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RESUMO

Em mamiferos, o crescimento do musculo esquelético e sua regeneracao sao atribuidos ao
processo denominado miogénese que, a nivel molecular, é regulado pela interacdo de
transdutores de sinais intra e extra-celulares. A miogénese ¢ um processo altamente
orquestrado em que células musculares precursoras mononucleadas, os mioblastos,
proliferam e diferenciam-se para formacao de fibras musculares adultas. Durante a
diferenciagdo, os mioblastos encerram o seu ciclo celular, migram para regides
predeterminadas, alinham-se uns com os outros e, subsequentemente, fundem-se para
finalmente se transformarem em miotubos multinucleados. Os fatores intracelulares que
controlam esse processo ja sdo bastante conhecidos, entretanto, trabalhos recentes
demonstraram que o processo de miogénese ¢ altamente sensivel e regulado por
moléculas presentes no meio extracelular, até mesmo por componentes secretados pelas
c¢lulas musculares (secretoma). Dados recentes de nosso laboratério demostraram que,
dentre os principais componentes do secretoma, a osteoglicina (Ogn) possui uma
importante fungdo na miogénese, pois o silenciamento pds transcricional da Ogn por
pequenos RNAs de interferéncia (siRNA) altera a proliferacdo e a diferenciacdo dos
mioblastos C2C12. Além disso, a Ogn foi descrita como importante proteina secretada
por fibroblastos para a matriz extracelular e que apresenta fungdo no envelhecimento de
fibroblastos cardiacos. Embora ja tenham sido descritas algumas fun¢des da Ogn em
fibroblastos ou em células musculares, ainda ¢ desconhecido se a Ogn pode participar de
uma via comunicagdo entre esses dois tipos celulares. Portanto, no presente trabalho,
testamos a hipotese de que a co-cultura de fibroblastos NIH3T3 (FB) e mioblastos C2C12
(MB) altera os niveis proteicos da Ogn e, consequentemente a migragdo de mioblastos.
Para isso, utilizamos as co-culturas FB/MB e MB/MB durante Oh, 12h e 24 h para avaliar,
nos mioblastos, a migragdo celular e os niveis proteicos da Ogn. A co-cultura FB/MB nao
altera a taxa de migracdo de mioblastos, entretanto foi capaz de diminuir os niveis
proteicos da Ogn ap6s 12h e 24 h de co-cultura. Além disso, a co-cultura MB/MB nao
altera os niveis proteicos da Ogn, validando um efeito paracrino dos fibroblastos que
diminui os niveis proteicos da Ogn em mioblastos. Esses dados revelam que a co-cultura
celular FB/MB influencia na expressao proteica de Ogn sem alterar a migracao celular.

Palavras-chave: miogénese; cross-talk celular; distrofia muscular.



ABSTRACT

In mammals, the skeletal muscle growth and regeneration are assigned to process called
myogenesis that is regulated, at molecular level, by the interaction of intra and extra-
cellular signal transducers. Skeletal muscle differentiation, or myogenesis, is a highly-
orchestrated process in which mononucleated muscle precursor cells, the myoblasts,
undergo proliferation. Upon differentiation, they withdraw from the cell cycle, migrate,
align with each other, and subsequently fuse to form terminally differentiated
multinucleated myotubes. Intracellular factors that control this process are already well
known, however, recent studies have shown that the myogenic process is highly sensitive
and regulated by molecules present in the extracellular medium, even for components
secreted by muscle cells (secretome). Recent data from our laboratory demonstrate that
among the main components of secretome, the osteoglicina (Ogn) has an important role in
myogenesis because the post transcriptional silencing of Ogn by small interfering RNAs
(siRNAs) alters the proliferation and differentiation of myoblasts C2C12. Furthermore,
Ogn has been described as a major protein secreted by fibroblasts to the extracellular
matrix and for presenting function in the aging of heart fibroblasts. Although it is already
described certain features of Ogn in fibroblasts or muscle cells, it is still unknown whether
the Ogn can participate in one way of communication between these two cell types.
Therefore, in this study, we tested the hypothesis that co-culture of fibroblasts NIH3T3
(FB) and myoblasts C2C12 (MB) changes the protein levels of Ogn and consequently
myoblast migration. For this, we used the co-cultures FB/MB and MB/MB for Oh, 12h and
24 h to evaluate, in myoblasts, cell migration and protein levels of Ogn. The co-culture
FB/MB does not alter the myoblast migration rate; however, it decreased the Ogn protein
levels after 12h and 24 h of co-culture. In addition, co-culture MB/MB does not change
protein levels of Ogn, validating a paracrine effect of the fibroblasts that reduces the
protein levels of Ogn in myoblasts. These data reveal that the co-culture FB/MB
influences the protein expression of Ogn without changing cell migration.

