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Resumo

Introducdo: A insuficiéncia cardiaca (IC) esta associada a miopatia dos musculos
esqueléticos dos membros, com perda da massa muscular, diminui¢do na proporc¢ao das
fibras do tipo I (contragdo lenta) e aumento na proporg¢do das fibras do tipo II (contragdo
rapida). E provavel que alteragdes na expressio de fatores de transcrigdo pertencentes a
familia “basic helix-loop-helix” (bHLH), da qual fazem parte a MyoD, Miogenina,
Myf5 e o MRF-4, conhecidos como fatores de regulagdo miogénica (MRFs), sejam
responsaveis pelas mudangas nos tipos de fibras. Enquanto que a Miogenina é expressa
em niveis superiores aos da MyoD em musculos lentos, o oposto ¢ verdadeiro para
musculos rapidos. Similarmente, a MyoD esta associada com a expressdo das isoformas
de miosina de cadeia pesada rapidas dos tipos IIX e IIB. Estudos in vitro, demonstraram
que o TNF-a inibe a expressdo de MyoD e miogenina diminuindo a atividade de genes
musculo especificos. A acdo do TNF-a diminuindo a expressdo da MyoD mostra-se
mais acentuada quando em associa¢do com o IFN-y, no entanto, ha poucas informagdes
na literatura a respeito do papel desta associa¢do na expressdo dos fatores de regulacdo

miogénica, in vitro.

Objetivo: Avaliar a expressdo dos fatores de regulacdo miogénica, MyoD, miogenina,

Myf5, e MRF-4 em cultura de mioblastos C2C12 submetidos ao TNF-a/IFN-y.

Resultados: Nossos resultados mostraram um aumentou na expressdo dos gene MyoD,
Myf5 e miogenina sob tratamento com IFN-y quando comparado aos grupos controle e
TNF-o/IFN-y. A expressao génica do MRF-4 na cultura de células ndo foi detectada em
nenhum dos grupos analisados. O GAPDH foi utilizado para normalizar os valores de

expressao dos outros genes analisados.

Conclusio: O presente estudo demonstrou que o IFN-y exodgeno administrado a
culturas de mioblastos de C2C12 diferenciados em miotubos tem influéncia sobre a
proliferacdo e diferenciagdo destas culturas, ja que MyoD, Myf5 e miogenina

apresentaram expressao de mRNA aumentada.



1. Introducdo

A 1insuficiéncia cardiaca (IC) constitui um importante problema clinico devido a
gravidade de suas manifestagdes e a sua prevaléncia. Dados obtidos nos Estados Unidos
e na Europa mostram que a incidéncia média de IC é de 1 a 5 casos por 1000
habitantes/ano, e sua prevaléncia ¢ de aproximadamente 1% a 2% da populacdo (Cowie
et al., 1997). No Brasil, conforme dados publicados pelo Ministério da Saude em 2005,
as doengas do aparelho circulatério, em especial a IC, sdo a segunda maior causa de
internacdes somando 10,34% do total em todo o pais (Ministério da Saide/SE/Datasus —
Sistema de Informag¢des Hospitalares do SUS, 2008).

Entre os principais sintomas da IC encontram-se: dispnéia, intolerdncia para
realizar exercicios fisicos e redu¢do da atividade locomotora, associada com fadiga de
membros inferiores (Poole-Wilson & Ferrari, 1996; Wilson, 1996; Bigard et al., 1998).
Embora varios fatores tenham sido descritos como responsaveis pelo desenvolvimento
de fadiga nos pacientes com IC, sua etiopatogenia ainda ndo estd completamente
esclarecida. Esse fenomeno é decorrente, em parte, da presenca de atrofia da
musculatura esquelética, observada em 68% dos pacientes com essa sindrome (Mancini
et al., 1992; Harrington et al., 1997; Poehman, 1999). Outro fator responsabilizado pelo
desenvolvimento da fadiga ¢ a presenca de altera¢des na freqiiéncia dos tipos de fibras
nos musculos esqueléticos; ha diminui¢do na propor¢do das fibras do tipo I, de
contragdo lenta, e aumento na propor¢do das fibras do tipo II, de contracdo rapida
(Lipkin et al. 1988; Sullivan et al. 1990; Mancini et al. 1992; De Sousa et al. 2000). A
IC induz expressdo de isoforma de cadeia pesada de miosina (MHC) em direcdo a
isoforma rapida (Vescovo et al. 1998a; Simonini et al. 1996), a qual esta relacionada
com a severidade da IC (Spangenburg et al. 2002). Dados do nosso laboratorio também

demonstraram mudangas na composi¢dao das isoformas da miosina e na propor¢ao dos



tipos de fibras durante a transi¢do de hipertrofia ventricular para IC (Carvalho et al.,
2003).

