7.1 Eficiéncia de Amplificacéo

Neste estudo foram utilizados a curva de diluicio (RASMUSSEN, 2001) para
determinar a eficiéncia de cada gene e o programa LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003) para
determinar a eficiéncia individual das amostras. A eficiéncia de amplificacdo dos genes foi
calculada a partir de uma curva de diluicdo em série de cDNA (pool das 90 amostras). A curva
padréo foi composta de duplicatas de quatro diluices seriais (2, 22, 2 e 2%) do cDNA. A
partir dos resultados obtidos, foi construido um grafico do Cq versus o log;o das concentracdes da
diluicdo em série. Foi feita entdo uma regressdo linear para determinar o coeficiente angular da
reta (slope), que foi usado no célculo da eficiéncia de amplificacdo utilizando-se a equagdo (1)
determinada por Rasmussen (2001).

Eficiéncia (E) = [10 ¢sloPe)] @

A eficiéncia individual de cada amostra foi calculada utilizando-se o programa
LinRegPCR, utilizando no minimo quatro pontos da curva de amplificacdo durante a fase
exponencial (RAMAKERS et al., 2003). Os dados de fluorescéncia obtidos no equipamento
LightCycler® 480 (Roche) foram exportados para o programa LinRegPCR. Este programa utiliza
uma analise de regressdo linear dos dados de fluorescéncia da fase exponencial da PCR para
determinar a quantidade de RNAm (Ry) e a eficiénica de amplificacdo (E) usando as equaces 2,

3 e 4. Através do programa LinRegPCR os valores de Cq foram determinados para cada amostra.

logR=1log (E+ 1) xn+logRp; intercept =log Ry, slope =log [E + 1] (2)
RO = 10Intercept (3)
E=10°P%-1 (4)
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A partir da eficiéncia individual das amostras obtida pelo programa LinRegPCR
foi adotado um procedimento para a correcdo para uma eficiéncia geral, definida em 2.0

(Equacéo 5).

Cayij =log,(E_gene; -9 (5)
em que:

Ca.ij € Cq da amostra ij corrigido para eficiéncia 2.0

E_geneij©=-%"( & 3 eficiéncia real calculada pelo LinRegPCR elevado ao Cq da amostra para o

gene ij

3.7.2 Normalizacdo dos Dados

Foram utilizadas duas abordagens para a selecdo do melhor fator de normalizacdo de
dados gerados na RT-PCR quantitativa. Na primeira analise os valores de Cq corrigidos (CqC)
dos 5 genes referéncia (Beta-actina, EEF1, GAPDH, MRPS27 e RPL5) foram expressos em
quantidade relativa (Q) usando a equacdo (6) e processadas usando o programa GeNorm
(Vandesompele et al., 2002), que indicou quais combinacdes de genes deveriam ser usadas como

fator de normalizacdo através do uso de sua média geométrica.

Q -E (Cgminimo — Cgamostra) (6)

Na segunda analise, os valores de CqC dos genes referéncia (Beta-actina, EEF1, GAPDH,
MRPS27 e RPL5) foram estimados, considerando um modelo matematico misto, com um efeito
aleatdrio associado a variabilidade natural do individuo amostrado. Uma abordagem de modelos
mistos, usando a Equagéo 7.

YiimHtgitate (7)
em que:

yij € 0 Cq na base 2 observado para o gene referéncia i no animal j;

n ¢ a média geral dos Cq;

gi é o efeito fixo do ith gene referéncia (i=1, ..., 5);

a; é 0 efeito aleatdrio associado ao animal considerando a; ~ NID (0, 5°);

e;; € 0 efeito aleat6rio residual, com e;; ~ NID (0, o¢?).
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A partir deste modelo, foram obtidos os valores BLUP (best linear unbiased
predictor) para o efeito animal, sendo estes considerados como os fatores de ajustes dos valores

Cq dos genes alvo.

3.7.3 Andlise Estatistica
Para a quantificacdo relativa, os dados de expressao dos genes, Myod, Myf5,
Miogenina, MRF4, Pax7, Miostatina, Shh, Ptchl, Smo, Sufu, Pka, Gli2, Gli3, foram submetidos

a analise de variancia (Equacéo 8), seguido pelo teste Tukey para comparacdo de médias.

Yik=H+Ai + Lj+ (A X L)jj + eij )
Em que:

Yijk = 540 0s valores de Cq normalizados;

p= média geral;

Ai= efeito fixo idade;

L= efeito fixo da linhagem;

A x Lj; = efeito fixo da interagdo idade e linhagem;

ejjk= erro aleatorio
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Extracédo de RNA total

Apds a obtencdo do RNA total, as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose a 1%, onde foi possivel verificar a integridade das amostras pela presenca das
bandas estruturais de RNA ribossémico (28S, 18S e 5,8S). Na Figura 4 podem ser visualizadas
amostras de RNA total das linhagens de corte (TT) e postura (CC), nos seguintes estadios de
desenvolvimento: 9 dias embrionario (E9d), 17 dias embrionario (E17d), 1 dia pds-eclosdo
(PE1d), 21 dias pos-eclosdo (PE21d) e 42 dias p6s-eclosdo (PE42d).

E%d E17 PE1d PE21d PE42d
T ¢CC TT CC TT CC TT CC TT CC

-

s .HHNI“UHHH

58551 9 .

Figura 4 — Gel de agarose (1%) para verificagdo da integridade do RNA total das linhages TT e CC em diferentes
estadios de desenvolvimento, podendo-se visualizar as bandas estruturais de RNA ribossémico (28S, 18S
e 5,8S). Amostras: 9 dias embrionério (E9d), 17 dias embrionario (E17d), 1 dia p6s-eclosdo (PE1d), 21
dias p6s-eclosdo (PE21d) e 42 dias pds-eclosdo (PE42d)
4.2 Especificidade dos Primers e Eficiéncia de Amplificagdo
As condicgdes 6timas de amplificacdo para cada um dos genes foram estabelecidas
e a especificidade da reacdo para cada um dos primers foi verificada pela temperatura de melting
e por eletroforese em gel de agarose, onde foi observada a presenca de uma banda Unica
correspondente ao tamanho esperado do produto amplificado de cada um dos genes. Na Figura 5

pode ser visualizado o fragmento esperado para os genes, Gli2, Gli3, Pka, Smo e Sufu.
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1353pb — 5

603ph |

310ph

194ph
118pb

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose 2% para visualizacdo dos fragmentos amplificados. 1- Padrdo de peso
molecular ¢x 174 (Invitrogen), 2-Gli 2 (106pb), 3- Gli3 (138 pb), 4- Pka (115 pb), 5- Smo (121 pb), 6-
Sufu (93 pb)

A analise da temperatura de melting para cada um dos genes foi realizada pelo
software do equipamento LightCycler® 480 (Roche). Esta analise permite verificar a qualidade
da reacdo, a auséncia de contaminantes ou a geracao de produtos inespecificos. A temperatura de
melting avalia a dissociacdo da fita dupla de DNA com o aumento da temperatura, € 0 produto
presente na reacdo é considerado especifico quando apenas um pico ou temperatura de melting é
gerado. A temperatura de melting é definida gando a curva atinge seu plat6, uma representagéo da
curva de melting é apresentada na Figura 6. Na Tabela 2 sdo apresentadas as temperaturas de
melting para todos os genes estudados.
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Figura 6 — Curva de melting para o gene calibrador (MRPS27) e o gene Gli2. Cada linha representa uma amostra

cuja expressdo foi quantificada

Tabela 2 — Temperaturas de melting de cada um dos genes analisados

Gene Temperatura de melting (°C)
Miogenina 87,6
MyoD 83,1
MRF4 88,2
Myf5 90,3
Miostatina 79,0
Pax7 85,0
Shh 87,0
Ptchl 81,3
Smo 84,7
Pka 79,7
Sufu 80,0
Sufu 80,0
Gli2 88,7
Gli3 86,7
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Tabela 2 — Temperaturas de melting de cada um dos genes analisados
(Concluséo)

Gene Temperatura de melting (°C)
EEF1 83,4
GAPDH 85,8
MRPS27 83,3
RPL5 83,4
Beta-actina 82,0

A eficiéncia de amplificacdo dos genes Beta-actina, EEF1, GAPDH, MRPS27 e
RPL5 foi calculada pelo software do equipamento LightCycler® 480 (Roche) a partir de uma
curva de diluicdo em série de cDNA. Os genes apresentaram eficiéncias entre 1,8 a 2,0. Uma
representacdo da curva de diluicdo é apresentada na Figura 7. Enquanto que a eficiéncia
individual de cada amostra foi calculada utilizando-se o programa LinRegPCR (RAMAKERS et
al., 2003). Os valores de eficiéncia variaram de 1,6 a 2,0. Uma representacdo contendo as 90
amostras cuja eficiéncia foi determinada pelo programa LinRegPCR é apresentada na Figura 8.