Key words: myogenesis, cellular crosstalk, muscular dystrophy



1. Introducéo

1.1. Eventos celulares e moleculares da miogénese

Em mamiferos, a miogénese ¢ o processo de desenvolvimento embriondrio do
tecido muscular esquelético que, a nivel molecular, ¢ regulado pela interacdo de
transdutores de sinais intracelulares e fatores de transcricdo nucleares '. Durante o
desenvolvimento do musculo esquelético, as células dos somitos comprometem-se a
linhagem miogénica e progridem ao longo da via miogénica através de eventos celulares
de proliferacdo e diferenciagdo terminal e, posteriormente, formam as miofibras
multinucleadas . Durante esses processos, ha a ativacio dos fatores de regulacio
miogénicos (MRFs), incluindo as familias MyoD e MEF2, resultando numa
reprogramac¢do da expressdo génica responsavel pelo orquestramento da miogénese
esquelética >*

A determinagdo e a diferenciacdo terminal das células musculares ocorre a nivel
transcricional governadas pelas vias regulatorias de quatro MRFs: myogenic factor 5
(MYF5), muscle-specific regulatory factor 4 (MRF4; também conhecido como MYF6),
myoblast determination protein (MyoD) e miogenina °. Os MRFs possuem dois dominios
principais, um envolvido na ligagdo com a molécula de DNA e outro envolvido na
dimerizagdo com proteinas E (E12 ou E47) 6. O heterodimero formado possui alta
afinidade por uma sequéncia especifica do DNA (5'-CANNTG-3"), conhecida como E-
box °. Essa sequéncia estd presente na regido promotora de genes musculo-especificos e a
ligagdo ¢ responsavel pela ativacdo da transcri¢do desses genes . Esses MRFs sdo os
responsaveis pela inducdo de células precursoras musculares mononucleadas, os
mioblastos, a proliferacdo e a diferenciagdo 189

No processo de diferenciagdo do musculo esquelético, o comprometimento das
células somiticas do mesoderma com a linhagem miogénica ¢ marcado pela
expressao da MYF5 e MyoD; essas células da linhagem miogénica em proliferacdo sdo
entdo denominadas de mioblastos * Embora a MyoD e 0 MYF5 definam a identidade
dos mioblastos, as células precursoras somiticas devem ser pré-comprometidas com a
linhagem miogénica antes da expressdo dos MRFs. No embrido, esse pré-

comprometimento ¢ realizado pelo fator transcricional paired-box 3 (PAX3), o qual ¢



expresso em cé¢lulas do mesoderma pré-somitico e dos primeiros somitos epiteliais
10174 no dermomi6tomo, as células precursoras, que apresentam expressio de PAX3
induzida por sinais secretados pelo mesoderma da placa lateral e pelo ectoderma
superficial, sio mantidas como uma populacdo ndo diferenciada e em proliferagio;
contribuindo assim para a expansdo das células da linhagem miogénica '2. Os
mioblastos que saem do ciclo celular e que expressam MYFS5 e MyoD, tornam-se
miocitos diferenciados e iniciam a expressdo da miogenina ¢ do MRF4, os quais

. - . 4
regulam a diferenciacdo dessas células em fibras musculares “.

1.2. Secretoma

Embora os fatores intracelulares que controlam a miogénese ja estejam bem
caracterizados, o conhecimento sobre dos fatores extracelulares secretados pelas células
musculares que regulam o ciclo celular e induzem o processo de proliferagdo e

J4

diferenciagdo ainda ¢ bastante escasso. No entanto, ¢ evidente que a miogénese ¢

13,14

extremamente sensivel ao meio extracelular e pode funcionar como 06rgdo

endocrino por secretar fatores extracelulares que regulam o desenvolvimento do

1316 Tendo em vista essas importantes atuagdes dos componentes secretados

musculo
pelas células musculares esqueléticas (secretoma), torna-se necessario uma melhor
compreensdo da regulagdo desses componentes para elucidar as interacdes entre
mecanismos autocrinos e intracelulares de regulacdo envolvidos na miogénese e

regeneracdo do tecido muscular esquelético.

Chan et al identificaram 34 proteinas como parte dos componentes do
secretoma e, dentre elas, 30 sdo reguladas diferencialmente durante a miogénese'’. A
osteoglicina (Ogn) foi a proteina que apresentou uma relevante alteracdo na sua

~ A e . . . A 17
expressao génica (mais de seis vezes) durante o processo de miogénese .