Os mecanismos responsaveis pelas alteragdes na composicdo das isoformas da
miosina no musculo esquelético, em presenca de IC, ndo estdo completamente
definidos. E provavel que fatores de transcri¢io pertencentes a familia “basic helix-
loop-helix” (bHLH), da qual fazem parte a MyoD, Miogenina, Myf5 ¢ o MRF-4,
conhecidos como fatores de regulagdo miogénica, sejam responsaveis pelas mudangas
nos tipos de fibras. Na miogénese, esses fatores transcricionais musculo-especificos
regulam a ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células miogénicas. A MyoD e a
Myf5 sdo expressos em mioblastos na fase de proliferagdo, que antecede a de
diferenciagdo, enquanto que a Miogenina ¢ 0 MRF-4 sdo expressos em células no final
da fase de diferenciacdo (Megeney & Rudnicki, 1995). Esses fatores ligam-se a
seqiiéncias de DNA (5'-CANNTG-3"), conhecidas como Ebox, presentes na regido
promotora de varios genes musculo—especificos, levando a expressdo dos mesmos
(Murre et al., 1989).

Na fibra muscular adulta, a Miogenina ¢ a MyoD também podem estar
envolvidas na manuten¢do do seu fenotipo, rapido ou lento; a Miogenina € expressa em
niveis superiores aos da MyoD em musculos lentos, enquanto que o oposto ¢ verdadeiro
para musculos rapidos (Hughes ef al., 1993; Voytik et al., 1993). Similarmente, a MyoD
¢ associada com a expressdo das isoformas de miosina de cadeia pesada rapidas dos
tipos 11X e IIB (Hughes et al., 1993; Hughes et al., 1997, Mozdiziak et al., 1998;
Mozdiziak et al., 1999, Seward et al., 2001). Como na IC existe uma transi¢do das
isoformas de miosina de lenta para rapida, é provavel que essa alteragdo seja decorrente

de uma mudanga na expressdo dos fatores de regulacdo miogé€nica, MyoD e miogenina.



Na IC, sabe-se que os niveis plasmaticos de TNF-a (fator de necrose tumoral) ,

bem como seus receptores soluveis encontram-se elevados (Levin et al., 1990;

Mcmurrue et al., 1991; Dukta et al., 1993, Anker et al., 1999). Estudos in vitro,
demonstraram que o TNF-a inibe a expressdo de MyoD e miogenina diminuindo a
atividade de genes de miosina de cadeia pesada durante a miogénese (Szalay et al.
1997). A agdo do TNF-a diminuindo a expressdo da MyoD mostra-se mais acentuada
quando em associagdo com o IFN-y (interferon-gama) (Acharyya et al., 2004), no
entanto, ha poucas informagdes na literatura a respeito do papel do TNF-o/IFN-y na

expressao dos fatores regulacdo miogénica, miogenina ¢ MRF-4.



2. Objetivos

2.1.Gerais

O objetivo geral deste trabalho foi analisar a expressao dos fatores de regulacao
miogénica, MyoD, Myf5, miogenina, e MRF-4, em cultura de mioblastos submetidos a

tratamentos contendo TNF-o e IFN-y.

2.2. Especificos
1. Padronizar culturas de mioblastos. Cultivo, expansido e manutengao;

2. Padronizar a forma de tratamento de TNF-a/IFN-y a ser utilizada nas culturas de
mioblasto;

3. Padronizar condi¢des de uso para os primers escolhidos para a realizagdo de RT-
PCR;

4. Analisar efeitos dos tratamentos realizados sobre as culturas de mioblastos
utilizando o RT-PCR;

5. Analisar estatisticamente os dados encontrados.



3. Materiais e Métodos

3.1.Cultura Celular

As células C2C12, uma linhagem comercial de mioblastos, foram adquiridas do
Banco de Células do Rio de Janeiro, sendo que as mesmas foram enviadas em fase de
proliferacdo em garrafas de 25cm3, imersas em meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle’s Médium (DMEM).