Segundo Meijerink et al. (2001), para que a RT-PCR quantitativa seja confiavel e
reprodutivel, as amplificacdes devem apresentar perto de 100% de eficiéncia a cada ciclo de
reacdo. O valor da eficiéncia deve ser de aproximadamente 2.0 significando a duplicacdo do
material gendmico a cada ciclo de amplificacdo e correspondendo a 100% de eficiéncia. No
presente estudo observou-se que o programa LinRegPCR gerou enfiéncias menores quando
comparadas as eficiéncias obtidas pelo métodos de curva de diluido. Segundo Cikos et al. (2007)
e Pfaffl, (2006) a eficiéncia determinada pelo programa LinReg é subestimada enquanto que a
curva de diluicdo superestima os valores de eficiéncia.

O programa LinRegPCR tem sido amplamente utilizado para estimar a eficiéncia
de amplificacdo, pois € rapido e utiliza as mesmas amostras cuja expressao foi quantificada,
sendo ideal para experimentos que possuem quantidade limitada de RNA. No entanto, 0 método
da curva de diluigdo deve ser mantido, podendo ser usado em conjunto, segundo Bustin (2009),
este método é confiavel, transparente e informativo tanto para determinar a eficiéncia de
amplificagdo, como para a abundancia relativa da expressdo do gene. Além disso, a curva de
diluicdo pode ser utilizada como um controle positivo e ajuda a definir as variag0es e os limites

de deteccdo do equipamento.
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Figura 7 — Curva de diluicio gerada para o gene MRPS27

Wi LinRegPCR: Analysis of quantitative RT-PCR Data
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Figura 8 — Curva de amplificacdo demonstrada pelo programa LinRegPCR
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A vantagem do uso das eficiéncias individuais € que caso alguma amostra em
particular analisada possua um fator de inibi¢do influenciando a sua eficiéncia de amplificacéo,
esta amostra podera ser identificada e excluida das analises (RUTLEDGE; DON STEWART,
2008). Enquanto que no método da curva de diluicdo ndo é possivel, pois devido ao alto custo e
tempo, a curva de dilui¢do é realizada para verificar a eficiéncia de amplificacdo do gene e ndo da
amostra individual (PFAFFL, 2009). Neste estudo utilizamos a correcdo da eficiéncia de
amplificacdo individual de cada amostra, gerada pelo programa LinRegPCR, para uma eficiéncia
2,0.

4.3 Normalizacéo e Andlise dos dados

A normalizacdo de dados mensurados pela técnica de RT-PCR quantitativa por
meio do uso de genes referéncia € atualmente 0 método mais aceitavel para corrigir possiveis
variagOes geradas durante a extracdo de RNA total, sintese de cDNA e a quantificagdo. Logo,
uma atencéo especial deve ser dada a escolha do gene de referéncia e do modelo matematico para
a analise dos dados.

No presente estudo foi investigada a estabilidade de expressdo dos genes
referéncia potenciais: Beta-actina, EEF1, GAPDH, MRPS27 e RPLS5, freqglientemente utilizados
para a normalizacdo de dados em estudos de expressdo génica. Estes genes fazem parte de
diversos processos biolégicos, por exemplo, 0 gene Beta-actina esta envolvido na motilidade,
estrutura e integridade celular, o EEF1 participa na elongacdo da traducdo, o GAPDH esta
envolvido na iniciacdo da traducdo, 0 MRPS27 na sintese de proteinas mitocondriais e 0 RPL5 na
sintese de proteinas no citoplasma.

Diversos autores (BUSTIN et al., 2005; VANDESOMPELE et al.,2009; CIKOS et
al., 2008, ZAROS et al., 2010) relataram que a utilizacdo de um unico gene referéncia para a
normalizacdo ndo é aceitavel e recomendam o uso de multiplos genes referéncia como fator de
normalizacdo. Nesse sentido, em busca da correta analise dos dados de expressdo génica, foram
utilizadas duas abordagens de normalizacdo. Na primeira, os dados foram processados pelo
programa GeNorm (VANDESOMPELE et al., 2002) e na segunda, 0 modelo novo de anélise

como descrito no item 3.7.2.
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4.3.1 GeNorm

A estatistica do programa GeNorm foi a primeira abordagem utilizada para avaliar
0s genes referéncia. Este programa calcula a estabilidade de expressdo (M) para cada gene
baseado na relacéo entre a expressao media dos pares entre um gene e cada um dos outros genes
em estudo. O GeNorm realiza entdo uma exclusdo gradual do gene menos estavel e recalcula o
valor de M e indica os 2 genes com expressao mais estavel (Figura 9). Dos genes estudados,
somente EEF1A1 e MRPS27 apresentaram o valor de M dentro do limite de <1,5 sugerido pelo
GeNorm, enquanto que os genes, GAPDH, Beta-actina e RPL5 apresentaram alto valor de M,

indicando que estes genes ndo devem ser utilizados na normalizag&o de dados.
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Figura 9 - Selecdo da melhor combinacdo de genes referéncia pelo GeNorm

4.3.2 Correlagéo

Neste estudo foi proposta uma nova metodologia de normalizacdo, o uso de
valores BLUP como fator de correcdo dos valores de Cq dos genes alvos. Para averiguar as
mudancas e particularidas deste novo método, foram calculadas as correlagdes entre os valores
BLUP dos Cqgs dos genes referéncia e entre a média geométrica dos Cqs dos genes referéncia e 0s
valores BLUP.
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As correlecGes foram obtidas usando o conjunto ou um subconjunto de genes
referéncia, que quando compostos pelos valores da média geométrica (mgeo) dos genes
referéncia foram denominados: mgeol (Beta-actina, EEF1, GAPDH, MRPS27 e RPL5), mgeo2
(EEF1 e GAPDH) mgeo3 (RPL5 e GAPDH e beta-actin) mgeo4 (EEF1 e RPL5) mgeo5 (EEF1 e
MRPS27). Os valores BLUP dos genes referéncia foram denominados: BLUP1 (Beta-actina,
EEF1, GAPDH, MRPS27 e RPL5), BLUP2 (EEF1 e GAPDH) BLUP3 (RPL5 e GAPDH e Beta-
actina) BLUP4 (EEF1 e RPL5) BLUP5 (EEF1 e MRPS27).

As correlacdes entre os valores BLUP foram positivas e altas, apresentando p>0,0001
(Tabela 3). A alta correlacdo, r = 0,975, encontrada entre BLUP1, valor de BLUP dos cinco
genes referéncia (Beta-actina, EEF1, GAPDH, MRPS27 e RPL5) e BLUP3, valor de BLUP de 3
genes referéncia (RPL5, GAPDH e Beta-actina) € indicativo da potencial aplicabilidade de BLUP
usando 3 genes referéncia para a obtencdo do fator de normalizacdo das medidas de expressdo
génica. Alta correlacéo, r = 0,814, tambem foi observada entre BLUP1 e BLUP5, composta pelos
genes referéncia EEF1 e MRPS27 indicados pelo GeNorm.

Tabela 3 — Correlacéo entre os valores BLUP

BLUP1 BLUP2 BLUP3 BLUP4 BLUP5

BLUP1 1,000 0,892 0,976 0,930 0,815
p<,0001 p<,0001 p<,0001 p<,0001

BLUP2 1,000 0,862 0,714 0,769
p<,0001 p<,0001 p<,0001

BLUP3 1,000 0,956 0,670
p<,0001 p<,0001

BLUP4 1,000 0,622
p<,0001

BLUPS 1,000
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Na Tabela 4 é apresentada a correlacdo entre a média geométrica (mgeo) e 0s
valores BLUP dos genes referéncia. A alta correlagéo, r = 0,813 (p<0,0001), encontrada entre
BLUP3 e mgeo3 € indicativo da potencial aplicabilidade dos valores de BLUP usando 3 genes
referéncia para a obtencdo do fator de normalizacdo das medidas de expressdo génica. A
correlagéo entre BLUP5 e mgeo5, ambas compostas pelos genes EEF1 e MRPS27 selecionados
pelo GeNorm, foi r = 0,555 (p<0,0001).

