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Capitulo 1 - Introdugao

1.1.Tecido muscular esquelético: funcdes e estrutura

O tecido muscular esquelético ¢ um tecido amplamente distribuido pelo
corpo humano e responsavel por uma série de funcdes, tanto bioquimicas quanto
mecanicas. Do ponto de vista bioquimico o musculo esquelético ¢ fonte de
energia, sendo um reservatorio de glicogénio e aminoacidos para o uso no proprio
tecido e por outros. Em termos mecanicos, o misculo esquelético € responsavel
por transformar energia quimica em energia mecanica, 0 que permite a execugao
de movimentos voluntarios do corpo humano e a consequente execugdo de
atividades como a movimentacao, pratica de exercicios fisicos e intera¢ao social

(FRONTERA; OCHALA, 2015).

Representando aproximadamente de 35% a 45% da massa corporea total, o
musculo esquelético ¢ muito bem compartimentalizado e organizado com
subdivisdes independentes unidas por tecido conjuntivo. Hierarquicamente, as
menores estruturas compartimentalizadas sdo as fibras musculares, cada uma
delas envolta por uma camada de tecido conjuntivo denominado endomisio. Num
segundo nivel hierarquico estao os feixes de fibras musculares que sao unidos por
uma segunda camada de tecido conjuntivo chamada de perimisio e, por ultimo,
estes feixes de fibras musculares sdo unidos por uma ultima camada de tecido
conjuntivo denominado epimisio, formando assim uma macro unidade contratil

(fig.1) (DUMONT; WANG; RUDNICKI, 2015a; MAHDY, 2019).
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Figura 1: Esquema da macroestrutura do misculo esquelético. O tecido conjuntivo
¢ responsavel pela integracdo das fibras musculares no musculo esquelético, formando
uma macro unidade contratil. Adaptado de FERNANDEZ-COSTA et al., 2021.

As fibras musculares possuem caracteristicas unicas em termos de
organizacao celular. Cerca de 80% do sarcoplasma das fibras musculares ¢
preenchido por miofibrilas que, por sua vez, sao formadas pelo conjunto seriado
de sarcomeros. Os sarcomeros consistem principalmente de filamentos de actina
(filamentos finos) e filamentos de miosina (filamentos grossos) que conferem as
estriacdes transversais caracteristicas das unidades contrateis do musculo

esquelético (fig. 2) (FRONTERA; OCHALA, 2015).

Cada miofibrila estd em contato direto com o reticulo sarcoplasmatico, que
¢ responsavel pelo armazenamento e liberacdo de ions de célcio durante a
contracdo muscular. O estimulo para contragdo muscular se d4 através de um
potencial de agdo que se propaga dos neurénios motores ao sarcolema até
chegarem ao reticulo sarcoplasmatico, que ao receber o potencial de acdo libera

no sarcoplasma ions Ca** armazenados (MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020).
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Banda Z

Filamento fino Filamento grosso
actina miosina

Sarcimero

Figura 2: Organizaciao estrutural da miofibrila. A Miofibrila é composta por um
conjunto de sarcomeros organizados em série. Os sarcOmeros sao compostos
principalmente por filamentos finos de actina e filamentos grossos de miosina. Adaptado
de “Myofibril  Structure”, por Biorender.com (2022) disponivel em
https://app.biorender.com/biorender-templates.

A transferéncia do potencial de acdo do sarcolema a membrana do reticulo
sarcoplasmatico € otimizada gracgas a estruturas denominadas tabulos T, que sdo
invaginagdes transversais da membrana plasmatica que atravessam as fibras e
estdo em contato direto com a membrana do reticulo sarcoplasmatico. Essa

estrutura ¢ denominada triade (fig. 3) (FRONTERA; OCHALA, 2015) .
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Tubulo Reticulo Abertura do Nucleo

transverso sarcoplasmatico \ tubulo T

Mitocdndria
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terminal

Figura 3: Componentes mecanicos da fibra muscular. Nota-se a membrana
sarcoplasmatica bem proxima ao reticulo sarcoplasmatico, facilitando a transferéncia do
potencial de agdo entre as membranas. Os tibulos T juntamente com as cisternas
terminais do reticulo sarcoplasmatico formam a triade, que otimiza a transferéncia do
potencial de acdo e garante que as miofibrilas se contraiam de maneira homogénea.
Modificado de FRONTERA; OCHALA, 2015.

Uma vez liberado, o cdlcio atua nos sitios de ligagdo a actina permitindo
que a miosina se ligue a actina e execute seu movimento de deslizamento,
utilizando a hidrodlise de ATP como fonte de energia, promovendo o encurtamento
do sarcomero, e a aproximacdo das bandas Z. Os sarcoOmeros estdo
adequadamente ancorados ao sarcolema e este a matriz extracelular para que
ocorra uma contracao de toda estrutura da fibra muscular. Para que este processo
ocorra € necessario a atuagao de uma série de proteinas que fazem a ligacao entre
o sarcomero, o sarcolema e a matriz extracelular (MUKUND; SUBRAMANIAM,
2020). Este complexo proteico tem o nome de Complexo Distrofina
Glicoproteinas (CDG) e ¢ formado por proteinas como a Distrofina, o-
distrogicanla, B-distroglicana, dentre outras (CAMPBELL; KAHL, 1989;
ERVASTI et al., 1990).
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1.2.Fases do desenvolvimento muscular e regulacao molecular da miogénese

O desenvolvimento muscular passa por diversas fases, incluindo a
miogénese embrionaria, miogénese fetal e miogénese neonatal. Na fase inicial da
miogénese embriondria, células progenitoras musculares dao origem aos
mioblastos embriondrios que se diferenciam em midcitos, que se fundem para
gerar as fibras musculares primarias. Estas servirdo como molde para o
desenvolvimento muscular durante a miogénese fetal. Nesta fase, midcitos podem
fundir-se as fibras primadrias ou fundir-se entre si a fim de gerar fibras secundarias
adicionais. Na miogénese neonatal ocorre uma rapida proliferagdo e fusdo dos
mioblastos neonatais, que sao responsaveis por um intenso crescimento muscular.
Durante a fusdao dos mioblastos e a formacao das fibras musculares, seus nucleos
ficam localizados no centro da fibra muscular, o que ¢ uma caracteristica marcante
da fibra muscular imatura. No decorrer da sintese de miofibrilas o nticleo migra
gradualmente para a periferia da fibra, adquirindo uma posicao subsarcolemal. No
musculo esquelético adulto, observamos a citoarquitetura das fibras musculares
com diametro homogéneo e fibras com nucleos localizados na sua periferia
(ABMAYR; PAVLATH, 2012; BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012;
PARKER; SEALE; RUDNICKI, 2003).