Inicialmente, o meio de cultura foi retirado e as células foram tripsinizadas para
que pudéssemos expandir as culturas. Foi utilizada a tripsina (0.25% tripsina em 1mM
EDTA), para soltar as células da superficie da garrafa. Assim, ao final da primeira
tripsinizacdo, passamos a ter dois grupos de células: um grupo de expansdo e um grupo
utilizado para o experimento. Cada grupo foi constituido por metade das células
tripsinizadas. No grupo de expansdo, as células foram cultivadas em garrafas com
DMEM + 20% soro fetal bovino (FBS) até atingirem uma confluéncia de 80% e entdo
foram expandidas novamente. A outra metade das células foi transferida para placas de
6 pocos formando o grupo de estudo (Figura 1). Esse procedimento foi adotado até
conseguirmos todos os grupos de estudo em quantidades adequadas (controle e
submetidos ao tratamento com TNF-a (5 ng/mL), IFN-y (50 U/mL) e TNF-a + IFN-y

(5 ng/mL + 50 U/mL).

3.2. Esquema de tratamento das culturas celulares

Decorridos seis a sete dias do plaqueamento, quando os mioblastos ja estavam
diferenciados em miotubos, iniciou-se o tratamento das culturas. Os miotubos foram
tratados com TNF-a (5 ng/mL), IFN-y (50 U/mL) e TNF-o + IFN-y (5 ng/mL + 50

U/mL) por 48 horas (Acharyya et al., 2004). O TNF-a e o IFN-y foram diluidos para a



concentragdo desejada no meio de cultivo das células e as culturas controles ndo foram
tratados com as interleucinas. Apos as 48 horas de tratamento, as células foram
dissociadas com TRIzol e congeladas em nitrogénio liquido para posterior extragdo do

RNA.

3.3.Extracdo do dcido ribonucléico (RNA)

Em cada grupo de estudo, as células foram lisadas com TRIzol® (1 mL de
TRIzol/3.5 c¢m do didmetro das placa). O TRIzol®, solu¢do monofasica de fenol e
guanidina isotiocianato, tem como finalidade manter a integridade do RNA durante a
lise celular que ocorre no processo de homogeneizacdo. O material insoluvel resultante
da homogeneizacdo foi retirado por centrifugacdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C.
Essa solugdo foi coletada e transferida para um tubo de 1,5mL e incubada durante cinco
minutos a temperatura ambiente para permitir a completa dissociagdo dos complexos
nucleo-protéicos. Apds esse periodo, foi acrescentados 0,2mL de cloroférmio, por mL
de TRIzol utilizado, homogeneizado vigorosamente e incubado novamente, desta vez,
por trés minutos, & temperatura ambiente. Apds essa segunda incubacdo, o material foi
centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos, a 4°C.

Para a precipitacio do RNA, a fase aquosa formada, apos a centrifugacdo do
material, foi separada e precipitada por intermédio da incubagdo com 0,5mL de
isopropanol (por mL de TRIzol utilizado inicialmente), durante 10 minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida, o material foi novamente centrifugado a 12.000 x g
por 10 minutos a 4°C. O sedimento de RNA formado foi lavado com ImL de etanol
75% (por mL de TRIzol utilizado inicialmente) e centrifugado a 7.500 x g por cinco
minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido cuidadosamente e, apds a remocdo do

excesso de liquido do fundo do tubo, o pellet de RNA foi seco em temperatura ambiente



durante cinco minutos. O RNA total foi dissolvido em 4dgua destilada e livre de DNase e
Rnase (Gibco®), incubado por 10 minutos a 60°C (para a inativacdo de qualquer
possivel residuo de RNase) e, finalmente, armazenado a —80°C. O RNA foi quantificado
por espectrofotometria a 260 nm, usando-se o fator de corre¢do proprio para o RNA
(40). Foi também determinada a razdo entre 260 e 280 nm, este dado nos forneceu uma

estimativa da qualidade da extracdo (Tabela II).
3.4.Gel analitico de agarose para verificacdo da integridade do RNA

A qualidade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. A
eletroforese foi realizada na corrente constante de 70mA por aproximadamente 45
minutos. Terminada a eletroforese, o gel foi corado com SYBR safe (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) e sobre o Foto UV 450 DNA Transilluminator, da
Fotodyne Incorporated, o RNA foi visualizado e fotografado, com filme de revelagéo

instantanea 677 da Polaroid (Figura 2).