1.3. Osteoglicina

A Osteoglicina originalmente chamada de fator osteoindutivo (OIF) e, mais

18,19,20 4
2

tarde, renomeada de mimecan / osteoglicina ¢ 0 sétimo membro pertencente a

familia dos pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs) que sdo secretados na



matriz extracelular (MEC) ** Sua estrutura protéica é composta por 6-11 de repeti¢des
ricas em leucina e possui um peso molecular entre 25 a 60 kDa *'. O gene da Ogn est4
localizado no cromossomo 9q22 humano ), sua estrutura gendmica ¢ altamente
conservada entre as espécies, € uma unica copia do gene da origem a multiplos
transcritos de mRNA resultantes do splincing alternativo de poliadenilagdo diferencial
*No entanto, todos esses transcritos produzem uma proteina idéntica que é conservada
12324

entre as espécies, indicando a sua importancia funciona

O website The Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org/) mostra que o

transcrito e a proteina Ogn ¢ encontrada em diferentes propor¢des na maioria dos
tecidos do corpo humano, incluindo tecidos musculares (Figura 1). A principal fungdo
da Ogn j& descrita estd relacionada com a fibrilogénese do colageno de tecidos

.. . , 21,2425
conjuntivos € matrizes osseas =~ "

. Podendo ser relacionada a diversos processos
o, . . - 25 . AL s
biologicos, tais como formagdo do osso =, desenvolvimento de tumores, transparéncia

da cornea e integridade da pele *°.

A Ogn foi identificada como parte do secretoma de células musculares, e foi
avaliada a sua fungdo nos processos de proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de
células musculares. Chan e colaboradores mostraram a existéncia de expressao
diferencial da Ogn entre mioblastos e miotubos; e quando realizaram o knockdown da

Ogn, verificaram uma diminui¢cdo de 1.6 vezes da atividade transcricional da quinase

17
creatina muscular, acompanhada de diminuicdo na diferenciacdo dos mioblastos

Além disso, dados recentes de nosso laboratério demostraram que a osteoglicina possui
uma importante fungdo na miogénese, pois seu silenciamento génico pods
transcricional, por pequenos RNAs de interferéncia (siRNA), altera a proliferagdo e a

diferenciacdo dos mioblastos C2C12 7.

Esses dados indicam que a Ogn ¢ uma importante proteina secretada pelo
musculo que influencia os estagios iniciais da miogénese. Adicionalmente, Tanaka et al
comprovaram que a Ogn apresenta uma importante funcio na regulagdo de mioblastos
em co-cultura com osteoblastos. Os autores observaram que o tratamento de
osteoblastos com meio de cultivo de mioblastos com ganho e perda de funcdo da
Ogn, aumenta e diminui, respectivamente, os niveis de expressao proteica da fosfatase
alcalina, do colageno do tipo 1 e da P-catenina nos osteoblastos. Esses resultados
indicam que a Ogn, produzida no musculo, também atua como um importante fator

humoral anabolico fundamental para o desenvolvimento dos osteoblastos **.


http://www.proteinatlas.org/

RNA expression (FPKM) Protein expression (score) = >

™ b
Brain |°- R

Endocrine tissues -o ]
Bone marrow & °
immune system
Muscle tissues _o E—
Lung Q
Liver & galibladder
Pancreas

Gastrointestinal tract

Kidney & urinary
bladder
Male tissues
Female tissues 0
Adipose & soft tissue @

Skin ®

Figura 1. Expressdo génica e proteica da Ogn em diferentes tecidos do corpo humano esquematizada pelo
portal The Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org/).

1.4. Papel dos Fibroblastos na Miogénese

Tendo em vista que o processo de miogénese responde a fatores extracelulares,
torna-se necessario compreender o mecanismo pelo qual outras células podem
influenciar nesse processo. Um importante tipo celular que ¢ capaz de regular o
desenvolvimento do musculo sdo os fibroblastos **°.

Os fibroblastos sdao os principais componentes do tecido conjuntivo. Essas
células sdo responsaveis pela secrecdo de diversas substancias que fazem parte da

matriz extracelular, como colageno, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e 4cido
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hialurénico *'. Os fibroblastos sdo importantes no processo de reparagio de tecidos por
sua capacidade de proliferarem, migrarem para a ferida e produzirem grandes
quantidades de colageno quando o tecido ¢ lesionado 2.

A capacidade de regeneragdo dos tecidos deve-se a atividade secretora dos
fibroblastos, principalmente, pela producdo de fatores de crescimento como o FGF
(fibroblast growth fator). Os membros da familia de FGFs foram identificados como
moléculas sinalizadoras no desenvolvimento de diferentes tipos celulares, através da
sua a¢do no controle da proliferagdo, diferenciacdo e morfogénese. Além disso, um
desses membros, o FGF13, apresenta uma agao direta no tecido muscular pela inibi¢ao
dos processos de proliferagdo e diferenciagio “in vitro” de mioblastos C2C12 **.