Alguns musculos do corpo sdo gerados a partir de estruturas diferentes
durante a fase embrionaria, como acontece com os musculos da cabeca e pescogo
que se originam do mesoderma craniano nao segmentado (compreendendo o
mesoderma craniano paraxial e pré-cordal). Por outro lado, a musculatura do
tronco e dos membros deriva do dermomi6tomo, uma regido mais amadurecida
dos somitos. No entanto, a regulacao do processo de formagao do musculo a partir
das células progenitoras embrionarias segue o mesmo padrao em todos os

musculos (BUCKINGHAM, 2001; ZAMMIT, 2017).
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O desenvolvimento muscular, processo extremamente complexo, demanda
rigido controle molecular e tem como principais orquestradores um conjunto de
proteinas especificas do musculo (e.g. MYF5, MYF6, MYOD e MYOQG),
chamados de Fatores de Regulacdo Miogénica (MRFs, do inglés Myogenic
Regulatory Factors). Estes atuam em vdarios pontos da miogénese, para
estabelecer o fenotipo do musculo esquelético através da regulacdo da
proliferacdo, saida irreversivel do ciclo celular de células precursoras, (ou o
repovoamento da linhagem de mioblastos), e a ativacdo regulada de genes de
proteinas sarcoméricas e especificas do musculo, o que facilita a diferenciagado e

a montagem do sarcomero (fig. 4) (OTT et al., 1991; TAJBAKHSH et al., 1998).

Proliferacao Diferenciagéo Maturagdo \
)
: o
' !
o —_— / e e =
MYF5 MYOG & P
MYOD / MYF6 ' Fr;
&
Somitos Mioblastos Midcitos Miotubo Miofibra

Figura 4: Miogénese a partir de células precursoras musculares originadas nos
somitos. O mioblastos originados de células precursoras dos somitos passam por intensa
proliferacao, que ¢ regulada principalmente por MYOD e MYF5. A diferenciacao e
maturagdo final sdo reguladas principalmente por MYF6 ¢ MYOG. Adaptado de
Biorender.com (2022) disponivel em https://app.biorender.com.

A partir das células progenitoras embrionarias podemos tragar uma linha
temporal para demonstrar em que momento do processo de formacdo dos
musculos atuam os principais fatores de transcrigdo musculares e como regulam

este processo. Nessa escala temporal, um fator de transcri¢ao importantissimo ¢ o
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PAX3, que ¢ responsavel pelo comprometimento da célula progenitora
embrionaria com a linhagem muscular, além de atuar no processo de
autorrenovacao e sobrevivéncia celular. O fator PAX3 ¢ amplamente expresso em
células precursoras miogénicas durante periodo embriondrio (fig. 5). Por outro
lado, no musculo adulto a expressao de PAX3 ¢ praticamente nula, tendo sua
expressao mantida somente em células satélite, células-tronco musculares, de
alguns musculos, como por exemplo o graciles. Essa questdo estd ligada a sua
origem embriondria € nao ao tipo de fibra (BUCKINGHAM et al., 2003;
RELAIX; ZAMMIT, 2012). Com a diminui¢dao na expressao de PAX3 apds o
nascimento, PAX7 cumpre um papel semelhante fundamentalmente (fig. 5).
Assim como PAX3, o PAX7 estd associado a autorrenovagao e sobrevivéncia
celular, garantindo assim a manutencdo do poo/ de células satélite no mtsculo
adulto (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012; KASSAR-DUCHOSSOY
et al., 2005; SOLEIMANI et al., 2012). Camundongos com mutagdes em
homozigose no gene Pax7 sobrevivem por cerca de 3 semanas apos 0 nascimento
(PROSKOROVSKI-OHAYON et al., 2017). J& em humanos, alteragdes em
homozigose no gene PAX7 leva a um quadro de miopatia congénita com atrofia e
fraqueza muscular, baixa estatura e degeneragdo muscular progressiva devido a
diminuicao no pool de células satélite e, consequentemente, a diminui¢do do

crescimento e da capacidade de regeneragao muscular (FEICHTINGER et al.,

2019).

A medida que a diferenciacdo avanca, os MRFs tém um papel regulatorio
crucial nas etapas de formacao da fibra muscular. Composto por MYF5, MYOD,
MYOG e MYF6, estes fatores de transcricao atuam essencialmente no musculo
por compartilharem uma regido central com um motivo bésico hélice-alga-hélice.
O dominio hélice-alga-hélice conduz a ligagdo do DNA a sequéncia E-box
encontrada em sequéncias promotoras e potenciadoras de muitos genes musculo-

especificos (BERKES; TAPSCOTT, 2005; OLSON, 1990). Para que a célula
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progenitora avance no processo de diferenciagdo € necessdria a expressao de
MYFS5 que, por consequéncia, ativa a expressdo de MYOD. Quando ativo,
MYOD induz a expressao de MYOG, o que resulta na regulacdo negativa da
expressao de MYF5. A alteragdo na expressao de MYF5 para MYOG faz com
que a célula saia do ciclo celular e se encaminhe para diferenciacdo. A atividade
conjunta de MYOD e MYOG leva a ativagdao de MYF6 e outros genes de
diferenciagdo muscular terminal para permitir a fusdo dos mioblastos, formagao
dos miotubos e inicio da formagao dos sarcomeros e das fibras multinucleadas.
Por fim, em musculos maduros diferenciados, MYF6 continua a ser expresso em
altos niveis enquanto a expressio de MYOD e MYOG ¢ entdo regulada
negativamente (fig. 5) (DEATO et al., 2008; LIU et al., 2012; YAO et al., 2011;
ZAMMIT, 2017).

l
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Figura 5: Fatores de transcricdo envolvidos no processo de miogénese. (A) Etapas
celulares do desenvolvimento muscular. (B) Regulacao da miogénese por uma série de

fatores de transcricdo que atuam em escala temporal durante a formacao do musculo.
Modificado de: ALMEIDA et al., 2016.
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Dada a importancia dos fatores de transcricdo que regulam a miogénese, ¢
de se esperar que alteracdes que levem a alteragdes na expressao ou até a auséncia
de expressdao dos mesmos possam resultar em consequéncias drasticas, como a
nao formagao de musculo. De fato isso ocorre na auséncia da expressao de Myog,
que leva a deficiéncia na diferenciacao terminal e auséncia de fibras musculares
(NABESHLMA et al., 1993; RAWLS et al., 1995; VENUTI et al., 1995). Por
outro lado, o que acontece, na maioria dos casos, ¢ que alguns destes genes t€ém
func¢des redundantes e que, na auséncia de um destes fatores de transcrigao outros
podem assumir a sua fung¢do. Isso foi demonstrado em camundongos Myod-/-
onde uma elevada expressdao de Myf5 permite que ocorra uma formacao normal
da musculatura esquelética (RUDNICKI et al., 1992). Elevada expressao de Myog
também foi observado em camundongos com auséncia de expressao de Myf6
(VENUTI et al., 1995). Para demonstrar a sobreposicao de atuacao destes genes,
alguns trabalhos mostraram que quando anuladas a expressao de dois MRFs que
tém papéis similares, a formacdo do musculo fica comprometida. Isso acontece
em camundongos duplo knockout para Myod e Myf5 que nascem com auséncia
total de musculatura esquelética e morrem logo apos o nascimento (RUDNICKI
et al., 1993). Camundongos duplo knockout MyoD e Myf6 também tém
deficiéncia na formagao de fibras musculares (RAWLS et al., 1995). Apesar desta
compensagdo parcial pela sobreposicdo funcional destes genes, ¢ notavel a
importancia de uma expressao equilibrada deste conjunto de genes para que a
formagdao do musculo seja orquestrada e ocorra um desenvolvimento muscular