Tabela 4 — Correlacgdo entre méedia geométrica (mgeo) e valores BLUP

BLUP1 BLUP2 BLUP3 BLUP4 BLUP5
mgeol 0,756 0,685 0,741 0,699 0,599

p <0,0001 p <0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
mgeo2 0,497 0,444 0,491 0,491 0,383

p <0,0001 p <0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p 0,0002
mgeo3 0,794 0,723 0,814 0,760 0,549

p <0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p <0,0001
mgeod 0,434 0,334 0,446 0,466 0,291

p <0,0001 p 0,0013 p<0,0001 p<0,0001 p 0,0054
mgeo5 0,527 0,470 0,454 0,443 0,555

p <0,0001 p <0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p <0,0001

Com o intuito de agilizar a analise dos dados de expressdo, a presente analise de
normalizacdo foi realizada anteriormente a analise de correlacdo. Assim, optou-se por normalizar
os dados de expressdo dos genes, Myod, Myf5, MRF4, Miogenina, Pax7, Miostatina, Shh, Ptchl,
Smo, Sufu, Pka, Gli2, Gli3, utilizando BLUP1, que contém os cinco genes referéncia (Beta
actina, EEF1, GAPDH, MRPS27 e RPL5).

4.4 Expressao Relativa dos Fatores Miogénicos, Miostatina e Pax7

Os resultados da analise de variancia da expressao génica dos genes, Myod, Myf5,
MRF4, Miogenina, Pax7 e Miostatina sdo apresentados na Tabela 5.

O efeito de idade foi significativo para MyoD e Miostatina, j& o efeito da interacdo
idade e linhagem foi significativo para os genes, Miogenina, Myf5, MRF4 e Pax7, indicando

dependéncia entre esses efeitos.
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Tabela 5 — Probabilidades obtidas na andlise de variancia para os genes MyoD, Myf5, MRF4, Miogenina, Pax7 e

Miostatina

Gene n Idade Linhagem Idade x Linhagem

MyoD 9 0,0248 0,4043 0,3885

Myf5 9 <0,0001 0,2739 0,0147

MRF4 9 0,0003 0,2948 <0,0001
Miogenina 9 <0,0001 0,0017 <0,0001

Pax7 9 <0,0001 0,5836 0,0013
Miostatina 9 <0,0001 0,4983 0,1875

4.4.1 Ontogenia da expressdo dos Fatores Miogénicos, Miostatina e Pax7

Os genes MyoD e Miostatina apresentaram diferenca significativa entre as idades,
na ontogenia, e ndo apresentaram diferenca significativa entre as linhagens. E importante
salientar que quanto mais baixo o valor de Cq, mais cedo ocorreu a deteccdo do RNAmM do gene,
consequentemente havendo maior expressdo génica. Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados
da expressdo dos genes MyoD e Miostatina nos estadios de desenvolvimento embrionario e pos-
ecloséo.

Os fatores regulatérios da miogénese atuam no controle da formacdo da
musculatura esquelética e sua expressdao tem sido usada tanto como indicativo de
desenvolvimento muscular como de regeneracdo (BUCKINGHAM et al., 2003; SHI; GARRY,
2006). Na ontogenia, a expressdo do RNAm de MyoD aos 9 dias da idade embrionaria ndo
diferiu das demais idades (p>0,05), no etanto nas idades 17 dias embrionaria e 1 dia pds-eclosdo
apresentaram maior expressao em relacdo aos 21 dias pds-eclosdo (p<0,05). Aos 42 dias pos-
eclosdo ndo houve diferenca da expressdo em relacdo as demais idades (p>0,05). A expressdo de
MyoD apresentou uma reducédo de 2,0 + 1,21 vezes no dia PE21 (21 dia pos-eclosdo) em relagéo
aos dias E17 (17 dias embrionario) e PE1 (1 dia pds-ecloséo).

Resultados semelhantes aos do presente estudo foram obtidos por Li et al. (2010),
que estudaram o perfil de expressdo de MyoD no musculo peitoral de patos (Anas platyrhynchos
Domestica) durante o desenvolvimento embrionario e neonatal. Foi observado um pico de
expressao no dia (E27) anterior a eclosdo e um declinio na expressao aos sete dias pds-eclosdo. O
mesmo perfil de expresséo foi observado no musculo das pernas dos patos, no entanto mais

baixo.
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De acordo com anélise de Western blotting realizada por Puri; Sartorelli (2000), a
proteina de MyoD é expressa em células indiferenciadas e diferenciadas. Durante o estadio
embrionario, MyoD dirige a proliferacdo das células precursoras miogénicas em direcdo a
linhagem muscular esquelética (BERKES; TAPSCOTT, 2005). Quando 0s animais nascem,
MyoD controla a entrada das células satélites no ciclo celular, proliferacdo e fusdo em miofibras,
promovendo assim a hipertrofia muscular (COOPER et al., 1999).

Tabela 7 — Expressdo do RNAm, valores de Cq (Quantification cycle), dos genes MyoD, Miostatina, Myf5, MRF4,
Miogenina e Pax7 nos estadio de desenvolvimento embrionario e pés-eclosdo

Idade ;
Gene Linhagem E9 E17 PE1 PE21 PE42 Erro Padrao
MyoD * 24.5ab 23,9a 23,9a 24,9b 24,6ab 0,27
Miostatina 27,6¢ 24,7a 27,6¢ 25,9b 26,4b 0,13
Myf5 cc 27,5aA 29,0bA 29,6bA 31,7¢cB 29,4bA
TT 28,2aA 28,6abA 29,3bA 30,7cA 29,6bA 0.24
MRF4 CcC 26,3bA 26,6bB 26,2bA 25,6abA  24,9aA
TT 26,5bA 24,9aA 25,6abA 26,4bB 25,3abA 027
Miogenina CcC 25,6aA 26,5abA 29,2cA 29,7cA 27,3bA
TT 25,6aA 26,6aA 29,9bA 29,2bA 29,8bB 027
Pax7 CcC 25,5aA 25,5aA 27,5bB 28,8cA 27,3bA
TT 25,83A 25,1aA 26,8bA 28,9cA 28,5cB 022

CC - Linhagem de postura, TT — Linhagem de corte, E9 - 9 dias embrionario, E17 - 17 dias embrionéario, PE1 - 1 dia
pos-eclosdo, PE21 - 21 dias pés-eclosdo, PE42 - 42 dias pos-eclosdo. * - Valor de Cq baixo significa maior
expressao génica. Valores seguidos de mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna dentro de gene ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Figura 11 - Expressdo relativa dos genes MyoD, Miostatina, Myf5, MRF4, Miogenina e Pax7. CC — Linhagem de
postura, TT — Linhagem de corte, E9 - 9 dias embrionario, E17 - 17 dias embrionéario, PE1 - 1 dia pds-
eclosdo, PE21 - 21 dias pds-eclosdo, PE42 - 42 dias pds-eclosdo. Valor baixo da expressdo relativa
significa maior expressdo génica. Valores seguidos de mesma letra minuscula nos estadios de
desenvolvimento e letras maiusculas entre as linhagens, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05)
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No presente estudo, foi observado que MyoD se comporta da mesma maneira na
linhagem de corte e de postura, sugerindo uma acdo semelhante de MyoD, incluindo a
determinacdo dos mioblastos, formacdo de miotubos e a formacdo das miofibras, durante os
estadios de desenvolvimento muscular estudados.

Na ontogenia, observou-se que 0 RNAm de Miostatina foi menos expresso aos 9
dias do estadio embrionario, atingindo maior nivel de expressdo aos 17 dias do estadio
embrionario, j& nos estadios pos-eclosao, no dia 1 houve um declinio da expresséo, apresentando
0 mesmo nivel de expressdo do estadio E9, aumentando novamente aos 21 dias e mantendo o
nivel de expressao aos 42 dias (Tabela 6 e Figura 10). Foi observado um declinio na expressdo do
RNAmM de Miostatina de 7,5 + 1,10 vezes do dia E17 ao dia PEL.