Isto indica que existe uma forte interacdo entre o desenvolvimento dos
fibroblastos com o desenvolvimento de tecidos/células adjacentes. De fato, os
fibroblastos auxiliam na individualizagdo da massa muscular durante a organogénese
embrionaria *°. Outro indicio dessa interagdo é a existéncia de componentes da lamina
basal do musculo que sdo sintetizados em parte pelos fibroblastos deste mesmo tecido
30

Além disso, estudo feito por Joffroy et al, 2000 demonstrou que se o
desenvolvimento do musculo estiver comprometido, os fibroblastos apresentarao
desenvolvimento deficiente. Mostrando que certas caracteristicas dos fibroblastos sdo
determinadas pelo ambiente celular circundante durante o desenvolvimento
embrionario, sendo que esse processo compromete permanentemente a estrutura dos

fibroblastos, prejudicando o desenvolvimento do miisculo na idade adulta *°.

1.5. Fibroblastos e Osteoglicina

Diversos estudos tem demonstrado a importancia da producdo de Ogn por

fibroblastos, como também a necessidade de Ogn para o desenvolvimento apropriado
dos fibroblastos. Recentemente, um estudo realizado por Van Aelst et al, 2015
demonstrou que os fibroblastos cardiacos sdo capazes de expressar maiores quantidades
de Ogn do que as células musculares cardiacas *°. Também foi encontrado que
fibroblastos embrionarios de camundongos secretam Ogn, sendo que sua forma madura ¢é

essencial para a construgdo adequada da MEC **.

11



Em fibroblastos cardiacos o controle da expressdo da Ogn pelo miR-22 estd
relacionado ao envelhecimento cardiaco, pois em individuos com idades avangadas os
niveis desse microRNA aumentam, enquanto que, os niveis proteicos de Ogn diminuem *°.

Embora ja tenham sido descritas algumas importantes fun¢des da Ogn em
fibroblastos ou em células musculares, ainda ¢ desconhecido se a Ogn pode participar de
uma via comunicacao entre esses dois tipos celulares para controle do desenvolvimento do
musculo. Essa comunica¢do, denominada de “ativa¢do cruzada” ou crosstalk, ocorre a
partir de componentes liberados por cada uma dessas células, os quais podem ativar vias de
transdugdo de sinais em fibroblastos e/ou em células musculares *°.

Para demonstrar esse efeito do crosstalk entre diferentes tipos celulares, sido
comumente utilizados modelos de co-cultura, pois os modelos de co-cultura contribuem
na compreensdo das interagdes de dois tipos celulares, os quais refletem mais

. . . . 37
precisamente o ambiente “in vivo”

. Experimento realizado com co-cultura de células
epiteliais e fibroblastos demonstrou que existe uma agao coordenada e colaborativa entre
essas células para o crescimento e morte celular, através de expressdo diferencial de
alguns genes, quando comparados & culturas simples dos tipos celulares estudados **.
Com isso, torna-se interessante analisar o efeito da co-cultura de fibroblastos com
mioblastos para melhor compreensao da interagao e influéncia dos fibroblastos no
desenvolvimento do musculo esquelético.

Portanto, considerando que: 1) nosso grupo de pesquisa ja descreveu um papel da
Ogn na regulagdo da miogénese; 2) o ambiente para a manutencdo, diferenciagdo e
regeneragdo das células musculares envolve processos regulatorios influenciados pelos
fibroblastos *°, testaremos a hipotese de que a co-cultura de fibroblastos NIH3T3 e
mioblastos C2C12 altera os niveis proteicos da Ogn e, consequentemente a migragao de

mioblastos.

2. Objetivo

Avaliar a influéncia da co-cultura celular de fibroblastos NIH3T3 e mioblastos

C2C12 na migracao celular e nos niveis proteicos da Ogn de mioblastos.

12



3. Material e Métodos
3.1. Cultura Celular

3.1.1.C2C12 e NIH3T3

Esse estudo utilizou linhagem celular de camundongo C2CI12 capaz de
diferenciar-se em miotubos. Essa linhagem celular ¢ uma importante ferramenta para
o estudo da atrofia muscular e miogenese ** *'. Outra linhagem celular utilizada neste
estudo foi a NIH3T3; essa linhagem imortalizada ¢ constituida por fibroblastos
embrionarios de camundongos, a qual representa um importante modelo experimental para
diferentes estudos, desde sua primeira descri¢io em 1963 **. Células da linhagem C2C12
obtidas do Banco de Cé¢lulas do Rio de Janeiro (UFRJ) e células NIH3T3, gentilmente
doados pelo Prof. Dr. William Fernando Zambuzzi (Departamento de Quimica e Bioquimica,
IBB — UNESP), foram utilizadas neste estudo. As células foram cultivadas,
independentemente, em garrafas de 75 cm? com meio de cultura DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium — Life Technologies, EUA) suplementados com 10% soro fetal
bovino (SFB — Life Technologies, EUA) ¢ 1% de antibiotico (Penicillin-streptomycin
solution stabilized — Life Technologies, EUA) até atingirem uma confluéncia de 80%
(dentre um periodo de ~ 3-4 dias). Posteriormente, as células foram tripsinizadas: metade
das células foi transferida para outra garrafa para serem expandidas; a outra metade foi
ajustada para uma diluigdo de 1:10 e divididas em placas de 6 pocos para que os

experimentos de co-cultura pudessem ser realizados.