normal.
1.3.Principais etapas celulares da regeneracio muscular

Com uma imensa capacidade regenerativa, o tecido muscular esquelético
pode se restabelecer em pouco tempo apds lesdo, € os passos necessarios para o

restabelecimento completo do musculo recapitulam as fases da miogénese

(BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012). Essa répida e efetiva resposta se
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da gracas a uma subpopulagdo de células musculares parcialmente
indiferenciadas, mononucleares, que se localizam nas periferias das fibras
musculares. Estas células sio denominadas células satélite, também chamadas de
células precursoras miogénicas (MAURO, 1961), que conferem a musculatura
uma grande capacidade de se adaptar a demandas como crescimento e
regeneracdo. Ocupando uma posi¢do estratégica, entre o sarcolema e a lamina
basal da fibra muscular, estas células estdo aptas a reparar a fibra ao menor sinal
de lesdo. A proximidade com a fibra ¢ fundamental na rapida resposta destas
células as lesdes e a necessidade de crescimento do musculo (BISCHOFF, 1990;
BISCHOFF; HEINTZ, 1994). Além disso, essa populacao de células satélite pode
suportar diversos ciclos de lesdo e regeneracao e respondem prontamente assim
que estimuladas (CHARGE; RUDNICKI, 2004; DUMONT; WANG;
RUDNICKI, 2015; KUANG et al., 2007). Apds terem recebido o estimulo através
da lesdo, as células satélite, agora ativadas, sofrem um processo de divisao
assimétrica, onde parte das células volta ao seu estado quiescente e a outra parte
inicia um intenso processo de proliferagao seguido de diferenciacao. Essas células
em estado proliferativo, denominadas mioblastos/midcitos migram ao local da
lesdo e se fundem a fibra a ser regenerada (i.e. hipertrofia) ou fundem-se entre si
para formar uma nova fibra (i.e. hiperplasia). Apds este processo ¢ possivel notar
fibras musculares com nucleos internalizados, caracteristicos de fibras em
processo regenerativo. Por fim, esta fibra recém-regenerada passa por um
processo de maturagdo com a migracao do nucleo para a regido periférica da fibra,
e entdo o ciclo de regeneracao se completa (HAWKE et al., 2001). Em suma,
podemos classificar as etapas de regeneracdo como, ativacao/proliferacao,
migragdo, fusdo e maturagdo (fig. 6). Cada uma destas etapas ¢ notadamente
importante e, alteragdes em uma ou mais destas etapas pode levar a prejuizos na

formacao do musculo.
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Figura 6: Ciclo de regeneraciao muscular a partir de estimulo por lesdao. A imagem
mostra as principais etapas do processo de regeneracdo muscular, como a ativagao e
proliferacdo celular, a migracdo e fusdo dos mioblastos as fibras lesionadas e a
maturagdo da fibra recém-regenerada. Modificado de Hawke e Garry, 2001.

Entre as fases do ciclo da regeneragao muscular, a fusdo dos mioblastos ¢
um processo especialmente critico. Mesmo sendo extremamente relevante, existe
uma lacuna do conhecimento na literatura em relacdo aos mecanismos moleculares
de regulagdo da fusdo quando comparados aos demais passos do ciclo. Devido a
falta de métodos para reconstituir a fusdo muscular em laboratdrio até 10 anos atras
(i.e. 2013), as proteinas responsaveis por esta etapa do ciclo de regeneracao
muscular permaneceram nao-identificadas, tornando um processo atraente de ser

investigado cientificamente (SAMPATH; SAMPATH; MILLAY, 2018).
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1.4. Controle molecular da fusao celular durante o processo de

regeneraciao muscular

A fusdo celular ¢ um evento bioldgico que ocorre apenas em um numero
limitado de tipos celulares em mamiferos, como espermatozoides e ovocitos
durante a fertilizacdo, trofoblastos durante a formacao da placenta, macréfagos
durante formagao de células gigantes e osteoclastos, além de mioblastos durante
a miogénese e regeneragdo muscular (HERNANDEZ; PODBILEWICZ, 2017;
PETRANY; MILLAY, 2019). Este evento possui uma regulagao bem orquestrada
e envolve passos importantes como migracao, reconhecimento celular, adesao,
sinalizagdo celular, alteragdo do citoesqueleto e rearranjo da membrana
plasmatica. Isso permite que ocorra a aproximacao e a ligacdo entre duas
membranas em uma unica bicamada e a mistura dos contetidos citoplasmaticos
(ABMAYR; PAVLATH, 2012). No musculo esquelético, este ¢ um evento chave

tanto no reparo quanto na formacao de fibras musculares.

Dado que a fibra muscular € a estrutura funcional do musculo esquelético,
um sincicio multinucleado, formado a partir da fusdo de varias células
mononucleadas, entende-se que o processo de fusdo entre mioblastos ¢ um
processo crucial para a formagao da musculatura esquelética e para o seu processo
de regeneracgdo. De fato, o processo de fusdo entre mioblastos durante a formacao
de uma nova fibra e entre mioblastos e fibras musculares durante a regeneragao ¢
extremamente importante. Isso porque, sem que ocorra o correto processo de

fusdo celular a musculatura esquelética ndo ¢ formada e/ou reparada

(HERNANDEZ; PODBILEWICZ, 2017).

Todo o processo de fusdo celular durante a formagdo e reparo na
musculatura esquelética ¢ orquestrada pelos MRFs, que regulam a expressao de
proteinas como myomixer (MYMX) e myomaker (MYMK), dentre outras. A

descoberta da proteina transmembrana MY MK foi um grande passo para o melhor
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entendimento que rodeia este processo (MILLAY et al., 2013). Expresso somente
em células musculares, quando sua expressao ¢ induzida em fibroblastos MYMK
pode promover a fusao destes fibroblastos com mioblastos. Apesar disso, MYMK
ndo tem capacidade de promover a fusdo entre fibroblastos somente. Essa
incapacidade levou a identificacdo da segunda proteina de membrana MYMX
como parceira nesta fusdo. Esta proteina € expressa especificamente em musculo
esquelético e foi descrita e nomeada por trés grupos independentes em um mesmo
periodo (myomixer; myomerger; minion) (BI et al., 2018; QUINN et al., 2017;
ZHANG et al., 2017). Quando expressas em conjunto, MYMK e MYMX podem
induzir a fusao inclusive entre fibroblastos (QUINN ez al., 2017; SHI et al., 2017).
No processo de regeneragdo normal, a expressao tanto de MYMX quanto de
MYMK ¢ induzida pela expressao tanto de MYOD quanto de MYOG (MILLAY
et al.,2014; ZHANG et al., 2020). Tanto MYMK quanto MYMX sdo expressos
durante a fase embrionaria, mas ndo em miofibras adultas e saudaveis. A
expressao de MYMK em fibras adultas, quando induzida, contribui para a
ocorréncia de danos e instabilidade da membrana sarcoplasmatica (PETRANY et
al., 2020). Apds lesdo induzida, tanto MYMK quanto MYMX sdo ativados em
células satélite. A expressao destes genes nao foi identificada em outros tipos
celulares que passam por fusao, como ostedcitos, gametas etc. Isso reforga a ideia
de serem proteinas atuantes no processo de fusdo de mioblastos especificamente
(LEHKA; REDOWICZ, 2020). Em camundongos, experimentos de perda de
fungdao para MYMK e MYMX revelaram que estas proteinas sao necessarias para
a formacao do musculo. A perda destes genes provoca morte ao nascimento por
falta de musculo esquelético. Além disso, a cultura de mioblastos destes animais
modificados mostrou que as células sdo capazes de se diferenciar, mas nao de se
fundir, confirmando um papel especifico das proteinas no processo de fusao (BI
et al., 2017, ZHANG et al., 2017). Uma caracteristica interessante ¢ de que
enquanto MYMK ¢ necessaria em ambas as células que se fundirdo, MYMX ¢