Analisando a ontogenia de Miostatina no periodo embrionario de galinhas, por
RT-PCR semiquantitativa, Scheuermann et al. (2004) também observaram niveis mais baixos de
expressao de Miostatina no periodo correspondente a formacdo dos mioblastos secundarios (E8 —
E12) e um aumento da expressdo no periodo proximo a eclosdo (E17). Guernec et al. (2003)
quantificaram o0 gene da Miostatina em estadios embrionérios e poés-eclosdo de galinhas
utilizando PCR em tempo real. Esses autores obtiveram resultados semelhantes aos do presente
estudo, verificando que no estadio embrionario houve um baixo nivel de expressao aos 14 dias e
aumento aos 17 dias. No periodo pds-eclosdo houve queda da expressdo no dia da ecloséo,
apresentando um aumento da expressao aos 28 dias e queda da aos 42 dias.

Mott; Ivarie (2002) estudando o gene da Miostatina em linhagens de corte e de
postura identificaram duas mutac@es silenciosas na linhagem de postura e 0s mesmos niveis da
proteina nas duas linhagens. Nos estudos de expressdo usando Northern blotting, verificaram que
0 gene foi pouco expresso aos 10 dias da fase embriondria, aumentou a expressao aos 18 dias
embrionario e no dia 10 pos-ecloséo foi novamente pouco expresso.

No final do estddio embrionario a Miostatina é altamente expressa em diversos
grupos musculares. Este alto nivel de expressdo indica uma reducdo na proliferagdo de
mioblastos e uma regulacéo negativa do crescimento muscular (AMTHOR et al., 2002). Segundo
estes mesmos autores, pode-se especular que o tamanho muscular (hipertrofia) deve ser restrito
durante o desenvolvimento embriondrio para evitar a superproducdo de musculo, mantendo a
possibilidade de criar mais massa muscular e com o intuito de adaptacao as novas condi¢des ap0s

a eclosdo. Desta maneira, o alto nivel de RNAmM de Miostatina detectado proximo a ecloséo €
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devido ao controle necessério para a regulacdo do desenvolvimento muscular do animal,
considerando a limitacdo do espaco no ambiente do ovo.

A Miostatina € um regulador negativo da regeneracdo e crescimento muscular, age
mantendo as células satélites quiescentes, portanto, a auséncia de miostatina acelera a
regeneracdo muscular (MCCROSKERY et al., 2005). Nesse sentido, o baixo nivel de expresséo
de Miostatina tanto nas aves de corte como nas de postura, apds a eclosdo, pode ser
resposonsavel pela ativacdo das células satélites, resultando em um aumento do numero de
mionucleos, envolvidos no mecanismo molecular que regula a hipertrofia muscular.

Os genes Myf5, MRF4, Miogenina e Pax7 apresentaram na interacdo entre idade e
linhagem. Primeiramente serd discutida somente a ontogenia da expressdo destes genes. Na
Tabela 6 sdo apresentados os resultados da expressdo dos genes Myf5, MRF4, Miogenina e Pax7
nos estadios de desenvolvimento embrionario e pos-eclosdo nas linhagens de postura (CC) e de
corte (TT).

Durante a ontogenia de Myf5, a linhagem de postura apresentou maior nivel de
expressao aos 9 dias da idade embrionaria, um declinio aos 17 dias que manteve-se até o dia 1
pos eclosdo, seguida por um novo declinio aos 21 dias e um aumento aos 42 dias po6s ecloséo,
apresentando o nivel de expressdo igual ao E17 e PE1 (Tabela 6 e Figura 10), o declinio da
expressdo do dia E9 em relacdo ao dia PE21 foi de 18,4 + 1,20 vezes. A linhagem de corte
apresentou 0 mesmo perfil de expressédo da linhagem de postura (Tabela 6 e Figura 10), no
entanto o declinio da expresséo do dia E9 em relacdo ao dia PE21 foi de 5,6 + 1,20 vezes.

Ferri et al. (2009) pela analise de Western blotting verificaram que o nivel de
expressdo da proteina Myf5 diminuiu em células C2C12 ap6s a inducdo da diferenciacdo. A
regulacdo negativa da proteina e do RNAm de Myf5 sugere que este perfil de expressao seja
necessario determinar a proliferacdo e para o inico da diferenciacdo celular (LINDON et al.,
1998, FERRI et al., 2009).

Na ontogenia de MRF4 dentro da linhagem de postura, observou-se baixo nivel de
expressao aos 9 dias do estadio embrionario. Este nivel manteve-se nos dias 1 e 21 pds-ecloséo e
0 maior nivel de expressdo foi observado aos 42 dias p6s-eclosdo. Foi observado um aumento de
3,2 £ 1,20 vezes no dia PE42 em relacdo ao dia E17. Dentro da linhagem de corte, a expresséo
mais baixa foi observada aos 9 dias do estddio embrionario, seguida pelo maior nivel de

expressao aos 17 dias. A expressdo no dia 1 e 42 pds-eclosdo ndo diferiram das demais idades,



55

enquanto que o nivel de expressdo aos 21 dias pos-eclosdo e E9 foi o mesmo (Tabela 6 e Figura
10). A expressdao de MRF4 dentro da linhagem de corte aumentou 1,6 + 1,20 vezes no dia E17
em relagéo ao dia EO9.

MRF4 funciona como um regulador positivo da transcricdo e esta envolvido na
maturacdo dos miotubos durante a diferenciacdo terminal (FERRI et al., 2009). Segundo Zhang et
al. (1995) a localizacdo de Miogenina e MRF4 nos miotubos parece mudar reciprocamente,
sugerindo que Miogenina e MRF4 regulam um subconjunto distinto de genes alvos envolvidos na
formagdo e maturagéo dos miotubos. Diversos resultados confirmam a inibicdo de Miogenina por
MRF4 (FERRI et al., 2009; ZHANG et al., 1995), pois quando ha aumento da expressao de
MRF4 ocorre um declinio de Miogenina. Essa regulacdo pode ser observada no presente estudo,
pois foi observado que na linhagem de postura, 0o RNAm de Miogenenina foi mais expresso aos 9
e 17 dias embrionérios, enquanto que 0 RNAmM de MRF4 foi menos menos expresso nessas
idades (Tabela 6 e Figura 10). Ja no periodo pds-eclosdo observamos que houve um declinio na
expressao de Miogenina e um aumento da expressdo de MRF4, apresentando o pico de expressao
aos 42 dias pds-eclosao.

Diferencas significativas foram observadas durante a ontogenia de Miogenina. Na
linhagem de postura a expressdo deste gene foi maior aos 9 e 17 dias da idade embrionaria,
seguida por uma reducdo nos dias 1 e 21 pds-eclosdo e aumentando a expressdo aos 42 dias pos-
eclosdo, apresentando expressao igual aos 17 dias da idade embrionéria. O declinio da expressdo
do dia PE21 em relacdo ao dia E9 foi de 17,1 + 1,20 vezes. Na linhagem de corte pode-se
observar maior expressdo nos estadios embrionarios 9 e 17, enquanto que no dia 1 pés-eclosdo
houve um declinio da expressdo o qual manteve-se até os 42 dias pds-eclosdo (Tabela 6 e Figura
10). A expressdo de Miogenina reduziu 19,7 + 1,20 vezes no dia PE1 em relagdo ao dia E9.