3.1.2. Co-cultura Celular

Nos experimentos de co-cultura os mioblastos C2C12 foram semeados em placas
6 pocos, na densidade de 1x10° células/pogo em 2 mL de DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium — Life Technologies, EUA) suplementado com 10% de SFB e 1%
antibiotico. Os mioblastos foram mantidos em estufa com 5% de CO2 em atmosfera imida
até atingirem 100% de confluéncia. Posteriormente, os fibroblastos foram semeados na
densidade de 1x10° células/po¢o em 2 mL do mesmo meio de cultura, sobre o inserto

movel que se encaixa em cada pogo e contém membrana microporosa com poros de 0,4
13



pum revestindo o seu fundo (Millipore Corp., Billerica, MA, EUA). Apos atingirem 50% de
confluéncia, cada inserto contendo os fibroblastos foi cuidadosamente encaixado sobre o
pogo contendo mioblastos, permitindo a comunicagdo entre as duas populagdes celulares
através da difusdo de fatores secretados por elas, sem que houvesse contato direto entre os
diferentes tipos celulares. Nesse momento o meio DMEM com 10% de SFB foi trocado
por meio DMEM com 1% de SFB e a co-cultura entre os dois tipos celulares ocorreu em
0, 12 e 24 horas de exposicdo. Cada grupo experimental foi composto por triplicatas
bioldgicas para melhor avaliagdo dos resultados do tratamento aplicado. Além disso, para
manter as mesmas condigdes do grupo co-cultura, os mioblastos do grupo controle foram

colocados em contato com insertos que continham mioblastos (Figura 2).

FB/MB MB/MB
BRI SRR RS —IHHHJ
s Fibroblasto
e e o i e == Mioblasto

Figura 2. Representagdo do experimento de co-cultura FB/MB, o qual continha mioblastos cultivados em co-cultura
com fibroblastos; ¢ MB/MB, o qual continha mioblastos cultivados em co-cultura com mioblastos (controle). FB:
fibroblastos; MB: mioblastos.

3.2. Ensaio de Migracao - Wound Healing

O ensaio Wound Healing foi realizado para a analise qualitativa in vitro da
migragdo celular **. Para a elaboragdo desse ensaio, os mioblastos C2C12 em co-cultura
foram analisados quanto ao seu potencial de migracdo nos tempos de Oh, 6h, 12h, 18h e
24h. Os mioblastos foram cultivados em placas de 6 pogos na concentragdo de 1x10°
células/cm2, até¢ a confluéncia de 100%, quando os insertos, contendo mioblastos ou
fibroblastos na mesma concentragdo, foram colocados nas placas. As monocamadas foram
lesadas (riscadas, mimetizando a criagdo de uma ferida) em linha reta no centro de cada
poco com o uso de uma ponteira estéril de 200 puL, utilizando como apoio a tampa estéril

da placa de 6 pogos para a obtencdo de um risco regular. A area lesada na placa foi
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inspecionada nos tempos 0, 6h, 12h, 18h ¢ 24h em microscopio invertido de contraste de
fase e as imagens foram capturadas nesses intervalos com a utilizagdo de camera digital
acoplada AxioCam ICc5 (Carl Zeiss Microscopy, Alemanha). A area de fechamento da
lesdo foi calculada comparando a porcentagem da area da ferida no primeiro momento até
o fechamento total da ferida, nos diferentes pontos de tempo, utilizando o programa

Imagel® (http:/imagej.nih.gov/ij/).

3.3. Western Blot

3.3.1. Extracédo proteica

Os mioblastos de 0, 12 e 24 horas em co-cultura, presentes em placas de 6 pogos,
foram lavados 2 vezes com PBS (Phosphate-buffered saline, Thermo Fisher, EUA) e, em
cada poco, foram adicionados 250 pL de tampao de lise RIPA (Radio-
Immunoprecipitation Assay; Sigma-Aldrich, EUA). Apds incubagao por 24 horas a -20°C,
os pocos foram raspados para completa lise celular, o homogeneizado resultante foi
transferido para tubos de 1,5 mL e centrifugado a 8000 g, por 10 minutos a 4°C. A
concentragdo proteica total do sobrenadante foi analisada pelo método de Bradford
*Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, EUA), utilizando as curvas de BSA Protein

Standard (Bio-Rad Laboratories, EUA) como padrio.