As amostras que se mostraram integras foram utilizadas como substrato para a

transcri¢do reversa.
3.5. Tratamento do RNA com Dnase

Conforme as instrucdes do protocolo DNase I — Amplification Grade
(Invitrogen®), o RNA total, destinado a rea¢do de transcri¢do reversa, foi transferido
para um microtubo estéril contendo ImL de tampao DNase I (1 unidade/mL) e dgua
destilada tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e autoclavada na quantidade
suficiente para completar 10uL. de solugdo. Essa solu¢do permaneceu a temperatura
ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida de 1uL. de EDTA (25mM) e

incubada a 65°C por 10 minutos.



3.6. Transcricdo Reversa do RNA (RT)

A transcri¢do reversa ¢ um processo que converte as moléculas do RNA em
acido desoxirribonucléico complementar (cDNA). A transcri¢do reversa do RNA total
obtido das células foi realizada incubando-se, por 5 minutos a 75 °C, aliquotas contendo
1 pg de RNA total ao qual foi adicionado 1 pl de Ramdon Primers e 13 pl de H,O com
DEPC por amostra. Em seguida, foi adicionado 11 pl de uma mistura composta de 4 pl
de 4gua DEPC, 5 ul de tampao de transcriptase reversa (MMLYV reverse transcriptase
5X buffer), 1,3 ul de ANTPs 10 mM, 0.625 pl de RNA Inhibitor (inibidor de RNAses),
1 pl de enzima de transcriptase reversa. A mistura foi incubada a 42 °C durante uma

hora, posteriormente seguido por um periodo de 15 minutos a 75 °C.
3.7.Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

PCR ¢ uma técnica utilizada para se obter grandes quantidades de uma
determinada seqii€ncia-alvo do DNA. A seqiiéncia-alvo a ser amplificada ¢ identificada
por primers que reconhecem parte desta seqiiéncia no cDNA por complementaridade de
bases. O DNA ¢ formado por duas cadeias complementares associadas, formando uma
dupla fita; portanto, sdo necessarios 2 primers (sense e antisense) com capacidade de
reconhecer a seqiiéncia-alvo em cada uma das fitas. A hibridizagdo dos primers na
seqliéncia-alvo marca o local do inicio da sintese: o sense demarca a sintese no sentido
3’-5’ da cadeia de ¢cDNA e o antisense no sentido inverso. Na reacdo de PCR, a
seqiiéncia-alvo ¢ amplificada em copias pela a¢do da enzima Taq DNA Polymerase®
(Invitrogen).

Para a realizacdo da reagdo de PCR, aliquotas de 1 pl de cDNA foram

amplificadas utilizando 0.2 mM de cada primer (Tabela 1), tampao de PCR sem Mg 1X,



MgCl; 1.5 mM, dNTPs (0.2 mM ) e 1 unidade de Platinum Tag DNA Polimerase
(Invitrogen), em um volume final de 25 pl.

Os primers utilizados foram (Tabela I): MyoD, Myf5, miogenina, MRF4 ¢
GAPDH. Todos os primers foram sintetizados comercialmente e ressuspensos em agua
autoclavada para uma concentragdo de 10 uM.

Os ciclos utilizados para cada jogo de primers foram padronizados para
determinagdo do numero de ciclos de PCR dentro da fase de aumento linear dos sinais
de expressdo génica com o incremento do numero de ciclos. Ao final dos ciclos, 5 ul do
produto da reagdo de PCR sera analisado em gel de agarose 1% em tampao TBE (1x) e
corado com SYBR safe (Invitrogen®).

As bandas referentes a amplificacdo dos fatores transcricionais e do controle
interno foram visualizadas em transiluminados, fotografadas e analisadas
densitometricamente. Os valores dos produtos do PCR foram normalizados pelos

valores dos produtos do gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH).
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3.8. Analise estatistica dos dados

Os resultados estdo apresentados como média + DP. Para a andlise estatistica dos
dados utilizamos a Analise de Variancia, seguida do teste de comparacdo multipla de

Tukey-Kramer. Uma diferenga de 5% foi considerada estatisticamente significativa.
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4. Resultados e Anadlise Estatistica

4.1.Cultura Celular

Os procedimentos descritos em Materiais e Métodos para a proliferacdo e
diferenciagdo dos mioblastos C2C12 foi adotado até conseguirmos todos os grupos
estudados (controle e submetidos ao tratamento com TNF-a (5 ng/mL), IFN-y (50
U/mL) e TNF-a + IFN-y (5 ng/mL + 50 U/mL).