De modo geral, a Miogenina foi mais expressa durante as idades embrionarias e
com um declinio nas idades pds-eclosdo nas duas linhagens estudadas. Segundo Andres; Walsh
(1996) a expressdo de Miogenina antecede a saida do ciclo celular, levando a formacéo da fibra
muscular. Ferri et al. (2009) verificaram um aumento significante no nivel de RNAm de
Miogenina apos a inducdo da diferenciacdo, atingindo o nivel méximo de expressdao no periodo
intermediario da diferenciacdo (3 a 5 dias apos indugdo da diferenciacdo). A analise de Western
blotting revelou, da mesma maneira, um aumento da proteina Miogenina logo ap6s a inducédo da

diferenciacédo seguida pelo decréscimo do meio para o final do periodo de diferenciacéo.
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Na linhagem de postura observou-se um elevado nivel de expressdo do RNAm de
Pax7 nas idades 9 e 17 embrionérias, baixando o nivel gradativamente nos dias 1 e 21 e aos 42
dias pds-eclosdo houve um aumento da expressao (Tabela 6 e Figura 10). O declinio da expresséo
do dia PE21 em relacédo ao dia E9 foi de 9,8 + 1,16 vezes. Na analise de ontogenia de Pax7 dentro
da linhagem de corte, observou-se o maior nivel de expressdo nas idades 9 e 17 dias
embrionarias, baixando o nivel gradativamente nos dia 1, 21 e 42 po6s-eclosdo. Foi observado um
declinio de 8,6 + 1,16 vezes do dia E9 ao dia PE21.

No presente estudo verificou-se a que Pax7 e Miogenina foram expressos
simultaneamente na linhagem de corte nas idades embrionérias 9 e 17, e no dia 1 p6s-eclosdo. Ja
nas idades 21 e 42 pds-eclosdo houve um declinio na expressdo de Pax7 enquanto que o nivel de
Miogenina manteve-se alto. Na linhagem de postura Pax7 e Miogenina foram expressos
simultaneamente nos dias 9 e 17 embrionarios e aos 21 e 42 dias pds-eclosdo. Enquanto que no
dia 1 pos-eclosdo houve um declinio na expressdo de Pax7 e o nivel de Miogenina manteve-se
alto.

Shin et al. (2009) estudaram diferentes linhagens de corte e postura e verificaram o
mesmo nivel de expressdo de RNAm de Pax7 nos estadios embrionarios (E13 e E17) de
desenvolvimento do musculo de ambas as linhagens, e apds a eclosdo o nivel de Pax7 também
diminuiu em ambas as linhagens. Pax7 é necessario para a especificacdo das células satélites.
Apresenta alta expressdo durante a proliferacdo dos mioblastos com queda durante a
diferenciacdo (SEALE et al., 2000; HALEVY et al., 2004) e é muito utilizado como um marcador
inicial da proliferacéo das células satélites.

A expressao simultanea de Pax7 e Miogenina representa uma populacéo transitoria
de células frente ao inicio da diferenciacdo, mas com o progresso da diferenciacdo. Porém com o
aumento dos niveis de Miogenina, ha um declinio nos niveis de Pax7 (HALEVY et al., 2004,
DAY et al., 2009; OLGUIN et al., 2007). Segundo Olguin et al. (2007), existe uma interacao
inibitdria cruzada entre Pax7 e os membros da familia dos fatores regulatérios miogénicos. Essa
interacdo pode representar um mecanismo adicional para o controle do destino das células
satélites, resultando em proliferacdo, diferenciacdo e auto-renovagdo, processos necessarios para
a manutencdo e reparagdo do musculo esquelético (OLGUIN et al., 2007). Células que co-
expressam Pax7 e Miogenina podem manter sua capacidade de proliferacdo em condicOes
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adequadas, enquanto que células expressando baixos niveis de Pax7 e altos niveis de Miogenina
podem ter sofrido diferenciacdo terminal (HALEVY et al., 2004).

A queda da expressdo de Pax7 em relacdo a Miogenina nos dias 21 e 42 pos-
eclosdo sugere que uma parte consideravel dos mioblastos das galinhas da linhagem de corte
tenham sido submetidos a diferenciacdo. Ja na linhagem de postura foi possivel visualizar esse
processo no dia 1 pods-eclosdo. Esses resultados demonstram que o processo de diferenciacdo
ocorre em fases distintas do desenvolvimento da linhagem de corte e de postura.

Embora, normalmente, Pax7 seja regulado negativamente durante a diferenciacédo
miogénica, sua expressao permanente ndo impede os mioblastos de expressarem Miogenina e
nem a fusdo em miotubos multinucleados. No entanto, a regulacdo negativa de Pax7 é necessaria
para que aconteca a diferenciacdo terminal (ZAMMIT et al., 2006). Na musculatura esquelética,
o declinio na expressao de Pax7, juntamente com o inicio da expressdao de Miogenina, marca a
entrada dos mioblastos na fase de diferenciacdo (YABLONKA-REUVENI et al., 2008; SHEFER
et al., 2006). Essa etapa do compromisso com a diferenciacdo é rapidamente seguida pela saida
do ciclo celular, subseqliente expressdo de proteinas estruturais musculares, e pela fusdo em
miotubos (HALEVY et al., 2004).

4.4.2 Expressao dos Fatores Miogénicos, Pax7 e Miostatina entre as Linhagens

No presente estudo ndo houve diferenca significativa na expressdo do gene
Miostatina entre as linhagens de corte e postura, confirmando resultados obtidos anteriormente
por Mott; Ivarie (2002), Scheuermann et al.,(2004) e Guernec et al., (2003). Também ndo houve
diferenca significativa na expresdao de MyoD entre as linhagens de corte e de postura (Tabela 6).

O RNAm do gene Myf5 foi 2,0 + 1,20 vezes mais expresso na linhagem de corte
em relacdo a de postura aos 21 (p <0.05) dias apds a eclosdo (Tabela 6 e Figura 10). Myf5 é
conhecido como um fator primario dentre os fatores regulatorios da miogénese. E expresso na
maioria das células satélites quiescentes (BEAUCHAMP, et al., 2000), e também em células
satélites ativadas, ou seja, entrando no ciclo celular, resultando na determinagdo de células
musculares (DAY et al., 2009; SEALE; RUDNICKI 2000).

A queda na expressdo de Myf5 na célula pode ser, possivelmente, em funcdo do
inicio do processo de diferenciacdo. Por outro lado, em células que mantém altos niveis de Myf5,

este, pode agir impedindo a continuacdo dos mioblastos no ciclo celular, assim direcionando-0s
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para reserva, quiescéncia e auto-renovagédo (DAY et al., 2009; SEALE; RUDNICKI, 2000). De
acordo com Day et al. (2009) e Seale; Rudnicki (2000) pode-se inferir que a maior expressao de
Myf5 observada na linhagem de corte possa direcionar a saida dos mioblastos do ciclo celular e
para estes serem reservados e utilizados durante o crescimento muscular.

A expressdo do RNAmM do gene MRF4 foi 3,2 + 1,21 maior aos 17 (p<0,05) dias
da idade embrionéria na linhagem de corte em relacéo a linhagem de postura, ja aos 21 dias ap0s
a eclosdo foi 1,7 + 1,21 mais expresso (p<0,05) na linhagem de postura em relacéo a linhagem de
corte (Tabela 6 e Figura 10). Os mioblastos em processo de proliferacdo retiram-se do ciclo
celular para iniciar sua diferenciacdo terminal em miotubos. Essa etapa € marcada pela expressao
de MRF4, que age como um fator de diferenciacdo envolvido na maturacdo final dos miotubos
(BERKES;TAPSCOTT, 2005; CHARGE; RUDNICKI, 2004).

Em estudo de microscopia eletronica, nas mesmas aves utilizadas no presente
estudo, foi possivel visualizar os miotubos em formacéo, tanto na linhagem de corte como na de
postura nos embrides do estadio 17, Patricio (Comunicacao pessoal).

No presente estudo observou-se alta expressdo de MRF4 aos 17 dias do estadio
embrionario na linhagem de corte. Tendo em vista que nessa idade os miotubos estdo sendo
formados, pode-se sugerir que hd um nimero maior de mioblastos em processo terminal de
diferenciacdo em direcdo a formacdo da fibra muscular na linhagem de corte em relacdo a de
postura. Ja aos 21 dias pds-ecloséo, esse processo é mais evidente na linhagem de postura.

A expressdo do RNAm de Miogenina foi 5,7 + 1,21 maior na linhagem de postura
em relacdo a de corte aos 42 (p<0,05) dias pds-eclosdo. Nao foram observadas diferencas de
expressdo do RNAm do gene Miogenina entre as linhagens nas idades embrionéarias (Tabela 6 e
Figura 10). Da mesma maneira os autores Li; Velleman et al. (2009) ndo encontraram diferencas
na expressdo de Miogenina no periodo embrionario quando compararam uma linhagem de
galinhas de baixo peso corporal e massa muscular com uma linhagem controle. No entanto, no
dia 1 pés-eclosdo o RNAmM de Miogenina foi mais expresso na linhagem de baixo peso corporal e
massa muscular em relagdo a linhagem controle.