3.3.2. Eletroforese e Immunoblotting

As amostras das proteinas extraidas foram diluidas em tampdo Laemmli (Sample
Buffer Laemmli 2x Concentrate, Sigma-Aldrich, EUA) 20 pg de proteinas foram separadas
por eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, EUA).
A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico de empilhamento (Tris-HCL 240 mM
pH 6,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed) e de resolugdo (Tris-HCL 240mM pH 8.8,
poliacrilamida 30%, APS e Temed), na concentracdo de 10%. No primeiro pogo do gel foi
aplicado um padrdo de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad,
EUA) para identificacdo do tamanho das bandas. A corrida eletroforética foi efetuada a

120 V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, EUA), por aproximadamente 2 horas, com tampao
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de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%). Em seguida, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad,
EUA) utilizando-se tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e
SDS 0,1%). As membranas foram lavadas duas vezes com tampao TBS-T (Tris-HCI 20
mM, NaCl 137 mM e detergente Tween 20 0,1%). Os sitios inespecificos de ligagdo do
anticorpo primario as membranas foram bloqueados mediante incuba¢ao com solugdo a
0,5% de leite em po6 desnatado, dissolvido em tampao TBS-T, por 120 minutos, a
temperatura ambiente, sob constante agitacdo. Em seguida, as membranas foram
incubadas com o anticorpo primario (Tabela 1) diluido na solugdo bloqueadora, sob
agitacao overnight. Apo6s a incubagdo com o anticorpo primario, as membranas foram
lavadas trés vezes em TBS-T e incubadas com o anticorpo secundario em solugdo
bloqueadora por 2 horas sob agitacdo constante. Para remover o excesso de anticorpo
secundario, as membranas foram lavadas trés vezes em TBS-T. Por fim, a imuno-detec¢ao
foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia, de acordo com as instrugdes do
fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham Biosciences, EUA) para
visualizagdo das bandas. As membranas de nitrocelulose foram expostas ao
Fotodocumentador ImageQuant ™ LAS 4000 (GE Healthcare, EUA) para obtencdo das
bandas de proteinas. A quantificacdo das bandas foi feita por densitometria utilizando o
software Image J versdao 1.49) (http://imagejnih.gov/ij). Os valores obtidos foram
normalizados pelos valores obtidos pelo corante Ponceau 10x (0.5% Ponceau Red; 1%

Acido Acético).

Tabela 1. Anticorpo primario utilizado na imunodetec¢ao por Western Blot.

Anticorpo Concentragéo Peso Molecular

Osteoglycin* 1:1000 34 kDa

*Santa Cruz Biotechnology, EUA

3.4. Analise estatistica dos dados

A ferramenta GraphPad Prism® (GraphPad Software, EUA) foi utilizada para
analises estatisticas dos dados obtidos. Os valores dos ensaios de migracdo foram
submetidos ao teste “t” de Student para amostras independentes. E os valores de niveis
protéicos foram examinados por meio de analise de variancia (ANOVA) para modelo de
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medidas repetidas em grupos independentes e complementados com teste de Tukey. Todos
os dados estdo expressos em média + desvio padrao (SD). O nivel de significancia

considerado para todas as variaveis foi de 5% (o =0.05).

4. Resultados

4.1. Padronizacgao da Co-cultura Celular

Para determinar o tempo de co-cultura nos pocos da placa de 6 pogos, mioblastos
C2C12 (MB) e fibroblastos NIH3T3 (FB) foram colocadas em co-cultura FB/MB, quando
os mioblastos atingiram 100% de confluéncia, e deixados em contato por 60 horas através
do ensaio de migragdo celular (Wound healing). Esses resultados foram comparados com a
cultura controle contendo apenas MB. Com isso, pudemos observar que, apos 48h, a co-
cultura FB/MB induziu um desprendimento dos mioblastos aderidos na placa, com
consequente alteracdo na migragdo dos mioblastos apds 60h de co-cultura, quando
comparados com MB. Assim, foi determinado que o tempo ideal para as posteriores
analises seria de até 24 horas em co-cultura (Figura 3). Além disso, os insertos de placas
de cultura com poros de 0,4 pm ndo sdo translucidos e desta forma ndo foi possivel a
observagdo direta das células por meio do microscopio invertido (Zeiss Axiovert®,
Alemanha). Para observagdo da confluéncia de FB e MB ap6s 24h, estas células foram
coradas com o corante H.E. ¢ observadas em microscopio optico (Leica Microsystems®,
Alemanha) (Figura 4). Portanto, avaliamos o efeito da co-cultura FB/MB na migracéo