Na figura 1 podemos observar dois estagios de desenvolvimentos das culturas de

C2Cl12.

Figura 1: Cultura de mioblastos C2C12. A: mioblastos (seta) com 2 dias de cultura. B:
mioblastos (seta) com 6 dias de cultura; miotubos(*).
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4.2. Espectrofotometria

As amostras de RNA extraidas das culturas de C2C12 foram quantificadas por
espectrofotometria. Foram realizadas leituras de absorbancia a 260nn e 280nn e a partir
destas leituras, a razdo 260nn/280nn foi calculada para estimar a qualidade do RNA
extraido. Valores de razdo superiores a 1,65 sdo considerados bons. Os dados obtidos

estdo representados na Tabela II.

Amostra 260nn 280nn Razdo (r)
C1 0,162 0,077 2,10
C2 0,446 0,219 2,04
C3 0,402 0,197 2,04
C4 0,413 0,212 1,94
C5 1,265 0,635 1,99
Cé6 1,117 0,545 2,05

TAl 0,506 0,258 1,96
TA2 0,811 0,402 2,02
TA3 1,183 0,588 2,01
TA4 0,701 0,344 2,04
TAS 0,944 0,465 2,03
TA6 0,738 0,365 2,02
TB1 1,292 0,637 2,03
TB2 1,177 0,585 2,01
TB3 1,104 0,562 1,96
TB4 1,193 0,633 1,88
TB5S 0,182 0,090 2,02
TC1 1,196 0,593 2,02
TC2 1,059 0,526 2,01
TC3 0,811 0,446 1,82
TC4 1,063 0,523 2,03
TC5 1,322 0,682 1,94

Tabela II: Analise espectrofotométrica das amostras de RNA extraidos de culturas C2C12 de
mioblastos diferenciados em miotubos. C*: amostras representantes do grupo controle; TA*:
amostras representantes do grupo tratado com TNF-a; TB*: amostras representantes do grupo
tratado com TNF-a /IFN-y; TC*: amostras representantes do grupo tratado com IFN-y.
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4.3.Gel analitico de agarose para RNA

As amostras de RNA extraidas das culturas de C2C12 foram submetidas a
analise de qualidade por gel de agarose 1%. Os resultados obtidos estdo

representados na Figura 2.

Controle Tratamento TNF-a (B)
28s . 285
- 18s . 18
Cl @ 3 C4 C5 6 TA1 TAZ TA3 TA4 TAS TA6
Tratamento
TNF-a/IFN-y () Tratamento IFN-y (p)
28s
18s

TB1 TB2 TB3 TB4 TB5 TC1 TC2 TC3 TC4 TGS

Figura 2: Gel analitico para analise da qualidade do RNA extraido das culturas de C2C12. (A):
Controle; (B): células tratadas com TNF-a; (C): células tratadas com TNF- o/IFN-y; (D):
células tratadas com IFN-y. C*: amostras controle; TA*: amostras tratadas com TNF- a; TB*:
amostras tratadas com TNF- o/IFN-y; TC*: amostras tratadas com [FN-y.
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4.4.RT-PCR - analise dos niveis de expressdo dos MRF's

O RT-PCR ¢ um método de andlise semi-quantitativo. Todos os dados
encontrados a partir deste experimento foram quantificados através da densitometria das
bandas de cDNA amplificado pelos pares de primers especificos. Tais bandas foram
obtidas de géis de agarose (figuras 3,5 e 7) referentes aos produtos das reagdes de PCR,
os quais foram fotografados e entdo analisados.

Os resultados da densitometria de bandas foram usados para a realizagdo dos

calculos estatisticos e os dados obtidos estdo expressos nos graficos das figuras 4, 6 e 8.

. MyoD: O tratamento com IFN aumentou a expressdo do gene MyoD quando

comparado aos grupos controle (p<005) e TNF+IFN (p<0,01) (Figuras 3 ¢ 4).