No presente estudo, 0 RNAm do gene Pax7 apresentou diferenca de expresséo
somente apds a eclosdo, onde, foi 1,6 + 1,16 mais expresso na linhagem de corte em relacdo a de
postura no dia 1 (p<0,05), e 2,3 + 1,16 mais expresso na linhagem de postura em relacdo a de

corte no dia 42 (p<0,05) pbs-eclosdo (Tabela 6 e Figura 10).
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A quantificacdo do RNAm de Pax7 em linhagens de aves (Gallus gallus) de corte
e postura foi realizada por Shin et al., (2009). N&o houve diferenca significativa entre as
linhagens nos estadios embrionarios (E13 e E17) e em dois (11PE e 33PE) dos quatro estadios
pos-eclosao estudados. No dia 1 ap6s a eclosdo (1PE) foi observado maior expressdo de Pax7 na
linhagem de corte em relacéo a linhagem de postura. No entanto, cinco dias ap6s a eclosao (5PE),
o nivel de expressdo de Pax7 foi maior na linhagem de postura em relagdo a linhagem de corte.

No presente estudo, foi demonstrado que no dia 1 apds a eclosdo o RNAmM de Pax7
foi mais expresso na linhagem de corte, podendo ser indicativo de que as aves da linhagem de
corte ttm uma populacdo maior de células satélites proliferando, enquanto que na linhagem de
postura esta ocorrendo maior diferenciagéo celular.

Pax7 e Miogenina foram expressos simultaneamente aos 42 dias pos-eclosao.
Verificou-se um nivel maior de expressao de ambos os genes na linhagem de postura em relacao
a de corte. A expressao simultanea desses genes aos 42 dias apos a eclosdo pode sugerir que
ambas as linhagens apresentam células satélites proliferando, no entanto, prestes a sofrerem
diferenciacdo, visto que a expressdao de Pax7 e Miogenina a0 mesmo tempo representa uma
populacdo transitdria de células frente ao inicio da diferenciacdo (HALEVY et al., 2004, DAY et
al., 2009; OLGUIN et al., 2007).

4.5 Expressao Relativa da Via de Agéo Shh

Os resultados da andlise de variancia da expressdo génica com o0s genes Shh,
Ptchl, Smo, PKA, Sufu, Gli2 e Gli3 séo apresentados na Tabela 7. O efeito de idade foi
significativo para Smo, PKA, Gli2, Gli3 e Sufu, ja o efeito de linhagem foi significativo somente
para 0 gene Gli2. A interacdo idade e linhagem foi significativa para os genes Shh e Ptchl

indicando dependéncia entre esses efeitos.
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Tabela 7 — Probabilidades obtidas na analise de variancia para os genes Shh, Ptchl, Smo, PKA, Sufu, Gli2 e Gli3

Gene n Idade Linhagem Idade x Linhagem
Shh 9 <0,0001 0,0621 0,0418
Ptchl 9 <0,0001 0,0693 0,0095

Smo 9 <0,0001 0,8344 0,7463

PKA 9 <0,0001 0,1606 0,8738

Sufu 9 <0,0001 0,3283 0,6816

Gli2 9 <0,0001 <0,0001 0,3558

Gli3 9 <0,0001 0,1059 0,8374

4.5.1 Ontogenia da expressdo da Via de A¢do Shh

Durante muito tempo, a via de agdo Shh foi considerada silenciosa no
desenvolvimento muscular poés-natal (STRAFACE et al.,, 2008). No presente estudo, foi
demonstrado que a sinalizacdo de Shh esta ativa na musculatura peitoral de galinhas no final do
desenvolvimento embrionario e apds a eclosdo. O mecanismo intracelular que faz a mediacéo
entre Shh e suas células alvo ndo é totalmente entendido, no entanto tem sido amplamente
pesquisado. O sinal de Hh é transmtido através de dois receptores, as proteinas de membrana
Ptchl e Smo. Na auséncia do ligante Shh, Ptchl estd acoplada a Smo inibindo sua atividade,
desta maneira as proteinas intactas (full-leght) Gli2 e Gli3 séo proteoliticamente processadas por
PKA em formas ativadoras ou repressoras (PAN et al., 2006).

Quando o ligante Shh esta presente, como € o0 caso nesse estudo, o Shh liga-se ao
seu receptor Ptchl que libera Smo, responsavel pela transducéo do sinal. Uma vez que Smo é
liberada, esta inibe o processamento proteolitico de Gli2 e Gli3 e permite que a proteina intacta
ative os seus genes alvos, Glil, Ptchl e Wnt (VARJOSALO; TAIPALE, 2008).

No presente estudo os genes Shh e Ptchl apresentaram interagcdo significativa
entre idade e linhagem. Primeiramente sera discutida a ontogenia da expressdo desses genes. Na
Tabela 8 sdo apresentados os resultados da expressdo dos genes Shh e Ptchl nos estadios de
desenvolvimento embrionario e pds-eclosdo dentro das linhagens de postura (CC) e de corte
(TT).
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Idade

Gene Linhagem E9d E17d PE1d PE21d PE42d
Shh cc 28,4(0,39)aA  33,5(0,39)bA 35,8(0,41)cB 35,7(0,39)cA  35,4(0,39)cA

TT 28,7(0,39)aA  34,1(0,39)bA 34,3(0,41)bA 34,8(0,39)bA  34,5(0,39)bA
Ptchl cc 27,1(0,31)aA  28,8(0,32)bA 30,9(0,32)cA 31,3(0,31)cA  30,4(0,31)cA

TT 27,3(0,32)aA  28,9(0,31)bA 30,5(0,32)cA  31,4(0,31)cdA  32,2(0,31)dB
Smo 23,8(0,19)a 25,7(0,19)b 28,0(0,20)c 28,9(0,19)d 29,6(0,19)e
PKA 20,6(0,13)a 21,3(0,13)b 22,7(0,14)c 23,0(0,13)c 23,9(0,13)d
Sufu 24,3(0,16)a 24,7(0,16)a 27,1(0,17)b 26,9(0,16)b 27,2(0,16)b
Gli2 24,2(0,22)a 24,1(0,22)a 25,8(0,23)b 25,8(0,22)b 25,6(0,23)b
Gli3 25,8(0,20)a 26,9(0,20)b 29,3(0,21)c 30,9(0,20)d 31,5(0,20)d

CC - Linhagem de corte, TT — Linhagem de postura, E9d - 9 dias embrionario, E17d - 17 dias embrionario, PE1d - 1
dia p6s-eclosdo, PE21d - 21 dias p6s-eclosdo, PE42d - 42 dias p6s-eclosdo. Cq — quantitative cycle. Valores seguidos
de mesma letra minuUscula na linha e maiuscula na coluna dentro de gene ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(p<0,05)

Durante a ontogenia, o nivel de RNAm de Shh dentro da linhagem de postura foi
mais expresso aos 9 dias da fase embrionaria, havendo um declinio na expressdo aos 17 dias do
estadio embrionario até o dia 1 p6s-ecloséo, no entanto mantendo o mesmo nivel de expresséo do
1 até os 42 dias ap0s a eclosdo (Tabela 8 e Figura 11). Foi observado um declinio de 128,0 +
1,31 vezes do estadio 9 embrionario aos 42 dias apés a eclosdao. Dentro da linhagem de corte, o
maior nivel de expressdo do RNAm de Shh ocorreu aos 9 dias do estddio embrionario, com um
declinio na expressdo aos 17 dias embrionario, que manteve-se nas idades 1, 21 e 42 pos-ecloséo
(Tabela 8 e Figura 11). Na linhagem de corte foi observado um declinio de 55,7 + 1,31 vezes do
estadio 9 embrionario em relagéo aos 42 dias ap0s a ecloséo.

A anélise da ontogenia demonstrou que na linhagem de postura 0 RNAm de Ptchl
foi mais expresso aos 9 dias da fase embrionaria, seguido pela queda da expressao até o dia 1
pos-eclosdo e mantendo este nivel nos dias 21 e 42 pos-eclosdo (Tabela 8 e Figura 11). Foi
observado um declinio de 9,8 + 1,24 vezes do estadio 9 embrionario aos 42 dias apds a ecloséo.