necessaria em somente uma das células. Isto pode significar que uma simples
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célula expressando MYMX pode desencadear a formagdao de um novo miotubo
(CHEN et al., 2019). Com base nos estudos atuais, fica evidente que estas duas
proteinas sdo essenciais para o processo de fusdo dos mioblastos. Sabe-se,
também, que existe interacao fisica entre elas, porém ainda € obscuro o correto

mecanismo de acdo e interacdo entre essas proteinas.

Outra proteina que foi descrita como participativa no processo de fusao em
mioblastos ¢ a colageno 24 alfa-1 (COL25A1). Componente da matriz
extracelular (MEC), esta proteina € uma proteina transmembrana, onde a porc¢ao
extracelular ¢ clivada para compor a MEC. Seu papel preciso no processo de fusao
de mioblastos ainda ndo ¢ conhecido, mas sua participacao neste processo foi
descrita em um estudo realizado por GONCALVES et al., 2019, que mostrou que
a auséncia da expressao de COL25A1 leva a um prejuizo na fusdo in vivo de

mioblastos em camundongos.

Seja atuando diretamente no processo de fusdo ou regulando etapas que
levam a fusdo entre mioblastos, como a sinalizagdo celular, a migracao e o
remodelamento da membrana plasmatica, diversas proteinas tém sido
correlacionadas a diferentes etapas do desenvolvimento e regeneracao do
musculo. Uma destas proteinas ¢ a palmdelphin (PALMD), proteina
citoplasmatica recém-descrita como atuante na formagao de miotubos (NIE ez al.,
2017). PALMD ¢ uma isoforma citoso6lica predominante de uma familia de
proteinas implicadas na dinamica da membrana plasmadtica e no controle da forma
celular (HU et al., 2005). Em um recente estudo, se demonstrou que sua inibi¢ao
através de pequenos RNAs de interferéncia (siRNA) na linhagem celular de
mioblastos de camundongo C2CI12 levou a inibigdo da diferenciagdo destas
células, enquanto a superexpressaio de PALMD aumentou o processo de
diferenciagdo miogénica. No entanto, seus mecanismos moleculares e celulares

de participacdo na fusdo de mioblastos ainda precisam ser esclarecidos (NIE et

al., 2017).
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Também ainda ndo esclarecidos totalmente estdo os mecanismos por tras
da atuacgdo de shisa2 (SHISA2) no processo de fusdao em mioblastos. SHISA2 ¢
uma proteina de reticulo endoplasmatico, que atua como adaptador para modular
funcdes de outras proteinas de membrana, como receptores de superficie celular,
por exemplo (PEI; GRISHIN, 2012). Um estudo recente mostrou que SHISA2
pode atuar no remodelamento do citoesqueleto através da polimerizagdo da F-
actina, o que esta diretamente ligado a capacidade de migragao da célula. Quando
super expressa em mioblastos, SHISA2 promove um aumento de F-actina
polimerizada, quantidade de Ilamelipddios e filopddios. Partindo destas
observagdes, a sugestdo ¢ que o aumento no processo de fusdo pela

superexpressao de SHISA2 se da pelo aumento na mobilidade celular

(WROBLEWSKA et al., 2016).

1.5. Sindromes associadas a deficiéncia do processo de fusiao celular no

tecido muscular

No caso de haver alguma deficiéncia no processo de fusdo, a formacao e a
regeneracdo do musculo podem ser comprometidas. E o caso da sindrome de
Carey-Fineman-Ziter 1, que ¢ um distarbio multissistémico congénito
caracterizado por hipotonia, sequéncia de Moebius (paralisia facial congénita
bilateral com abducdo ocular prejudicada), complexo de Pierre Robin
(micrognatia, glossoptose e palato ogival ou fenda palatina), atraso nos marcos
motores ¢ déficit de crescimento. Estes sintomas sdo resultados de alteracdes

genéticas em um gene que codifica uma proteina que atua diretamente no processo

de fusdao de mioblastos, a MYMK (DI GIOIA et al., 2017; PASETTI et al., 2016).

No ano de 2022 foi reportada uma familia com fenotipo semelhante ao da
sindrome de Carey-Fineman-Ziter 1 e identificou-se nos individuos afetados
alteracdes em outro gene que codifica uma proteina com fungao muito semelhante

ade MYMK, o gene que codifica MYMX. Desta forma, MYMK e MYMX parecem
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ser extremamente importantes no processo de fusdo de mioblastos. Ao conjunto
de alteragdes clinicas ocasionadas pelas alteracoes genéticas em MYMX, foi dado
o nome de sindrome de Carey-Fineman-Ziter 2 (RAMIREZ-MARTINEZ et al.,
2022). Além disso, a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ja foi associada ao
aumento da expressdo de MYMX em modelos animais mdx (i.e. modelo de
distrofia muscular que exibe degeneracdo e regeneracdo muscular durante a
progressao da doenga), quando comparados aos controles selvagens (BI et al.,

2017).

Com menor acometimento muscular, alteragdes bialélicas no gene
COL2541, que codifica a proteina COL25A1 causam um fenotipo conhecido
como fibrose congénita dos musculos extraoculares-5. Esse quadro clinico ¢
caracterizado por ptose com denervacdo do musculo levantador da palpebra de
uma ou ambas as Orbitas, dentre outros sintomas (SHINWARI et al., 2015). Em
estudo publicado anteriormente GONCALVES et al., 2019 sugere que COL25A1

atua no processo de reconhecimento e adesao durante a de fusdo de mioblasto.

Recentemente outras proteinas também foram relatadas como atuantes no
processo de fusdo de mioblastos, porém nenhum fendtipo estd associado a

alteracdes nestes genes, que € o caso dos genes PALMD e SHISA?.