celular e dos niveis proteicos da Ogn em mioblastos, nos tempos Oh, 12h e 24h.
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Figura 3. Padronizag¢do do tempo de co-cultura celular através do ensaio de migragdo celular. (A) Fotos
representativas dos mioblastos em co-cultura com fibroblastos e seu respectivo controle, obtidas nos tempos
de O h, 12 h, 24 h, 48 h e 60 h ap6s o corte. (B) Analise da migragdo celular das células C2C12 mensurada
pelo método de Wound-Healing. O fechamento do corte foi quantificado nos tempos O h, 12 h, 24 h,48 h e
60 h apds o corte, pela medida das areas ndo cicatrizadas, utilizando o software ImageJ. Dados expressos em
porcentagem relativa (%) + desvio padrdo. Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste “t” de
Student. *p<0,05 vs. Controle.

Figura 4. Insertos corados com HE indicando a confluéncia celular. (A) Fibroblastos NIH3T3 (B)
Mioblastos C2C12. Setas vermelhas indicam os nicleos em objetiva de 10x/20x respectivamente.

REAT A
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4.2. Co-cultura fibroblasto/mioblasto ndo altera a migracao de
mioblastos

A migragdo dos mioblastos foi avaliada pelo ensaio Wound Healing, como
descrito em Grzelkowska-Kowalczyk et al., 2015 . As células em co-cultura FB/MB nio

apresentaram diferenca significativa na migra¢do celular nos periodos analisados quando

comparadas com MB/MB (Figura 5).

>
oo

0
o
)

-~ FB/MB
- MB/MB

(-2
o
1

Area Fechada (%)
>
o

Tempo (h)

Figura 5. (A) Fotos representativas dos mioblastos nas co-culturas fibroblastos (FB) / mioblastos (MB),
obtidas nos tempos de 0 h, 12 h e 24 h apés o corte. (B) Analise da migragdo celular dos MB mensurada pelo
método de Wound-Healing. O fechamento do corte foi quantificado nos tempos Oh, 6h, 12h, 18h e 24h apos
o corte, pela medida das areas ndo cicatrizadas, utilizando o software ImageJ. Dados expressos em

porcentagem relativa (%) + desvio padrdo. Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste “t” de
Student. *p<0,05 vs. Controle.

4.3. Co-cultura fibroblasto/mioblasto altera a expressdo da Ogn

Os resultados obtidos por Western Blot mostraram que os niveis proteicos de Ogn
diminuiram, em 12 e 24 horas, nos mioblastos em co-cultura FB/MB quando comparado

ao mioblasto em 0 h de co-cultura (Figura 6A). Entretanto, a co-cultura controle MB/MB

ndo apresentou a mesma tendéncia (Figura 6B).
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Figura 6. (A) Niveis proteicos da Ogn nos mioblastos em co-cultura FB/MB durante 0, 12 e 24 horas
utilizando Western Blot normalizada por Ponceau, e blots representativos. Analise de variancia (ANOVA)
para medidas repetidas e grupos independentes. * p<0,05 vs. Oh. (B) Niveis proteicos da Ogn nos mioblastos
em co-cultura MB/MB durante 0, 12 e 24 horas utilizando Western Blot normalizada por Ponceau, e blots
representativos. Analise de varidncia (ANOVA) para medidas repetidas e grupos independentes. * p<0,05
vs. Oh. Ogn: osteoglicina; kDa: kilodalton.

20



5. Discussao

No presente estudo, foi avaliada a influéncia da co-cultura celular entre mioblastos
C2C12 (MB) e fibroblastos NIH3T3 (FB) na expressao proteica de osteoglicina (Ogn) e
na migracao das células musculares esqueléticas. Avaliamos se a co-cultura FB/MB seria
capaz de alterar a expressdo da Ogn e a migragdo de células C2C12. Embora a co-cultura
FB/MB nio altere a migracao de mioblastos, regula negativamente os niveis proteicos de
Ogn nos mioblastos.

Para nosso conhecimento, esse ¢ o primeiro estudo que avalia o efeito da co-
cultura FB/MB na migragdo de mioblastos. Os resultados obtidos a partir do Wound
Healing mostraram que ndo houve modificagdo no processo de migracdo dos mioblastos
em co-cultura com os fibroblastos. O ensaio de migragao tem sido amplamente utilizado
em cultura de C2C12 para estudo funcional de proteinas relacionadas com a miogénese %
% mostrando que ¢ um modelo bem estabelecido e eficaz para analise de moléculas que
participam do processo de migragdo celular nesse tipo celular. Como a Ogn ¢ um
importante componente para organiza¢do da matriz extracelular, ela apresenta grande
potencial para regular o processo de migragcdo. Entretanto, estudo recente desenvolvido
em nosso laboratorio demostrou que o silenciamento génico pods-transcricional da Ogn
por siRNA ndo altera a migragdo de mioblastos C2C12 *’. Também ja foi demonstrado
que o silenciamento da Ogn ndo altera a migracdo celular de fibroblastos cardiacos 3,
Portanto, esses resultados indicam que a Ogn ndo ¢ essencial para a eficiéncia do
processo de migracao para nesses tipos celulares, e em co-cultura FB/MB.