Na linhagem de corte 0 RNAm de Ptchl foi mais expresso aos 9 dias, havendo um declinio da
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expressao ate os 42 dias pds-eclosdo (Tabela 8 e Figura 11). Foi observado um declinio de 29,9 +

1,24 vezes do estadio 9 embrionario aos 42 dias ap0s a ecloséo.
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Figura 11 - Expressdo relativa dos genes Shh, Ptchl. CC — Linhagem de postura, TT — Linhagem de corte, E9 - 9
dias embrionéario, E17 - 17 dias embrionario, PE1 - 1 dia pés-eclosdo, PE21 - 21 dias pds-eclosdo, PE42
- 42 dias pos-eclosdo. Valor baixo da expressdo relativa significa maior expressdo génica. Valores
seguidos de mesma letra minUscula nos estadios de desenvolvimento e letras mailsculas entre as
linhagens, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

De maneira geral, o RNAm dos genes Shh e Ptchl foi mais expresso nas idades
embrionarias e diminuiu a sua expressao nas idades posteriores a eclosdo. O RNAmM de Shh e
Ptchl possui 0 mesmo padrdo de expressdao dentro da linhagem de postura, embora com
diferentes niveis de expressdo, onde foi observada alta expressdo aos 9 dias, havendo um declinio
da expressdo até o dia 1 e mantendo o nivel até os 42 dias ap0s a eclosdo (Tabela 8).

Obeservando a expressao do RNAm de Shh e Ptchl dentro da linhagem de corte,
verifica-se que esses genes sdo expressos concomitantemente aos 9 e 17 dias do estadio
embrionario, nas idades seguintes ha uma queda na expressdo de Ptchl enquanto que Shh
mantém o nivel do estaddio 17 embrionario. A alta queda da expressdo de Shh em ambas as
linhagens, ndo foi acompanhada pelo receptor Ptchl. A queda menos acentuada de Ptchl em
relacdo a Shh pode estar relacionada ao fato que Ptchl é receptor de outros genes da familia Hh,
tais como Desert hedgehog (Dhh) e Indian hedgehog (Ihh) que ndo foram investigados no
presente estudo. Além disso, Ptchl é auto-regulado pela via Hh.

Durante o desenvolvimento da musculatura esquelética (epaxial e hipaxial) Shh

funciona como um fator de sobrevivéncia e proliferacdo para as células (KRUGER et al., 2001).
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A auséncia de Shh induz a diferenciagdo dos mioblastos primarios, por sua vez, essa
diferenciacdo precoce esgota o pool de mioblastos em proliferacdo, resultando em menos massa
muscular. Por outro lado, o aumento dos niveis de expressdo de Shh mantém os mioblastos
primarios em um estado indiferenciado, permitindo a proliferacdo celular e consequentemente o
aumento na massa muscular em fases posteriores (BREN-MATTISON et al., 2002).

A expressdao de Shh estimula a proliferacdo celular e permite que as células
satélites permanecam se auto-renovando, enquanto que, a0 mesmo tempo, inibe a diferenciacéo
(KOLEVA et al., 2005; DUPREZ et al., 1998). Com base nisso, sugere-se que o declinio da
expressdo de Shh do estadio embrionario em direcdo aos 42 dias apds a eclosdo, foi necessario
para permitir a entrada dos mioblastos na fase de diferenciagdo. Tal fase é marcada pela
expressao MRF4, o qual verificou-se ser mais expresso nas idades apos a ecloséo.

A acdo de Shh na proliferacdo celular foi verificada por Koleva et al. (2005) em
células que ndo cessaram a proliferacdo por 72 horas apds exposicdo a Shh, ao mesmo tempo,
Shh causou a inibicdo da diferenciacdo de células satélites em miotubos. Com a inibi¢do do efeito
de Shh foi possivel visualizar a expressdo de miogenina, conhecida por ser expressa em células
em processo de diferenciacdo. Adicionalmente, esses autores verificaram que a expressao de Shh
impediu a morte celular. Estudos anteriores relatam a expresséo simultanea de Shh e seu receptor
Ptchl nas mesmas células (KOLEVA et., 2005; STRAFACE et al., 2008, ELIA et al., 2007)
indicando a existéncia de um mecanismo de regulacdo autécrino na musculatura esquelética
formada tardiamente, diferente do mecanismo paracrino de regulacdo que ocorre durante a
embriogénese.

Existem poucas pesquisas envolvendo a via Shh nos estadios avaliados neste
estudo. Dentro desse contexto, Elia et al. (2007), usando RT-PCR semiquantitativa, avaliaram a
expressdo do RNAm de Shh e Ptchl em cultivo de mioblastos da musculatura peitoral de
galinhas nos estadios 18 e 21 embrionarios e nos dias 1 a 5 apds a eclosdo. O RNAm de Shh
diminuiu no dia proximo a eclosdo, estadio 21 embrionario, aumentou a expressao no dia 1 apos
a eclosdo, mantendo esse nivel até o dia 4 apos a eclosdo e caindo novamente no dia 5 pos-
eclosdo, o mesmo perfil de expressdao foi observado no tecido da musculatura peitoral de
galinhas. Ja Ptchl apresentou o mesmo perfil de expressdao em todos os estadios avaliados nos

mioblastos cultivados, nas células indiferenciadas, nos miotubos e na musculatura peitoral.
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Na andlise da expressdo dos genes Smo, PKA, Sufu, Gli2 e GIli3 ndo foram
observadas diferencas significativas entre as linhagens. Na Tabela 8 s&o apresentados os
resultados da expressdo dos genes Smo, PKA, Sufu, Gli2, Gli3 nos estadios de desenvolvimento
embrionario e p6s-eclosao.

Como foi mencionado anteriormente, na presenca do ligante Shh o receptor Smo é
ativado. Smo entdo coordena mudancas nas proteinas Gli resultando na ativacdo da transcri¢ao
dos genes alvos, dentre eles estdo Glil e Ptchl (RUIZ i ALTABA et al., 2007). As trés proteinas
Gli, fatores de transcricdo zinc-finger, codificam ambas as funcgdes, ativadora e repressora. Em
mamiferos, Glil é um forte ativador transcricional, Gli2 apresenta ambas as funcdes, ativador e
repressor e Gli3 apresenta principalmente a atividade repressora. As proteinas Gli, quando
intactas, possivel de serem modificadas, codificam uma funcdo ativiadora, enquanto que a
atividade repressora é encontrada principalmente na por¢do C-terminal de Gli2 e Gli3 quando
processadas proteoliticamente (RUIZ i ALTABA, 1999; RUIZ i ALTABA et al., 2007).

Para a sinalizacdo correta da via Shh é necesséria a acdo de PKA e Sufu,
conhecidos como reguladores negativos da sinalizacdo Hh. A PKA tem sido atribuida funcdo na
regulacao do processamento da proteina Gli3 intacta, a forma repressora (Gli3R) (TIECKE et al.,
2007) e Sufu age regulando a entrada de Gli no nucleo celular (BARNFIELD et al., 2005).
Sugere-se que a ativagdo de Smo inibe a funcdo de Sufu (RUIZ i ALTABA et al., 2007).

Embora as atividades transcricionais de Gli sejam inibidas por Sufu e PKA, esse
processo é indispensavel para a sinalizacdo correta de Hh. Gli2 é processado com perfil ativador
(GliA) enquanto que Gli3 é processado com perfil repressor (GliR). Em todas as espécies nas
quais a sinalizacdo de Hh ja foi estudada, a ativacdo da sinalizacdo de Hh inibe o processamento
proteolitico das proteinas citoplasméaticas Gli e leva a producdo das formas do ativador
transcricional (GliA). O balanco entre as formas ativadora e repressora das proteinas Gli é de
grande importancia na resposta celular a sinalizacdo de Hh e ocorre através da combinacdo da
inibicdo da represséo e ativacao destas (RUIZ i ALTABA et al. 2007).