Visto que pequenas alteragdes em genes que codificam proteinas
importantes para a formacao e reparo das fibras musculares podem gerar graves
consequéncias, 0 mesmo pode ocorrer no caso de alguma alteracao secundaria na
expressdao destas proteinas. Em doengas cronicas como distrofias musculares,
alguns efeitos secundérios sdo observados e ndo estdo diretamente ligados a
auséncia/deficiéncia primdria da proteina. Um exemplo € o processo inflamatorio
constante na musculatura de pacientes com DMD. O processo inflamatdrio ndo ¢
resultado direto da auséncia de distrofina no musculo, mas do rompimento da

membrana sarcoplasmatica e a liberagdo do conteudo do sarcoplasma no meio
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extracelular. A procura por estes defeitos secundarios tem se tornado cada vez
mais um objetivo importante para alcangar, ndo a cura, mas a minimizac¢ao dos

efeitos da doenga e melhoria na qualidade de vida dos pacientes.
1.6. Distrofias musculares: definicoes e aspectos epidemiologicos

Distrofias musculares sdo um grupo de doengas musculares genéticas
caracterizadas por perda progressiva e irreversivel de células musculares, levando
a fraqueza e perda de capacidade motora. A fraqueza progressiva se da através da
substituicdo do tecido muscular por tecido conjuntivo e adiposo, devido a
seguidos ciclos de degeneragdo e regeneragdo desequilibrados, com falhas no
processo de regeneracdo. Com alta variabilidade, a progressdo clinica das
distrofias varia desde formas congénitas com progressao rapida e acometimento
muscular severo até formas de inicio tardio e com acometimento muscular brando
(EMERY, 2002; VAINZOF; ZATZ, 2003) Sao mais de 40 formas de distrofias
musculares com genes ja descritos, variando quanto ao padrdo de heranca e aos
grupos musculares afetados (EMERY, 2002). Diversos genes e seus produtos
proteicos estao relacionados com diferentes formas de distrofias. A auséncia total,
parcial ou a perda de funcdo de proteinas de matriz extracelular, membrana
nuclear, citoesqueleto e sarcolemais, leva a um quadro secundério de instabilidade
do sarcolema, influxo de calcio, estresse oxidativo, respostas inflamatorias e
desarranjo da matriz extracelular. Todo este processo conduz a instabilidade
estrutural do musculo esquelético e a perda progressiva das fibras musculares

(EMERY, 2002).

Com uma prevaléncia de casos de cerca de 1 para 5000 a 1 para 6000
meninos nascidos vivos, a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ a mais
comum entre as doencas neuromusculares (CRISAFULLI et al., 2020). O gene
da distrofina est4 localizado no brago curto do cromossomo X e mutagdes que

causam DMD resultam na defici€éncia da proteina distrofina no musculo. Estas
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mutagdes sao, em 60% dos casos, delegdes, além de duplicacdes e mutagdes de
ponto nos demais casos. A perda funcional dessa proteina de 427kDa provoca
degeneracao muscular acentuada devido a instabilidade estrutural no complexo
distrofina-glicoproteinas associadas (HOFFMAN; BROWN; KUNKEL, 1987).
As manifestag¢des clinicas comecam entre 2 € 3 anos de idade, com cercade 10 a
12 anos de idade o paciente passa a necessitar de auxilio de cadeira de rodas para
locomogao e a sobrevivéncia, em geral, nao ultrapassa a terceira década de vida

(CRISAFULLI et al., 2020; HOFFMAN; BROWN; KUNKEL, 1987).
1.7. Relevancia da regeneraciao muscular nas distrofias musculares

O processo de lesdao cronica ao qual a musculatura esquelética esta exposta
nos pacientes com distrofias musculares, leva o tecido a repetidos ciclos de
degeneracdo e regeneracdo. Apesar de todo o potencial regenerativo do tecido
muscular esquelético, a regeneracdo nao ¢ suficiente e ndo supera o processo de
degeneragdo, o que leva a uma perda progressiva das fibras musculares e sua
substituicdo por tecido conjuntivo e adiposo. Em alguns tipos de distrofia
muscular, o gene mutado ndo ¢ expresso em cé¢lulas satélite e, portanto, nao
influencia diretamente na resposta regenerativa destas células. Por outro lado, na
Distrofia Muscular de Duchenne, o processo de regeneragdo pode nao ser
suficiente pois o defeito proteico primdario influencia diretamente nas células
satélite. Esses dados foram apresentados por DUMONT et al., 2016 e revelaram
que a auséncia de distrofina em células satélite leva a senescéncia, em longo

prazo.

Estudos recentes em nosso laboratorio mostram que os musculos de alguns
animais distroficos apresentam grande atividade regenerativa, que foi
comprovada através da expressdo génica e proteica de fatores de transcricdo
relacionados as células satélite e seu processo de ativagdo e proliferacao. Além da

expressao desses fatores, os musculos dos animais distroficos analisados
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apresentaram uma grande quantidade de fibras em processo regenerativo através
da marcagdo por isoforma da miosina de cadeia pesada de desenvolvimento
(AMHC). Apesar destes dados, observamos que as fibras musculares recém-
formadas nao atingem o didmetro de fibras totalmente maduras, o que pode
indicar a formagao incompleta das fibras musculares, que provocaria um prejuizo
no processo regenerativo (RIBEIRO et al, 2019). Outro trabalho de nosso
laboratério também revelou que em células disferlina-deficientes de pacientes
humanos, ocorre um atraso no processo de fusdo de mioblastos in vitro € a

consequente diminui¢do do didmetro do miotubo formado (ISHIBA et al., 2019).

Portanto, a partir destes dados, verificamos que, independentemente do
defeito génico primdario, o processo distréfico € seguido de tentativa de
regeneragdo. Entretanto, a regeneracao nao ¢ totalmente eficaz, gerando miotubos
e fibras musculares pequenas e imaturas. A hipotese ¢ que esta falha na
regeneracao pode ser devido a deficiéncia no processo de formagao dos miotubos,

que envolve etapas como, migracao e fusdo dos mioblastos.

1.8. Objetivos

1.8.1. Objetivo Geral

A proposta deste trabalho foi de investigar a etapa final do processo de
miogénese e regeneragdo muscular, que envolve a diferenciacao final, fusao dos
myoblastos e maturacao da fibra muscular. Para tal, utilizamos um modelo celular
in vitro para a distrofia de Duchenne (DMD), comparando com controle normal.
A partir da observagdo de diferenciagdo de miotubos defeituosa na DMD, o
desenvolvimento do trabalho se deu através da andlise de genes relacionadas ao
processo de regeneracao muscular, diferenciacdo e fusdo celular, incluindo os
genes MYMK, MYMX, COL25A1, MYOD, MYOG e MYF5. Posteriormente, a

partir da andlise de genes envolvidos na migracdo celular como, PALMD,
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SHISA2. Incluiu-se no estudo a andlise da migragao de mioblastos nos dois grupos

estudados.

