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A. RESUMO

MARCHESIN, Marcelo de Lima. Analise da expressao génica de MyoD,
MRF4, Miogenina e Miostatina nos musculos Biceps femoris e
Gastrocnemius lateralis em duas linhagens de Gallus gallus (corte e
postura). 62 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, 2008.

A formacao da musculatura esquelética nos membros de frango € um
processo complexo, dividido em vérias etapas, desde a formagao do somito,
progenitor da musculatura, até o musculo propriamente dito. O presente
trabalho teve o objetivo de caracterizar o perfil de expressdao de genes
associados aos fatores miogénicos MyoD, MRF4 e Miogenina (responsaveis
pela formagdo e manutencdo da musculatura) e Miostatina. Utilizaram-se 40
animais de duas linhagens (20 de corte e 20 de postura), cujos tecidos das
coxas e sobrecoxas foram coletados em duas idades (21 e 42 dias pos-
eclosdo). A técnica de PCR quantitativa foi empregada nas analises da
expressao génica e os dados obtidos foram analisados com a utilizagédo do
programa REST (Ferramenta para andlise de expressao relativa - Relative
Expression Software Tool) que se baseia em quantificagdo relativa. Devido a
divergéncia fenotipica no padrdao de crescimento das linhagens estudadas,
esperava-se encontrar diferengcas na expressao de miostatina, as quais nao
foram confirmadas. Por outro lado, foram verificadas diferencas para MRF4 nos

musculos Gastrocnémio (coxa) e Biceps (sobrecoxa) em ambas as idades, e



para Miogenina, em Gastrocnémio, aos 42 dias; com maior expressao na
linhagem CC. A caracterizagdo dos genes estudados foi parcial, abrindo a
possibilidade para que outros genes possam ser selecionados com intuito de

compreender o desenvolvimento muscular em frangos.

Palavras-chave: PCR quantitativa, fatores miogénicos, desenvolvimento

muscular em frangos.
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B. ABSTRACT

MARCHESIN, Marcelo de Lima. Gene expression analysis of MyoD, MRF4,
Miogenin and Miostatin in the muscles Biceps femoris and Gastrochemius
lateralis in two lines of Gallus gallus (broiler and layer). 62 p. Dissertation
(Master’s Degree) — Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista,
Rio Claro, 2008.

The development of the chicken limb muscles is a complex process,
divided into several stages from the initial somite formation to the muscle itself.
This study aimed to characterize expression profile of genes associated to
myogenic factors MyoD, MRF4 and Miogenin (responsible for muscle formation
and maintenance) and Miostatin. It was used 40 animals from two lines (20
broiler and 20 layer), whose thigh and drumstick tissues were collected at two
ages (21 and 42 days post-hatch). Gene expression employed techniques of
quantitative PCR and data were analyzed by REST program, which is based on
a relative quantification. Due to phenotypic divergence in the growth pattern of
the strains studied, it was expected to find differences in the expression of
miostatin that were not confirmed. On the other hand, differences were found
for MRF4, with highest expression in CC line. The characterization of genes
studied was partial, opening the possibility that other genes may be selected in

order to understand the muscle development in chickens.
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Keywords: quantitative PCR, myogenic factors, muscle development in
chickens.
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1. INTRODUCAO

A formagéao da musculatura esquelética em vertebrados inicia-se durante
a embriogénese e é denominada de miogénese. Nessa fase, determinadas
porgcbes de estruturas denominadas somitos, origindrias da mesoderme
paraxial, sofrem alteragdes que possibilitam que parte das mesmas origine os
precursores da musculatura esquelética, ou seja, 0s mioblastos
(BUCKINGHAM et al., 2003).

De acordo com Gilbert (2006), o desenvolvimento da musculatura
esquelética pode ser dividido em quatro estadios. No primeiro, denominado de
determinagcdo, ocorre o recrutamento de células dos somitos que serdo
exclusivamente as precursoras de musculo. Ainda nesse estadio, ocorre a
migracao dessas células para a regidao, como por exemplo, a musculatura dos
membros onde se inicia a proliferacdo das mesmas.

No segundo estadio ocorre a proliferacao celular, aumentando o nimero
de células pré-musculares (somitos). A seguir, no terceiro estadio, ocorre a
diferenciacdo destas células em células musculares, onde proteinas
especificas de musculo comecam a ser expressas (MyoD, MRF4, Myf5 e
miogenina). No quarto estadio, h4 o amadurecimento das células musculares,
onde os mioblastos fundem-se dando origem a células alongadas
polinucleadas, denominadas miotubulos. Estes, por sua vez, agregam-se
dando origem as fibras musculares.