Controle Tratamento TNF-a
1 2 3 4 5 (a 1 2 3 4 5 (B)
Tratamento TNF-a/IFN-y Tratamento I[FN-y

Figura 3: Expressdo do gene MyoD, de células extraidas das culturas de mioblastos C2C12.
Gel de agarose (1%) corado com SYBR safe: (A): grupo controle; (B): grupo tratado com TNF-
a (5 ng/Ml); (C): grupo tratado com TNF- o/IFN-y (5 ng/mL + 50 U/mL); (D): grupo tratado
com IFN-y (50 U/mL).
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Figura 4: Expressdo do gene MyoD, de células extraidas das culturas de mioblastos C2C12.
Controle: grupo controle; TNF: grupo tratado com TNF-a (5 ng/Ml); TNF+IFN: grupo tratado
com TNF- a/IFN-y (5 ng/mL + 50 U/mL); IFN: grupo tratado com IFN-y (50 U/mL). #: versus
grupo controle (p<0,05); **: versus grupo TNF+IFN (p<0,01).

. Miogenina: O tratamento com IFN aumentou a expressdo do gene miogenina

quando comparado ao grupo controle (p<005) (Figuras 5 e 6).

Controle Tratamento TNF-a
1 2 3 4 5 (a 1 2 3 4 5 (B)
Tratamento TNF-a/IFN-y Tratamento IFN-y

Figura 5: Expressdo do gene Miogenina, de células extraidas das culturas de mioblastos
C2C12. Gel de agarose (1%) corado com SYBR safe: (A): grupo controle; (B): grupo tratado
com TNF-a (5 ng/MI); (C): grupo tratado com TNF- o/IFN-y (5 ng/mL + 50 U/mL); (D): grupo
tratado com IFN-y (50 U/mL).
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Figura 6: Expressdo do gene Miogenina, de células extraidas das culturas de mioblastos
C2C12. Controle: grupo controle; TNF: grupo tratado com TNF-a (5 ng/M1); TNF+IFN: grupo

tratado com TNF- o/IFN-y (5 ng/mL + 50 U/mL); IFN: grupo tratado com IFN-y (50 U/mL). #:
versus grupo controle (p<0,05).

o Myf5: O tratamento com TNF+IFN diminuiu expressdo do gene Myf5 quando

comparado aos grupos TNF (p<005) e IFN (p<0,05) (Figuras 7 e 8).

Controle Tratamento TNF-a
1 2 3 4 5 (A 1 2 3 4 5 (B)
Tratamento TNF-a/IFN-y Tratamento IFN-y

Figura 7: Expressdo do gene Myf5, de células extraidas das culturas de mioblastos C2C12. Gel
de agarose (1%) corado com SYBR safe: (A): grupo controle; (B): grupo tratado com TNF-a, (5

ng/Ml); (C): grupo tratado com TNF- o/IFN-y (5 ng/mL + 50 U/mL); (D): grupo tratado com
IFN-y (50 U/mL).
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Figura 8: Expressdo do gene Myf5, de células extraidas das culturas de mioblastos C2C12.
Controle: grupo controle; TNF: grupo tratado com TNF-a (5 ng/Ml); TNF+IFN: grupo tratado

com TNF- o/IFN-y (5 ng/mL + 50 U/mL); IFN: grupo tratado com IFN-y (50 U/mL). * ¢ @:
versus grupo TNF+IFN (p<0,05).

o MRF-4: A expressdo génica do MRF-4 na cultura de células ndo foi detectada

em nenhum dos grupos analisados (dados ndo demonstrados).

GAPDH: Foi usado para normalizacdo dos valores referentes aos demais genes

sendo detectado em todos os grupos experimentais com uma expressao igual (Figura 9).

Controle Tratamento TNF-a
1 2 3 4 5 () 1 2 3 4 5 (B)
Tratamento TNF-a/IFN-y Tratamento IFN-y

Figura 9: Expressdo do gene GAPDH, de células extraidas das culturas de mioblastos C2C12.
Gel de agarose (1%) corado com SYBR safe: (A): grupo controle; (B): grupo tratado com TNF-

a (5 ng/Ml); (C): grupo tratado com TNF- o/IFN-y (5 ng/mL + 50 U/mL); (D): grupo tratado
com IFN-y (50 U/mL).
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5. DISCUSSAO