1.8.2. Objetivos especificos

a) Analise da capacidade de formagao de miotubos normais a partir de mioblastos
derivados de pacientes com DMD.

b) Avaliar possiveis alteragdes no mecanismo de fusdo celular através da anélise
quantitativa da expressdo de genes e proteinas relacionados: MYMX, MYMK,
COL25A1

c) Avaliar possiveis alteragdes na miogé€nese através da analise quantitativa da
expressao de genes e proteinas atuantes como fatores de transcricdo no processo

de miogénese e regeneracao: MYF5, MYOD, MYOG

d) Avaliar possiveis alteracoes no mecanismo de migracao celular através da
andlise quantitativa da expressdo de genes PALMD e SHISA2, e estudo de

migracao celular

1.9. Material e métodos

1.9.1. Cultura de células

Seis diferentes linhagens de mioblastos foram utilizadas neste estudo, duas
linhagens DMD e quatro linhagens controle. Mioblastos de pacientes com DMD
sao AB1023 (mutagdo NM 004006.3;c.8713C>T;p.Arg2505Ter) ¢ AB1071
(mutagdo: delecao do exon 45 a 52). As linhagens de controle sio AB678,
ABI1079, AB1167 e AB1190 sem nenhuma mutagdo patogénica. Mioblastos
foram isolados de biopsias do musculo quadriceps e imortalizados pela plataforma
de imortalizacdo de células humanas do Instituto de Miologia conforme protocolo
previamente estabelecido (Dr. Vincent Mouly (Institut de Myologie, Franga)
(MAMCHAOUI et al., 2011).

As linhagens celulares imortalizadas foram semeadas a 2,5 x 10° células

por 75 cm? e cultivadas em meio de proliferagdo, Skeletal Muscle Cell Growth
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Medium (PromoCell), com 20% de soro fetal bovino (Gibco). Quando as células
atingiram entre 70% a 80% de confluéncia, o meio foi trocado para meio de
diferenciacdo, que ¢ composto por DMEM GlutaMAX™ (Invitrogen), 50 ug/mL
de gentamicina (Invitrogen) e 10 pg/mL de insulina (Sigma-Aldrich). As células
foram coletadas ainda em proliferagao (mioblastos - 0 dia) e apds indugdo da
diferenciacdo em diferentes tempos: 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias
e 6 dias. As células foram destacadas usando um raspador de células para evitar a
degradagdo das proteinas da membrana, centrifugadas a 300g por 10 min a 4°C.
Os pellets celulares foram lavados com solugao salina tamponada com fosfato 1x
(PBS, Gibco) e centrifugados mais uma vez. Os pellets resultantes foram
congelados e armazenados a -70°C antes de proceder a analise de RNA e

proteinas.

1.9.2. Analise de RNA

Os pellets de células previamente obtidos foram usados para extragdo de
RNA total usando o protocolo TRIzol (Invitrogen). O RNA obtido foi
solubilizado em &gua livre de RNAse (Ambion™) e quantificado em um
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). A sintese de cDNA foi
realizada usando 1pg de RNA total de acordo com o protocolo SuperScript™
VILO™ (Invitrogen). Conjuntos especificos de primers foram usados para
analises génicas e o gene TBP foi usado como controle endogeno (Tabela 1). A
PCR em tempo real foi realizada usando o PowerUp™ SYBR™ Green Master
Mix (Applied Biosystems) em um termociclador QuantStudio 5 (Applied

Z*AACT

Biosystems). O foldchange foi obtido pelo método ,com TBP e as amostras

de controle de 0 dias como normalizadores.



33

Tabela 1: Sequéncia de Primers

Gene Sequéncia Lider 5°-3° Sequéncia Retardada 5°-3°
MYF5 CTCAGCAGGATGGACGTGAT TATGCAGGAGCCGTCGTA
MYOD TGCCACAACGGACGACTTC CGGGTCCAGGTCTTCGAA
MYOG CTCAGCAGGATGGACGTGAT AGGTTGTGGGCATCTGTAGG
TBP TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA CACATCACAGCTCCCCACCA
MYMX CAGTTCTGCCCGGCACTGA CAAAGCCTCTCGCATGTCCT
MYMK TCTACACCCAGCAGATAGG AAGTGTAGTCCCAGTCCTC

COL254] TCCCAAAGGAGAAAGAGGTG CAGGCTCTCCATCTTTCCC

SHIS42  TTTCTCTGTGCTGAACTGTC CAGATACTGCCCTTGATGTG

PALMD CAATTGAGCGGACAACAGAA TTGGAAGGTCAGGGATATTAGC

1.9.3. Analise de proteinas

Para analise de proteinas foram utilizadas amostras de 0 dia, 3 dias e 6 dias.
Pellets celulares de duas linhagens de DMD (AB1023; AB1071) e duas linhagens
de controle (AB1167; AB1190) foram homogeneizadas em tampao RIPA (Sigma-
Aldrich) suplementado com 1% de inibidores de protease e fosfatase (Sigma-
Aldrich). As amostras foram mantidas em gelo por 30 min e posteriormente
centrifugadas a 16.000 g por 20 min a 4°C, seguidas de quantificacdo de proteinas
utilizando o kit Pierce BCA Assay (Thermo Fischer Scientific). Amostras
homogeneizadas com 30 pug de proteina foram separadas por SDS-PAGE e
transferidas para membranas PVDF i1Blot™ Transfer Stack usando iBlot™ Gel
Transfer Device (Invitrogen) por 7 minutos. As membranas foram cortadas de
acordo com o peso molecular das proteinas a serem reveladas, tomando como

referéncia o padrao proteico Protein Precision Plus™ Dual Color (1610394, Bio-
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Rad). As membranas foram entdo incubadas usando os seguintes anticorpos: anti-
MYF5 (ab125078, abcam; 1 :1000), anti-Miogenina (MYOG) (ab15232, abcam;
1:250) e anti-SHISA2 (HPA050172, Sigma-Aldrich; 1:300). As membranas
foram entdo incubadas com os anticorpos secundarios apropriados anti-coelho ou
anti-camundongo conjugados com peroxidase (Thermo Fisher Scientific) e
reveladas usando o kit Novex™ ECL Chemiluminescent Substrate Reagent
(Invitrogen) ou Novex™ ECL Prime Chemiluminescent Kit de reagente de
substrato (Invitrogen). anti-GAPDH (88848, Cell Signaling; 1:1000) ou Anti-a
Actinin (124138, Cell Signaling; 1:1000) foram usados como controle endégeno.
As imagens de quimioluminescéncia foram obtidas usando o fotodocumentador
ChemiDoc™ MP Image System (Bio-Rad). As bandas foram quantificadas por
densitometria usando o software ImageLab (Versao 6.1.0, Bio-Rad Laboratories).
A proteina de interesse e a proteina enddgena foram analisadas na mesma

membrana, tanto para amostras experimentais quanto para amostras controle.

1.9.4. Deteccao de proteinas por imunocitoquimica e reacao de

imunofluorescéncia

Mioblastos DMD e controle foram semeados em densidade de 2 x 10*
células por camara no Nunc™ Lab-Tek™ Chamber Slide (177429; Termo Fischer
Scientific). As células foram cultivadas em meio de proliferacdo por 24 horas e
entdo o meio de cultura foi trocado para meio de diferenciacdo, entdo as células
foram fixadas apos 6 dias com paraformaldeido 4% por 20 min, seguido de
permeabilizacdo com 1x PBS com 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) por 10
min e bloqueio em 1x PBS com soro fetal bovino 1% (Gibco) e 0,1% Triton X-
100 (Sigma-Aldrich) por 30 min em temperatura ambiente. As células foram
entdo incubadas com anticorpo primario durante a noite a 4°C, seguidas por trés
lavagens com 1x PBS com 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) e incubadas com
um anticorpo secundario seguido por trés lavagens. Os anticorpos primarios

utilizados foram anti-COL25A1 (SAB1409894, Sigma-Aldrich; 1:150), anti-
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distrofina (ab15277, abcam 1:200) anti-ESGP (MYMX) (ab214934, abcam,;
1:150), anti TMEM8C ( MYMK) (ab188300, abcam; 1:150) anti-PALMD (PAS5-
53678, Invitrogen; 1:200) e anti-SHISA2 (HPAO050172, Sigma-Aldrich; 1:200).
As imagens qualitativas foram obtidas usando um sistema confocal de
microscopio de fluorescéncia Zeiss LSM-800. Para o ensaio de
imunofluorescéncia foram analisadas duas linhagens DMD (AB1023; AB1071) e
duas linhagens controle (AB1167; AB1190).