Apesar desta abordagem simplista da miogénese, outros mecanismos de

controle estdo envolvidos, 0 que a torna um processo muito mais complexo e
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longo. O controle desse processo deve ser especifico temporalmente (ao longo
do desenvolvimento) e localmente (regides especificas de agédo, como por
exemplo, na sinalizagdo para migragdo celular durante a formagédo da
musculatura dos membros) (GILBERT, 2006).

Dentro da complexidade desse controle, existem inUmeros genes de agao
ja conhecida, que atuam desde a determinagcao da linhagem celular miogénica
embrionaria até a maturacdo da fibra muscular (KABLAR et al.,, 1997,
WIGMORE e EVANS, 2002). Dos diversos genes envolvidos neste processo,
destaca-se a familia MyoD, composta pelos fatores de transcricdo musculo-
especificos: MyoD, Myf-5, MRF4 e miogenina (revisado por PURI &
SARTORELLI, 2000).

Outros genes importantes estdo atuantes no desenvolvimento muscular
dos membros como, por exemplo c-met/HGF, Lbx1, Pax3, Mox2, Msx1 e Six,
(SCHAFER e BRAUN, 1999), além de reguladores negativos da miogénese,
como por exemplo, a miostatina (MCPHERRON et al, 1997; CASTELHANO-
BARBOSA et al., 2005).

Dentro das linhas de pesquisa do Laboratério de Biotecnologia Animal —
USP/ESALQ destacam-se trabalhos utilizando-se duas linhagens de aves
desenvolvidas pela Embrapa Suinos e Aves: uma selecionada para
caracteristicas de crescimento (ganho de peso, conversdo alimentar, etc)
denominada TT e outra selecionada para caracteristicas de postura (fertilidade,
eclodibilidade, etc) denominada CC. Estas linhagens sao divergentes quanto
ao crescimento muscular, em que TT apresenta maior taxa muscular em
relagdo a CC, sendo, portanto, um excelente modelo animal para experimentos
que pretendam desvendar o controle genético do desenvolvimento muscular
em aves.

Os estudos envolvendo estas duas linhagens (TT e CC) tém constatado
que os fatores miogénicos (MyoD, Myf5, MRF4 e miogenina) e os fatores de
crescimento IGF-1, IGF-2 e miostatina apresentaram expressao diferencial na
musculatura peitoral durante o desenvolvimento embrionario (GABRIEL et al.,
2002; ALVARES et al., 2003).
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O melhor entendimento das vias de acao dos fatores miogénicos, além de
outros genes relacionados com a formacado da musculatura esquelética, nos
possibilitard o desenvolvimento de metodologias para obtengcdo de animais
com maior potencial para produgéo de carne.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem e desenvolvimento da musculatura esquelética

A miogénese € um processo que envolve a determinacao de células
precursoras de musculo esquelético nos tecidos embrionarios, a proliferacao
celular, a diferenciagcdo e a maturacao das fibras musculares (GILBERT, 2006).
Esse evento exige uma rede complexa de fatores que o module, de modo a
gerar uma especificidade espacial e temporal da expressdo dos genes
envolvidos no processo (ARNOLD & WINTER, 1998; ARNOLD & BRAUN,
2000).

No desenvolvimento do embrido, mais precisamente no mesoderma
paraxial, ocorre uma deposicdo de células dispostas paralelamente ao tubo
neural e a notocorda do embrido, originando, nos vertebrados, a musculatura
esquelética (CHRIST & ORDAHL, 1995; RAWLS & OLSON, 1997;
STOCKDALE et al., 2000). Essas células agrupam-se formando uma estrutura
compactada denominada somito (Figura 2.1). Esse evento esta associado a
atuacao de proteinas como a fibronectina (glicoproteina envolvida na adesao
celular) e a N-caderina (responsavel por organizar a placa neural) (OSTROSKY
et al.,, 1984; LASH e YAMADA, 1986; HATTA et al., 1987). Os fatores de
transcricdo Notch1 e Paraxis também sao proteinas importantes para a
formagdo adequada dos somitos. Paraxis em conjunto com Escleraxis

(proteinas bHLH) fazem parte de um percurso regulatério envolvido na
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padronizacdo da mesoderme paraxial e na criacdo de linhagens de células
somiticas.(BURGESS et al., 1995).