Apesar de ndo apresentar efeito no processo da migracdo, a Ogn ¢, de fato,
extremamente importante para a manutengio do musculo esquelético >’. Desta forma, os
dados de expressdo proteica demonstraram que a co-cultura FB/MB foi capaz de diminuir
os niveis proteicos da Ogn apoés 12h e 24 h de co-cultura. Além disso, a co-cultura
MB/MB niao alterou os niveis proteicos da Ogn, validando um efeito paracrino dos
fibroblastos, o qual diminui os niveis proteicos da Ogn em mioblastos.

Dados do GEO Profiles (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles) mostram que o
musculo esquelético de pacientes com distrofia muscular de Duchenne apresenta aumento
da expressdo génica de Ogn quando comparados & individuos saudaveis ** ¢ o mesmo
padrdo de expressdo ¢ encontrado no camundongo MDX - modelo experimental de
distrofia muscular ** (Figura Suplementar 1). Além dos mioblastos, a Ogn parece ter um

importante papel em fibroblastos. Recentemente, uma analise global do transcriptoma de
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fibroblastos de pacientes com distrofia muscular congénita demonstrou um aumento da
expressao de genes relacionados a matriz extracelular e a Ogn encontrava-se entre os 10
genes com maior aumento dos niveis de expressio diferencial *’. Além disso, o
tratamento de fibroblastos de pacientes distroficos com &cido ascorbico € capaz de
reverter a expressao de diversos genes da matriz, incluindo a Ogn, e consequentemente,
esse tratamento fez com que essas células se assemelhassem mais a fibroblastos normais
7 Esses dados evidenciam que a Ogn ¢ importante em doencas primarias do musculo
(distrofias), no qual ha desenvolvimento progressivo de fibrose, ou seja, deposicao
aberrante de componentes da matriz extracelular, com consequente perda da arquitetura e
funcdo do tecido *°.

Sendo assim, provavelmente, a menor quantidade de Ogn nos mioblastos em co-
cultura com os fibroblastos ¢ uma consequéncia de mecanismos paracrinos, em resposta a
presenca de fibroblastos no mesmo ambiente. Portanto, ¢ importante compreender esse
mecanismo de comunicagado entre esses dois tipos celulares, para desenvolver terapias que
possam trazer maior homeostase para as proteinas da MEC dos pacientes com distrofias,
visto que este tipo de tratamento apresenta eficiéncia em alguns tipos de distrofias >'.

Por ser uma proteina importante para o fibrilogénese do coldgeno 2 ¢ estar
presente no secretoma de células musculares ', acreditamos que a Ogn ¢ essencial para a
organizacdo da matriz extracelular durante a miogénese. Além disso, € uma importante
proteina em doengas musculares onde existe quantidade grande de fibrose, mostrando
que, possivelmente, atua no crosstalk celular nos tecidos afetados. Nossas perspectivas
futuras envolvem experimentos que possam nos ajudar entender a participagao da Ogn na
comunicagdo com fibroblastos, avaliando os niveis de Ogn no meio de co-cultura para
confirmar a maior secre¢ao dessa proteina para a matriz extracelular e, também, entender
avaliar sua expressao em modelos experimentais de distrofias musculares.

A avaliagdo do efeito da co-cultura de mioblastos e fibroblastos indicou que a Ogn
pode participar na via de comunicagdo entre esses dois tipos celulares, pois quando em
contato, houve diminui¢ao nos niveis proteicos de Ogn nos mioblastos. Portanto, nossos
dados demonstram que a co-cultura celular FB/MB influencia na expressao proteica de

Ogn sem alterar a migragao celular.
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7. Material Suplementar

Profile = GDS236/160877_at
Title Dystrophin-deficient mdx muscle regeneration
Organism Mus musculus

Profile  GDS609 43506_at
Title Duchenne muscular dystrophy (1) (HG-U93B)
Organism Homo sapiens
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Figura Suplementar 1. Dados de expressdo génica de Ogn em pacientes com Distrofia Muscular de Duchenne ¢ em
modelo experimental de distrofia muscular (camundongo MDX) disponiveis na plataforma GEO Profiles.
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