1.9.5. Analise morfométrica: Indice de fusio e area do miotubo

Os mioblastos foram semeados na densidade de 2 x 10* células por cAmara em
Nunc™ Lab-Tek™ Chamber Slide (177429; Termo Fischer Scientific). As
células foram cultivadas em meio de proliferacdo até atingirem 100% de
confluéncia (~ 3 dias), entdo o meio foi mudado para meio de diferenciagao. As
células foram fixadas apos 6 dias com paraformaldeido 4% por 20 min, seguido
de permeabilizacao com 1x PBS com 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) por 10
min e bloqueio em 1x PBS com 1% de soro fetal bovino (Gibco) e 0,1% Triton
X-100 (Sigma-Aldrich) durante 30 min a temperatura ambiente. As células foram
entdo incubadas com um anticorpo contra a cadeia pesada de miosina (MF-20,
Developmental Studies Hybridoma Bank; 1:100) durante a noite a 4°C, seguido
de trés lavagens com 1x PBS com 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) e
incubagdo com um anticorpo secundario de camundongo conjugado com Alexa
Fluor 594 (A21442, Invitrogen) e lavado novamente. As laminas foram montadas
com Vectashield® Mounting Medium (Vector Laboratories) com DAPI (2
ng/mL). A especificidade dos anticorpos foi avaliada usando amostras de controle
indiferenciadas e incubando amostras apenas com anticorpo secundario. As
imagens foram obtidas em um sistema confocal Zeiss LSM-800 com um EC-Plan
Neofluar 20x/0,5. O indice de fusao foi calculado usando o nimero de ntcleos
dentro dos miotubos/nucleos totais. Dez imagens de campos aleatorios com

aumento de 20x por linhagem foram quantificadas para cada experimento. Foram
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utilizadas duas linhagens DMD (AB1023; AB1071) e duas linhagens controle
(AB1167; AB1190).

1.9.6. Ensaio de migracao transwell

Um total de 5 x10* células em 250uL de meio sem soro foi semeado em
uma camara superior de um inserto Transwell ndo revestido (inserto de 24 pogos;
tamanho de poro de 8um; BD Biosciences). O meio suplementado com 20% de
soro foi usado como quimioatraente na camara inferior. Apds 24h de incubacao,
as c¢lulas da camara superior foram removidas com um cotonete e as cé¢lulas que
migraram pelos poros foram fixadas e coradas com DAPI diluido em
Vectashield® Mounting Medium (Vector Laboratories) (2 pg/mL) por quinze
minutos. As imagens das células migradas foram tiradas com um sistema confocal
de microscopio de fluorescéncia Zeiss LSM-800 com um EC-Plan Neofluar
20x/0,5, e os nimeros de células migradas foram quantificados usando o software
ImageJ (National Institutes of Health). Dez imagens de campos aleatorios com
aumento de 20x por linhagem foram quantificadas para cada experimento. Os
resultados representam o nimero de nucleos por imagem. Para a anélise do ensaio
de migracdo, foram utilizadas duas linhagens DMD (AB1023; AB1071) e quatro
linhagens de controle (AB678; AB1079; AB1167; AB1190).

1.9.7. Analise estatistica

Todas as andlises realizadas no manuscrito foram repetidas em trés
experimentos independentes, com pelo menos duas repeti¢des técnicas cada. Os
dados foram apresentados como mediana, intervalo interquartilico (q25 e q75),
valores minimo ¢ maximo. As diferencas entre os dois grupos foram avaliadas
pelo teste de Mann-Whitney. Diferengas para mais de dois grupos foram avaliadas
por Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dun. As andlises estatisticas
foram calculadas usando GraphPad Prism 8.0.2 e um valor de p menor que 0,05

foi considerado significativo.
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Capitulo 3 - Discussao Geral e Conclusoes

Amplamente estudados, os processos de miogénese e regeneracdo da
musculatura esquelética sdo complexos e requerem uma organizada série de
etapas (LABARGE; BLAU, 2014; PARKER; SEALE; RUDNICKI, 2003). Na
miogénese, alteragdes em genes que atuam nas etapas deste processo podem levar
a uma formacgdo incompleta e at¢é mesmo, a nao formagdo da musculatura
esquelética (CHAL; POURQUIE, 2017). Alteracdes genéticas que causam
quadros de distrofia muscular progressiva podem levar a um prejuizo neste
processo, resultando em uma regeneracgao deficiente (SEALE et al., 2004). Além
disso, em casos de lesdes cronicas na musculatura esquelética as falhas na
regeneragdo podem levar a substituicdo das fibras musculares por tecido fibrotico
e adiposo (EMERY, 2002; VAINZOF; ZATZ, 2003). Uma hipdtese para a
regeneracao ineficiente da musculatura esquelética nas distrofias, era a de que o
pool de células satélite se exauria com os sucessivos ciclos de degeneragao e
regeneracao e o processo de regeneracao era prejudicado (HESLOP; MORGAN;
PARTRIDGE, 2000). Em nossos estudos recentes, demonstramos que o pool de
células satélite ¢ mantido em modelos murinos para distrofias musculares, até
mesmo em modelos com severo comprometimento da musculatura esquelética.
Além disso, demonstramos que estas c€lulas conseguem gerar novas fibras
musculares, porém estas fibras permanecem pequenas e, provavelmente, ndo
funcionais (RIBEIRO et al., 2019b). Os resultados obtidos neste trabalho nos
levaram a buscar qual seria a causa deste defeito na regeneracdo. Para tal,
estudamos o processo de fusdo dos mioblastos, que ¢ complexo e demanda uma
série de proteinas e que, no caso de haver alteragdes, pode acarretar prejuizo na
formacao de miotubos/fibras musculares. Visando investigar se de fato existe um
defeito no processo de formagdao de miotubos, utilizamos modelos celulares de

mioblastos imortalizados provindos de pacientes com DMD, comparando com
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mioblastos de controles saudaveis. Os resultados mostraram que, no modelo in
vitro utilizado, existe um prejuizo na formacao de miotubos em DMD comparados
com controles saudaveis. Os miotubos das linhagens DMD eram menores em area
e contendo menos nucleos, sugerindo um defeito de fusdo. Este dado embasou
nossa busca por possiveis alteracoes na expressao de genes e proteinas
relacionados ao processo de fusdao, como MYMX, MYMK e COL25A1 (Bl et al.,
2017, 2018; GONCALVES et al., 2019; HERNANDEZ; PODBILEWICZ, 2017;
MILLAY et al., 2013). As proteinas MYMX e MYMK mostraram importante
envolvimento com a diferenciagdo muscular em controles normais. Entretanto, o
padrao de expressao de ambas foi similar nos DMD e nos controles. Com base
nestes resultados, portanto, ndo pudemos confirmar que o processo de fusdo em
mioblastos estd comprometido.