Tubo
Neural

Somito

—1  Mesoderma

Paraxial

Figura 2.1. Microscopia eletrénica de varredura mostrando a disposicdo dos somitos ao redor
do tubo neural. Fonte: Gilbert, 2006.

A somitogénese, nome dado ao desenvolvimento dos somitos, tem inicio
guando em resposta a sinais oriundos das estruturas adjacentes (tubo neural e
notocorda), os somitos compartimentalizam-se em trés dominios celulares
distintos: dermomiétomo, esclerétomo e miétomo (Figura 2.2). O midétomo
consiste na primeira musculatura formada no embrido, o dermomiétomo é
responsavel pela formacdo da musculatura esquelética, derme e derivados
vasculares, e o escler6tomo originara ossos e cartilagens (GILBERT, 2006).

Alguns fatores de transcricdo do dominio bHLH (basic-Helix-Loop-Helix)
c-hairy1, c-hairy2 e Lunatic Fringe foram relacionados com a somitogénese.
Esses fatores apresentam ondas ciclicas de expressdao a cada 90 minutos,
determinando uma formagao gradativa dos somitos no sentido cranio-caudal.
Cada onda equivale a formagédo de um somito. Devido a essa periodicidade, a
somitogénese ocorre em intervalos sucessivos e regulares, uniformizando o
tamanho dos blocos celulares (STOCKDALE et al., 2000, POURQUIE, 2001).
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Figura 2.2. Esquema representativo do processo de compartimentalizacdo dos somitos, em
esclerétomo, miétomo e dermomiétomo (porcdes epaxial e hipoaxial). Fonte:
Adaptado de Buckingham et al., 2003.

A musculatura hipoaxial tem origem por dois mecanismos distintos: um
para a regiao toracica e outro para as regides adjacentes aos membros do
embrido. Na regido toracica, durante o alongamento do dermomiétomo, o l&bio
ventro-lateral desta estrutura permanece arranjado como um epitélio, levando a
deposicao do midtomo hipoaxial. A porcdo medial e lateral do miétomo mistura-
se, dando origem a uma lamina continua de mioblastos, que serao ativados por
genes especificos levando a diferenciacao muscular (CHRIST et al., 1983).

Para a formagdo da musculatura dos membros, existe a necessidade
das células precursoras de musculatura migrarem até regides especificas do
corpo do embrido, onde os membros se desenvolverdo. Na primeira fase desse
processo, células provenientes do dermomiétomo hipoaxial desprendem-se.
Em seguida, essas células migram, e iniciam a fase proliferativa. Em
determinado momento, a proliferagdo cessa e inicia-se a fase de diferenciagao
celular (BUCKINGHAN et al., 2003).
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2.2 Formacao da musculatura nos membros

A origem embrionaria dos membros € comum entre os vertebrados. Em
embrides de humanos, os brotos dos membros surgem a partir do 28° dia de
desenvolvimento e adquirem sua morfologia do 33° ao 35° dia. (HAUSCHKA,
1994). Em anfibios (Xenopus laevis), parte dos brotos de membros comegam a
se desenvolver no final da fase larval, antes da metamorfose. O inicio da
formagdo dos membros neste organismo difere totalmente de outros
vertebrados, tais como aves e mamiferos, em que parte dos brotos dos
membros emerge em fase precoce da embriogénese (SATOH et al., 2005). Na
galinha doméstica, o desenvolvimento dessas estruturas ocorre por volta do
estadio 15, equivalente a 50-55 horas de incubagcdo ou dois dias
(HAMBURGER & HAMILTON, 1951).

De acordo com Buckingham e colaboradores (2003), a musculatura dos
membros tem origem na delaminacdo do dermomiétomo hipoaxial, onde
células sao liberadas e migram até os brotos de membros, iniciando-se entao
os processos de proliferacdo, determinacdo e diferenciacdo em células
musculares (Figura 2.3).