Uma vez que Gli3 forma repressora é gerada, é liberada de Sufu e entra no ndcleo
da célula para reprimir genes alvos (HUMKE et al., 2010). Esses autores relatam que a interacdo
entre Gli3 e Sufu regula a formacdo de uma forma repressora ou ativadora de Gli3. Na auséncia

do sinal de Hh, Sufu restringe Gli3 ao citoplasma promovendo seu processamento em uma forma
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repressora (Gli3R). Quando ha sinal de Hh, Gli3 dissocia-se de Sufu, impedindo a formacdo de
Gli3R, e permite que Gli3 entre no ndcleo, onde é convertida em um ativador transcricional.

Esta claro que o controle da expressdo da via de acdo de Shh deve ser
precisamente regulado para que haja um correto desenvolvimento e funcionamento da
musculatura. No presente estudo verificou-se que a expressdo do RNAm de Smo foi maior aos 9
dias da idade embrionéria, diminuindo gradativamente até os 42 dias pds-eclosdo (Tabela 8 e
Figura 12). Foi observado um declinio de 55,7 + 1,14 vezes do estadio 9 embrionario aos 42 dias
apos a eclosdo. O RNAm de PKA foi mais expresso aos 9 dias da idade embrionéria, seguido
pela reducdo da expressao até os 42 dias pos-eclosdo (Tabela 8 e Figura 12). A reducdo da
expressao foi de 9,8 + 1,10 vezes do estadio 9 embrionario aos 42 dias ap6s a eclosao.

O RNAm do gene Sufu foi mais expresso aos 9 e 17 dias da idade embrionaria,
seguido pela reducdo da expressdo no dia 1 pos-eclosdo e mantendo esse nivel de expressao até
0s 42 dias pos-eclosdo (Tabela 8 e Figura 12). Observou-se um declinio de 7,5 + 1,10 vezes do
estadio 9 embrionario aos 42 dias apds a eclosdo. O RNAm do gene Gli2 foi mais expresso aos 9
e 17 dias da idade embrionaria, seguido pela reducdo da expressdo no dia 1 pds-eclosdo e
mantendo este nivel de expressao até os 42 dias pds-eclosdo (Tabela 8). O declinio observado do
dia 9 em relacédo ao dia 42 foi de 2,8 + 1,16 vezes.

O gene Gli3 foi mais expresso aos 9 (p<0,01) dias embrionério, seguido por uma
reducdo gradativa até os 21 dias e mantendo esse nivel aos 42 dias pos eclosdo (Tabela 8 e Figura
12). Foi observado um declinio de 52,0 + 1,15 vezes do estadio 9 embrionario aos 42 dias apés a

eclosdo.
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Figura 12 - Expresséo relativa dos genes Smo, PKA, Sufu, Gli2 e Gli3. CC — Linhagem de postura, TT — Linhagem
de corte, E9 - 9 dias embrionario, E17 - 17 dias embrionario, PE1 - 1 dia pés-eclosdo, PE21 - 21 dias
po6s-eclosdo, PE42 - 42 dias p6s-eclosdo. Valor baixo da expressdo relativa significa maior expressao
génica. Valores seguidos de mesma letra minUscula nos estadios de desenvolvimento e letras maidscilas
entre as linhagens, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
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De maneira geral, o RNAm dos genes Smo, PKA e Gli3 foi mais expresso nas
idades embrionarias e diminuiu gradativamente nas idades seguintes a eclosdo, apresentando um
padrdo de expressdo semelhante, embora com diferentes niveis de expressdo. Segundo HUMKE
et al. (2010), na presenca de Shh, GIli3 é liberada de Sufu e entdo € processada na forma
ativadora, podendo ativar os genes alvos.

Foi verificado que Sufu e Gli2 apresentaram o mesmo perfil de expressao, no qual
0 RNAm foi mais expresso aos 9 e 17 dias embrionarios e com queda de expressao apos a
eclosdo, mantendo o mesmo nivel de expressdo em todas as idades estudadas apds a ecloséo.
Segundo Barnfield et al. (2005) Gli2 é regulado por Sufu, geralmente este é sequestrado por
Sufu, assim impedindo a importacdo de Gli2 ao nucleo da célula.

Wang et al. (2010) quantificaram o0 RNAm de Glil, Gli2 e Gli3 em fibroblastos
embrionarios de ratos Sufu negativos usando RT-PCR semi quantitativa. Esses autores
compararam o nivel de RNAm dos genes em células mutantes Sufu negativas e em células
selvagens. Foi verificado que a expressdo de Glil aumentou nas células Sufu negativas, a
expressao de Gli2 ndo foi alterada, enquanto que os niveis da expressdo de Gli3 reduziram.
Resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo, pois enquanto foi verificada uma leve
queda da expressdo de Sufu, a expressdo de Gli3 foi mais brusca (Tabela 8). Por outro lado, foi
verificado que o nivel de expressdo de Gli2 acompanhou a queda da expressao de Sufu. Renault
et al. (2008), estudaram a expressao de Gli2 e Gli3 na resposta a injdria apds a inducdo de
isquemia em ratos. Os autores verificaram que o RNAm de Gli2 e Gli3 foi superexpresso no

tecido isquémico e sua expressao foi associada a proliferacédo e sobrevivéncia dos mioblastos.

4.5.2 Expresséo da Via de Acédo Shh entre as linhagens

Né&o houve diferenca significativa na expressao dos genes Smo, PKA, Sufu, Gli2 e
Gli3 entre as linhagens de corte e postura (Tabela 8).

O RNAm de Shh nédo apresentou diferenca de expressdo nas idades embrionarias,
no entanto foi verificada diferenga de expressao entre as linhagens apés a eclosdo, onde 0 RNAm
do gene Shh foi 2,8 + 1,31 vezes mais expresso na linhagem de corte em relacéo a de postura no

dia 1 (p <0.05) apos a eclosdo (Tabela 8 e Figura 11).
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No presente estudo foi demonstrado que no dia 1 ap6s a eclosdo 0 RNAmM de Pax7
também foi mais expresso na linhagem de corte. Dessa maneira, a maior expressdo do RNAm de
Pax7 e Shh logo apds a eclosdo na linhagem de corte em relacdo a de postura pode indicar que as
aves da linhagem de corte tém uma populacdo maior de células satélites proliferando, enquanto
que na linhagem de postura est& ocorrendo maior diferenciagéo celular.

N&o foi observada diferenca significativa entre as linhagens para o gene Ptchl
durante os estadios embrionarios avaliados. Apés a eclosaio o RNAm de Ptchl foi 3,5 + 1,24
vezes mais expresso na linhagem de postura em relacéo a de corte somente aos 42 (P <0.05) dias
(Tabela 8 e Figura 12). Da mesma maneira, foi verificado que Pax7 e Miogenina foram mais
expressos na linhagem de postura aos 42 dias pos-eclosdo. Observados em conjunto, esses dados
sugerem que nesta idade a linhagem de corte apresenta mais células em proliferacdo, o que

resultara na hipertrofia muscular.
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5 CONCLUSAO

Os genes Myf5, Miogenina, MRF4, Pax7, Shh e Ptchl foram diferencialmente expressos

durante os estadios de desenvolvimento e entre as linhagens.

Os genes MyoD, Miostatina, Smo, Pka, Sufu, Gli2 e Gli3 foram diferencialmente

expressos somente durantes os estadios de desenvolvimento.

Os genes MyoD, Myf5 e Pax7 foram mais expressos na fase embrionaria, onde ha maior
proliferacdo celular. Os genes da Miogenina e MRF4, os quais atuam no processo de
diferenciacéo celular, apresentaram uma auto-regulacdo entre eles durante os estadios de
desenvolvimento, indicando constante crescimento muscular. O gene da Miostatina

demonstrou estar inibindo o crescimento muscular nos dias que antecedem a eclosao.

Os genes da via de acdo Shh foram mais expressos nas idades embrionarias, onde esta via
age como um fator de sobrevivéncia e proliferacdo celular, e menos expressos nas idades
posteriores a eclosdo, provavelmente, para que haja o processo de diferenciacdo dos

mioblastos.

Verificou-se que os genes foram diferencialmente expressos sendo coordenados espaco-
temporalmente, permitindo assim um ajuste sutil entre proliferacdo e diferenciacdo das
células musculares, colaborando para as diferencas fenotipicas observadas entre as

linhagens.
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