Por outro lado, a andlise da expressdao de MRFs se mostrou indicativa de
que o processo de formagdo de miotubos estd prejudicado, ja que a analise de
MYF5 e MYOD mostrou uma expressao diminuida nas células de DMD durante
o processo diferenciacdo muscular. Apesar de alguns fatores de transcri¢ao
possuirem fun¢des redundantes, estes fatores atuam em etapas especificas do
processo de regeneracdo. Como os fatores MYF5 e MYOD atuam nos estagios
iniciais do processo de regeneragdo muscular, isso nos levou a olhar para etapas
anteriores ao processo de fusio (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2017).
Uma etapa extremamente importante no processo de formagao dos miotubos € a
migracao dos mioblastos para a regido da lesdo, possibilitando que ocorra a fusao.
Duas proteinas importantes foram recentemente descritas com papel na formagao
de miotubos, PALMD e SHISA2, que atuam na dinamica de membranas e na
migra¢ao de mioblastos, respectivamente (NIE ez al., 2017, WROBLEWSKA et
al., 2016). A andlise dos dados obtidos a partir da expressdo génica e proteica
destes dois genes nas cé€lulas de DMD e controles sugeriu que poderia ocorrer
uma possivel alteracdo no processo de migracao de mioblastos. Isto porque os

genes SHISA2 e PALMD se mostraram menos expresso em alguns estagios do



73

processo de formacdo do miotubo nas células DMD, assim como a expressao
proteica de SHISA2. Para investigar mais profundamente a migracao,
procedemos com a andlise do ensaio de migracdo, que mede a capacidade de
migragao celular. Os dados gerados a partir deste estudo nos mostraram que a
migracao estd de fato, comprometida em mioblastos de DMD, comparados com
mioblastos normais. Amplamente estudada no contexto de terapias baseadas em
transplante de células tronco e mioblastos, o processo de migracao das células
implantadas recebeu muito destaque por sua importancia para a efici€éncia da
terapia (CHOI; FERRARI; TEDESCO, 2020). Nas terapias em pacientes com
distrofias, um grande desafio ¢ a importante substituicdo das fibras musculares
por tecido fibrotico, que impede com que a migragdo das cé€lulas implantadas
ocorra de forma efetiva. No entanto, analisando as células de pacientes com DMD,
observamos um prejuizo na migragao, que pode influenciar diretamente na
ineficiente regeneracao dos proprios pacientes.

Nossa conclusdo ¢ de que a deficiéncia no processo de migracao dos
mioblastos pode estar diretamente ligada a uma ineficiente regeneragdo em
pacientes com DMD. Andlises mais profundas do processo de migracdo de
mioblastos distréficos devem ser realizadas a fim de entender esta importante
etapa da regeneracdo e pode apontar para importantes alvos para terapias em

distrofias musculares.
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Resumo

RIBEIRO JUNIOR, Antonio Fernando. Estudo de proteinas envolvidas na
diferenciacido tardia do musculo esquelético e seu papel no processo
distrofico. 2023. 84f. Tese de Doutorado em Ciéncias (Biologia - Genética) -

Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

O comprometimento do musculo esquelético nas distrofias musculares genéticas
¢ marcadamente caracterizado por ciclos de degeneracdo e regeneragdo. A
regeneracao ¢ muitas vezes ineficiente, levando a uma perda progressiva de massa
muscular. Nossos estudos recentes com modelos de camundongos distréficos, no
entanto, mostraram a manutencdo de um processo regenerativo ativo nos
musculos, com a presenga de um pool significativo de células satélite com
capacidade proliferativa mantida e formagdo de novas fibras musculares.
Entretanto, essas fibras recém-formadas permanecem menores € com menos
mionucleos, compativeis com um processo regenerativo defeituoso. Para entender
melhor esse mecanismo comprometido, aqui estudamos a miogénese no musculo
distréfico usando um modelo celular de mioblastos imortalizados de pacientes
com DMD e controles saudaveis. Observamos a formag¢dao de miotubos
defeituosos na DMD, com miotubos menores, mais finos ¢ contendo menos
mionucleos. Analisamos alguns genes relacionados a processos-chave na
formacao de miotubos, avaliando tanto a expressaio de mRNA quanto de
proteinas. O estudo incluiu genes relacionados a fusdo de membranas (myomaker,
myomixer e colagen 25A1) a regulagao do processo miogénico (MYF5, MYOD
e MYOG) e a dindmica de membranas e migragao celular (palmdelphin e shisa2).
O processo de migracao in vitro dos mioblastos também foi estudado. Nossos
achados sugerem que a ineficiente de formagao de miotubos em células de DMD
pode ndo estar relacionada as proteinas que atuam diretamente no processo de

fusdo celular, mas sim em etapas anteriores, como a migragao, que esta alterada
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em DMD. Analises mais profundas do processo de migracdao de mioblastos
distroficos devem ser realizadas a fim de entender esta importante etapa da
regeneracao e pode apontar para importantes alvos para terapias em distrofias
musculares.

Palavras-chave: miogénese, distrofias musculares, regeneracdo muscular, fusao

celular
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Abstract

RIBEIRO JUNIOR, Antonio Fernando. Study of proteins involved in late
differentiation of skeletal muscle and their role in the dystrophic 2023. 84p.

Ph.D. thesis in sciences (Biology- Genetics) — Biosciences Institute, University

of Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

Skeletal muscle impairment in genetic muscular dystrophies is markedly
characterized by cycles of degeneration and regeneration. The regeneration is
usually inefficient, leading to a progressive loss of muscle mass. Our recent
studies with mice dystrophic models, however, have shown maintenance of an
active regenerative process in the muscles, with the presence of a significant
pool of satellite cells with proliferative capacity, and formation of new muscle
fibers. Nonetheless, these newly formed fibers remain smaller and with fewer
myonuclei, compatible with a defective regenerative process. To better
understand this compromised mechanism, here we studied the myogenesis in the
dystrophic muscle using a cellular model of immortalized myoblasts from DMD
and normal controls. We observed a defective myotube formation in DMD, with
the formation of smaller and thinner myotubes containing fewer myonuclei. We
analyzed some genes that could be involved to key processes in myotube
formation, evaluating both mRNA and protein expression. The study included
genes related to membrane fusion (myomaker, myomixer, and colagen 25A1)
and cellular migration (palmdelphin and shisa2). The myoblast migration
process was also studied. Our findings suggest that more than an alteration in
the proteins involved in the fusion of myoblasts, the migration capacity is
compromised in DMD immortalized cells and possibly impairs efficient
myotube formation. Additional analysis of the migration process of dystrophic

myoblasts must be performed in order to understand this important stage of
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regeneration and may point to important targets for therapies in muscular

dystrophies.

Keywords: myogenesis, muscular dystrophies; muscle regeneration; cell fusion
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