Varios fatores de transcricao estao envolvidos no processo de formacao
da musculatura dos membros, tais como: os genes c-met/HGF, Lbx1 que estao
atuantes durante a migracao das células musculares; Pax3, c-met, Mox2, Msx1
e Six que atuam durante a fase proliferativa; Myf-5 e MyoD na determinagéo; e,
por ultimo, na diferenciacdo estdo atuantes os genes miogenina (em conjunto
com MyoD e MRF4), Mef2 e as homoproteinas Six (BUCKINGHAM, et al.,
2003). O gene c-met codifica uma proteina receptora de tirosina quinase que,
por sua vez, interage com os ligantes de HGF, produzindo células de
mesoderme nao somiticas, delineando, assim, a rota migratéria (DIETRICH,
1999). Bladt e colaboradores (1995) realizaram o silenciamento do gene c-met
e Schmidt e colaboradores (1995) silenciaram o HGF e, ambos tiveram como
resultado a auséncia de musculatura nos membros dos organismos estudados.

Na migracao celular, também esta envolvido o fator de transcricao Lbx1.
Schafer & Braun (1999) demonstraram que na auséncia de Lbx1, apesar de a
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delaminagdo de células precursoras ocorrerem normalmente, essas células
nao migram.

A expressao de Pax3 durante a embriogénese inicia-se no mesoderme
paraxial pré-somitico, pouco antes da segmentacao. Sua agao estende-se até
o final da miogénese. A funcdo deste gene esta associada a formacao de
musculos hipoaxiais do tronco e a delaminacdo e migracao de células
progenitoras miogénicas (TAJBAKHSH & BUCKINGHAM 2000).

O fator Mox2 esta envolvido na proliferacdo de células precursoras de
musculo nos membros, sendo uma proteina importante para a regulacao da
miogénese em vertebrados (MANKOO et al., 1999). Em trabalho realizado por
Mankoo e colaboradores (1999), foi demonstrado que camundongos
homozigotos nulos para Mox2 apresentaram defeito no desenvolvimento da
parte muscular, caracterizado por uma reducdo global da massa muscular e
eliminacdo de musculos especificos.

Msx1 é uma proteina capaz de reprimir a miogénese e manter células
em estado indiferenciado e proliferativo in vitro. No entanto, nao foi detectada
qualquer evidéncia de que Msx1 seja expresso no musculo ou em seus
precursores in vivo (HOUZELSTEIN et al., 1999).
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Figura 2.3. Esquema indicando as etapas para formag&o da musculatura nos membros e
genes potencialmente envolvidos nesse processo. Onde, N.C.= Notocorda; T.N. =
Tubo Neural; S.E = Superficie da Ectoderma. Fonte: Modificado de Buckingham
et al., 2003.

2.3 Fatores miogénicos e miostatina

Dentre os diversos genes associados a miogénese destaca-se a
superfamilia MyoD, uma familia de fatores de transcricdo composta pelos
genes: MyoD, Myf-5, miogenina e MRF4. Esses genes possuem dois dominios
funcionais: uma regido basica responsavel pela interagcdo com o DNA, e um
dominio hélice-alga-hélice (HLH), responsavel pela heterodimerizagdo. A
ligagéo eficiente ao DNA é obtida por heterodimerizagéo desses fatores com as
proteinas miogénicas E2A e membros da familia MEF2 (myocyte enhancer
factor). ApoOs este processo, essas moléculas ativam a expressao génica ao
associarem-se a dominios E-box (CANNTG) presentes em enhancers de genes
alvo (SABOURIN & RUDNICKI, 2000).
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A acao da familia MyoD ja esta definida durante o programa miogénico
(PURI & SARTORELLI, 2000). MyoD e Myf-5 sao considerados MRFs
(Myogenic Regulatory Factors) priméarios e MRF4 e miogenina MRFs
secundarios (Figura 2.4). Os MRFs primarios sdo necessarios para a etapa de
determinacdo, comprometendo as células proliferativas dos somitos com a
linhagem miogénica. Ja os MRFs secundarios atuam na diferenciagdo dos
miocitos e maturagcao das miofibras (EMERSON, 1993; ARNOLD & BRAUN,
2000; PURI & SARTORELLI, 2000; SABOURIN & RUDNICKI, 2000).

Figura 2.4. Representacdo das etapas do desenvolvimento muscular, desde a determinagao
dos precursores miogénicos nos somitos até a diferenciagdo e maturagao em fibras
contrateis. Fonte: Adaptado de Gilbert, 2006.

O fator MyoD atua no desenvolvimento e estabelecimento da linhagem
miogénica na por¢do hipoaxial do embrido (KABLAR et al, 1997). Duplos
mutantes MyoD/Myf5 nao formam musculatura esquelética, uma vez que a
populagdo de precursores de mioblastos encontra-se ausente (RUDNICKI et
al., 2000).