A proposta desta investigacdo foi determinar a expressdo de mRNA dos fatores
de regulacdo miogénica, MyoD, Myf5, Miogenina e MRF-4 em culturas de mioblastos,
C2C12 apos diferenciacdo até estdgio de miotubos, submetidos a tratamento com TNF-
o/IFN-y. As culturas de C2C12 foram expandidas até que fosse atingida uma
confluéncia de 80% da superficie de plaqueamento, entdo estas células foram tratadas
para se diferenciarem em miotubos. Ao atingir este nivel de diferenciacdo as culturas
foram submetidas ao tratamento com fator de necrose tumoral (TNF-a), interferon-y
(IFN-y), e a associacdo do TNF-o/IFN-y.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com IFN-y aumentou a expressdo
do gene MyoD quando comparado aos grupos controle e TNF-o/IFN-y, bem como
aumentou a expressdo do gene miogenina quando comparado ao grupo controle. A
expressdo do gene Myf5 também aumentou sob tratamento IFN-y comparado aos
grupos TNF-a e IFN-y. A expressdo génica do MRF-4 na cultura de células ndo foi
detectada em nenhum dos grupos analisados. Para a normaliza¢do dos valores dos genes
acima citados foi utilizado o gene constitutivo GAPDH detectado em todos os grupos
experimentais.

MyoD, Miogenina, Myf5 ¢ o MRF-4 sdo conhecidos fatores de transcrigdo
pertencentes a familia “basic helix-loop-helix” (bHLH). Esses fatores sdo musculo-
especificos e regulam a ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo de células miogénicas.
MyoD e Myf5 sdo os fatores de regulacdo miogénica responsaveis pela proliferacdo dos
mioblastos expressos anteriormente a fase de diferenciag@o destas células. A miogénina
e o MRF-4 sdo fatores de regulacio miogénica expressos nas células em final de

diferenciag¢do (Megeney & Rudnicki, 1995).
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Neste trabalho MyoD, Myf5 e Miogenina apresentaram aumento de expressao
em C2C12 tratadas com IFN-y. Estudos in vitro demonstraram que IFN-y e seus
receptores sdo expressos em culturas de mioblastos C2C12 e que o bloqueio destes
receptores causa uma redu¢do na proliferacdo e fusdo destas células (Cheng et al.,
2008). Em um estudo in vivo, camundongos transgénicos modificados para super-
expressarem constitutivamente IFN-y apresentaram miopatias necrotizantes (Shelton et
al., 1999). Por outro lado, outro estudo demonstrou que com administragdo controlada e
ndo constante de IFN-y exdgeno ocorreu uma melhora aparente no processo de
cicatriza¢do de musculo esquelético lesado (Foster et al., 2003).

Alguns estudos reportaram que o IFN-y exdgeno tem influéncia na proliferacdo e
diferencia¢@o de culturas de mioblastos derivados de muisculo humano, de galinha e de
rato (Fisher ef al., 1983; Tomita & Hasegawa, 1984; Kalovidouris ef al.,1993; Kelic et
al.,1993). Estes estudos permitem inferir que, o tratamento das culturas de mioblastos
C2C12 com IFN-y estimulou a proliferagdo e diferenciacdo dos mioblastos conforme
demonstrado pelo aumento da expressdo dos fatores MyoD, Myf5 e Miogenina em
nosso estudo.

O TNF-a ¢ uma citocina produzida por macréfagos ativados que se encontra
elevada em diversas condigdes patologicas como na AIDS, canceres e insuficiéncia
cardiaca (Levin et al., 1990; Mcmurrue ef al., 1991; Dukta et al., 1993, Anker et al.,
1999).

Segundo trabalhos encontrados na literatura o TNF-a isoladamente inibe a
expressdo de fatores reguladores miogénicos como MyoD e miogenina em culturas de
mioblastos C2C12 (Szalay et al., 1997; Chandran et al., 2007) e em culturas primarias
de musculo esquelético (Larsen et al., 2008). Tem sido demonstrado que a associagio

entre 0 TNF-a e o IFN-y reduz de forma mais acentuada a expressdo da MyoD tanto em
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culturas de mioblastos C2C12 como em musculo esquelético de camundongos
(Acharyya et al., 2004). No entanto, estes resultados contradizem os achados do
presente estudo.