A auséncia desses fatores ainda revela que as células precursoras de
mioblastos ndo se localizam nos sitios normais de miogénese e por isso,
adotam outros destinos (TAUJBAKHSH et al., 1996), demonstrando, portanto, o
papel de MyoD e Myf5 como fatores de determinagdo miogénica. Além disso,
MyoD tem importante fungdo em individuos que sofreram algum tipo de dano
muscular, pois atua em células-satélites (MEGENEY et al. 1996).

Myf-5 tem papel crucial na formacao de costelas. (ARNOLD & BRAUN,
2000). Em estudo realizado por Valdez e colaboradores (2000), foi sugerido
que Myf5 é insuficiente para ativar o programa miogénico, na auséncia de

outros fatores.
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Braun e colaboradores (1992) demonstraram que camundongos nulos
para Myf-5 morriam logo apdés o nascimento, pois ndo apresentavam caixa
torécica, o que gerava uma severa deficiéncia respiratéria.

Miogenina e MRF4 atuam tardiamente na miogénese, durante a
diferenciacdo celular. A miogenina possui papel exclusivo e direto na
diferenciacdo muscular e ativacao de genes musculo-especificos. O controle da
expressao de miogenina é regulado pela expressdo do MRFA4.

Em camundongos mutantes nulos para miogenina, 0s somitos
desenvolveram-se normalmente, formando as estruturas como dermomiotomo
e esclerétomo. Porém, os individuos apresentaram imobilidade e morreram
logo apdés o nascimento. Além disso, tiveram massa muscular reduzida e
malformacao das costelas (HASTY et al. 1993, NABESHIMA et al. 1993).

A caracterizagdo da expressao dos fatores miogénicos foi realizada em
outros organismos modelo, como Xenopus sp. € Danio rerio (zebrafish)
(revisado por POWNALL et al., 2002). De modo geral, existe uma complexa
rede em que os quatro fatores miogénicos desempenham suas fungdes, de
acordo com as exigéncias fisiologicas de cada tipo de organismo.

Além dos fatores miogénicos, outros genes destacam-se na regulagao da
miogénese, como é o caso da miostatina. A miostatina, também chamada
GDF8, € membro da superfamilia TGF-B (Transforming Growth Factor) e
possui como fungdo a regulagdo negativa da miogénese. A miostatina foi
caracterizada como um importante regulador do crescimento muscular, que
atua tanto no periodo embrionario, como também durante o ciclo pés-natal
(MCPHERRON et al, 1997; ZIMMERS et al., 2002; WHITTEMORE et al., 2003;
MANCEAU et al., 2008). Em frangos, estudos anteriores ja demonstraram que
ocorre um aumento da expressdao de miostatina em musculos esqueléticos
durante a segunda metade do desenvolvimento embrionario e hd um declinio
dessa expressao logo apés a eclosdao (KOCAMIS et al.,1999; KOCAMIS e
KILLEFER, 2002; GUERNEC et al., 2003). As baixas concentracbes de
miostatina durante as primeiras semanas de vida podem contribuir para o

desenvolvimento de musculo esquelético em pintos recém-eclodidos (MOTT e
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IVARIE, 2002). Quando ocorre a inibicdo desse gene, ocorre um aumento e
tamanho das fibras musculares (MCPHERRON et al., 1997)

Uma proteina que vem sido descrita com fungéo antagbnica a miostatina
€ a Folistatina, uma glicoproteina que antagoniza numerosos membros da
superfamilia TGF-g (MICHEL et al., 1993; HEMMATI-BRIVANLOU et al., 1994;
FAINSOD et al., 1997; IEMURA et al., 1998; AMTHOR et al., 2002a; ZIMMERS
et al., 2002). Folistatina e miostatina sao expressos em locais préximos durante
o desenvolvimento muscular (AMTHOR et al., 1996, 1999, 2002 a e b). Em
experimentos realizados em camundongos, quando esses individuos foram
induzidos a super-expressao de folistatina tiveram como resultado um aumento
do musculo, j& em individuos que tiveram a folistatina reprimida exibiram
deficiéncia muscular (AMTHOR et al., 2004).
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

A carne de frango nada mais é do que massa muscular. Um animal que
exiba maior taxa muscular sem o aumento de sua conversao alimentar (relagao
kg de alimento por kg de peso vivo) apresenta uma producdo mais eficiente.
Dessa forma, o custo final desta proteina pode ser barateado, e, associado ao
seu excelente valor nutricional, pode torna-la mais acessivel a populagao
humana. Assim, pesquisas que permitam a compreensao do desenvolvimento
muscular da espécie Gallus gallus sao encorajadas.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve por objetivo estudar
algumas etapas do desenvolvimento muscular por meio da caracterizagao do
perfil de expressao de genes associados a fatores miogénicos (MyoD, MRF4 e
miogenina) e miostatina nos mduasculos Biceps femoris (sobrecoxa) e
Gastrocnemius lateralis (coxa) em duas linhagens (corte e postura), nas idades
de 21 e 42 dias pos-eclosao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao das Linhagens de frango

Neste trabalho, foram utilizadas duas linhagens de Gallus gallus, uma de
corte (TT) e outra de postura (CC) (Figura 4.1), ambas desenvolvidas pela
EMBRAPA — Suinos e Aves (Concoérdia - SC). Para o desenvolvimento da
linhagem CC, levou-se em consideracao a selecao de algumas caracteristicas,
tais como: melhora na postura e peso dos ovos, maturidade sexual, fertilidade,
eclodibilidade dos ovos. A sele¢do ocorreu dentro dos individuos da linhagem
CC por oito geragdes, sendo originada da raca White Leghorn. A linhagem TT
tem origem das racas White Plymouth Rock, New Hampshire e White Cornish.
E, o objetivo em selecionar esses animais, foi a obtencdo de melhor peso
corporal, rendimento de carcaga e peito, redugdo de gorduras abdominais,
fertilidade e eclodibilidade. Esses animais foram selecionados dentro da
linhagem por seis geragodes.
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Figura 4.1. Frangos da Linhagem TT (Corte) e Linhagem CC (Postura), ambos com 21 dias de
idade.

4.2 Incubacao dos ovos

Foram utilizados ovos férteis das linhagens CC e TT. Os ovos foram
ambientados utilizando-se uma incubadora automatica (CASP) com
temperatura em torno de 37°C, em atmosfera devidamente umidificada (87%).
Aos 18 dias de incubagéo, os ovos foram transferidos para um nascedouro
(CASP) com temperatura e umidade semelhante aos da incubadora. Os
pintinhos foram entdo divididos em dois grupos para abate com 21 e 42 dias de
idade.

O abate foi realizado seguindo as normas de bem estar e conduta ética

animal.

4.3 Coleta dos tecidos

Foram coletadas amostras de dois musculos da perna das aves:
Gastrocnemius lateralis (G) e Biceps femoris (B) (Figura 4.2), de duas
linhagens de frango: corte (TT) e postura (CC), em duas diferentes idades (21
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dias de idade — estadio juvenil e 42 dias de idade — estadio adulto). Os tecidos
foram coletados, imediatamente congelados em nitrogénio liquido (-196 °C) e

armazenados em freezer -80 °C.

Figura 4.2. Musculatura superficial do frango. Em destaque, os musculos utilizados no estudo.
Modificado de Ghetie, 1981.

4.4 Extracao de RNA total

O RNA total foi obtido a partir de amostras dos dois tecidos coletados,
nas duas idades.

Foi isolado o RNA total de 10 animais da linhagem de corte (TT) e de 10
animais da linhagem de postura (CC), em cada uma das idades. A extracao foi
feita utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen), de acordo com o protocolo
descrito por Chomczynski e Sacchi (1987) (Anexo 1).

Os tecidos foram macerados em nitrogénio liquido, utilizando-se
almofarizes e pistilos, e imediatamente homogeneizados em Trizol
adicionando-se 1 mL do reagente para cada 100 mg de tecido. Ap6s 5 minutos
de incubagdo a temperatura ambiente, adicionou-se 200 pyL de cloroférmio,
agitou-se vigorosamente e incubou-se novamente por 5 minutos, seguindo-se
de centrifugagé@o a 11.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entao

transferido para outro micro tubo (1,5 mL), iniciando-se a precipitacdo do RNA
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total com 500 pL de isopropanol, seguindo-se de homogeneizacao e incubacao
por 10 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram novamente
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o pellet lavado com 1 mL
de etanol 75% (livre de RNases). Centrifugou-se novamente as amostras a
9.000 rpm por 5 minutos a 4°C e ap6s a remocgao completa do etanol, por meio
de secagem a temperatura ambiente, o pellet de RNA total foi ressuspendido
em agua tratada com DEPC (0,01%) As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% em cuba devidamente tratada com peréxido
de hidrogénio 3%. Para o célculo de concentragcdo, essas amostras foram

submetidas a espectrofotometria (leituras a 260 e a 280 nm).