Os mecanismos pelos quais o TNF-a inibe a miogénese ainda sdo bastante
discutiveis ndo havendo até o momento um consenso entre os pesquisadores. Um dos
mecanismos bastante elucidado em alguns estudos estd relacionado com a ativagdo da
via do NF-kB pelo TNF-a (Guttridge ef al., 1999; Langen et al., 2001; Langen et al.,
2004), por outro lado, alguns estudos defendem que o TNF-a ¢ um sinalizador
indispensavel ao processo regenerativo (Chen et al., 2005). Outro mecanismo potencial
para explicar a perda de musculo esquelético € através da apoptose causada pelo TNF-a
nos mioblastos (Foulstone ef al.,, 2001; Langen et al., 2001; Stewart et al., 2004), no
entanto, pouco se sabe sobre o efeito positivos ou negativos do TNF-a sobre miotubos
(Tolosa et al., 2005).

Em dados publicados por Tolosa em 2005, a exposi¢ao de culturas de mioblastos
C2C12 diferenciados em miotubos ao TNF-a resultou em um aumento significante na
atividade da caspase-3, uma protease envolvida no processo de apoptose. Quando estas
mesmas culturas foram expostas ao TNF-a, porém na presenga de IFN-y, a atividade da
caspase-3 foi plenamente revertida. Isso demonstra que o IFN-y tem um efeito protetor
sobre a apoptose induzida pelo TNF-a (Tolosa et al., 2005).

Os resultados encontrados em nosso trabalho corroboram os resultados do
trabalho acima referido. Todos os fatores miogénicos analisados, com excecdo do MRF-
4, tiveram um aumento na expressdo de mRNA quando tratados com IFN-y. Tais dados
demonstram que o IFN-y apresenta um efeito de prote¢do sobre mioblastos de C2C12
diferenciados em miotubos, contradizendo relatos que defendem o IFN-y como um

regulador positivo do TNF-a.
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O fator MRF-4 nao foi detectado em nenhuma das amostras de RNA obtidas a
partir das culturas de mioblastos C2C12 utilizadas para a realizagdo deste trabalho. Uma
possivel explicagdo para essa situacdo € que o primer utilizado para o fator MRF-4
tenha sido desenhado com algum erro crucial na seqiiéncia de nucleotideos, ou ainda o
armazenamento e forma de uso tenham prejudicado de alguma forma sua atividade,
dado que na literatura, outros trabalhos identificam niveis de expressdo deste fator em
culturas de mioblastos C2C12 (te Pas et al., 2000; Jin et al., 2007).

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que o IFN-y exdgeno administrado
a culturas de mioblastos de C2C12 diferenciados em miotubos tem influéncia sobre a
proliferag¢do e diferencia¢do destas culturas. Este dados foi expresso pelo aumento na
quantidade de mRNA dos fatores miogénicos MyoD, Myf5 e miogenina, corroborando
a hipotese do efeito protetor desta citocina sobre a inibicdo da expressdo de fatores

miogénicos causados pelo aumento do TNF-a em diversas condigdes patologicas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A formagdo universitiria ndo se resume apenas a aulas, provas e notas.
Paralelamente a este processo, que ¢ fundamental, estdo as relagdes interpessoais, as
quais remetem a um aprendizado complementar ao processo de graduagdo. Através
destas relacdes € que se torna possivel descobrir muitos dos interesses que vao nortear o
caminho que esta em construgao.

O desenvolvimento de um trabalho cientifico também se baseia nestes preceitos.
O aprendizado tedrico d4 embasamento e consisténcia ao que se deseja estudar. As
relagdes interpessoais facilitam todo o processo de aprendizado, principalmente na
aquisicdo dos conhecimentos relativos ao dia a dia de um laboratdrio.

Neste sentido realizar o presente trabalho, como exigéncia parcial para a
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas traz ndo apenas um titulo ao
curriculo, mas sim toda uma vivéncia. Além de proporcionar condigdes para a
continuidade de um trabalho futuro como pesquisador, ainda acrescenta de forma muito
significativa conhecimentos indispensaveis a formagdo do carater de um futuro
profissional graduado por esta instituigao.

O projeto realizado permitiu um amplo aprendizado sobre o dia a dia de trabalho
de um pesquisador, tanto em um sentido de aprendizagem tedrica, como técnica. Esses
conhecimentos somados permitem hoje o inicio de uma autonomia indispensavel para a
seqiiéncia da carreira aqui escolhida.

Sem mais, julgo que o desenvolvimento deste projeto, somado a todos os
momentos vividos em fungdo dele possibilitardo um futuro muito promissor dado a

escolha de uma carreira cientifica a ser trilhada deste momento em diante.
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