4.5 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada segundo protocolo do Kit Super Script™
Il First-strand Synthesis Supermix (Invitrogen) (Anexo 2). Os cDNAs foram
sintetizados a partir de 5 pug de RNA total, adicionando-se 50 uM de primer
oligo (dT), e 1 uL de Annealing Buffer. Em seguida, incubou-se a 65 °C por 5
minutos e resfriou-se em gelo por 1 minuto. Adicionou-se 2 pL de SuperScript
II/RNAseOUT Enzyme Mix e 10 uL de 2x First-Strand Reaction Mix (10 mM
MgCI2 e 1 mM de cada dNTP), completando-se o volume com agua livre de
RNAse/DNAse para 20 pL. A transcrigdo reversa foi realizada a 55 °C por 50
minutos, terminando-se a reagao por inativagdo da enzima a 80 °C durante 5

minutos.

4.6 Desenho dos primers

Foram desenhados primers especificos para a amplificacdo dos fatores
miogénicos MyoD, Myf-5, MRF4 e miogenina; miostatina (MSTN) e gene
referéncia GAPDH (Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase); com base na
sequéncia completa do mRNA correspondente, disponivel no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabela 4.1). Utilizou-se para o desenho o programa
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Primer 3 Input (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi)
e os primers gerados foram avaliados (com relagéo a formagao de grampos e
dimeros), com a utilizacao do programa NetPrimer
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/ netprimer.html).

Tabela 4.1. Primers desenhados para as analises de RT-PCR quantitativo.

.. . Tamanho do produto
Gene Sequiéncia dos Primers .
amplificado (pb)

MvoD R: 5 GCTTCAGCTGGAGGCAGTAT & 193
(o]
y D: 5 ATCACCAAATGACCCAAAGC &

MV 5 R: 5 AGAGAGGCGGTCCACGAT 3 105
y D: 5 TTCGAGGCGGGCTACTGC 3
R: 5 ACCTCCTGCATTTTGTCCTG &
MRF4-1 136
D: 5 CTCTGAAAAGGCGGACTGTG &
. . R: 5 ACGATGGAGGAGAGCGAGT 3
Miogenina 114
D: 5 ATCCTGCAGCCCTGAGTG 3’
Miostatina R:5 TGAGTGTGCGGGTATTTCTG 3’
(MSTN) D: 5 CTTTTGGATGGGACTGGATT 3
GAPDH R: 5 TGGAGAGATGGCAGAGGTG 3

(referéncia) D:5 AACAGAGACATTGGGGGTTG 3

100

142

Os primers foram desenhados em éxons distintos, com o cuidado de
sempre utilizar a regido de fronteira entre um éxon e o seguinte, pois o0 cDNA
que tem origem da seqiéncia de RNAm, possui somente éxons, ja o DNA
possui éxons e introns. Com o desenho dos primers na regido de fronteira

éxon-éxon, evita-se a amplificagdo de DNA gendmico ou intrénico.

4.7 RT-PCR quantitativa

As reagdes de RT-PCR quantitativa foram realizadas no equipamento
LightCycler PCR System (Roche). Nas reacdes foram utilizados: 0,4 uL de
dNTP mix 10 mM, 10 uM de cada um dos primers (direto e reverso) especificos
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para cada gene, 2 mM de MgCl,, 0,0056mg de BSA, ~1,5 U da enzima Taq

Platinum DNA polimerase (Invitrogen), Sybr Green (5X diluido em DMSO)

adicionando-se agua Milli-Q para um volume final de 18 pL. As reagdes foram

preparadas adicionando-se 18 pL do mix em cada capilar seguidos de 2 uL de

cDNA em cada reacao. Seguindo-se de uma breve centrifugacao dos capilares

a 1000 rpm por 5 segundos. Na tabela 4.2, estdo descritas as condi¢cdes de

amplificacdo por RT-PCR quantitativa de cada um dos genes utilizados no

presente estudo.

Tabela 4.2. Condigdes de amplificagéo utilizadas na PCR quantitativa em tempo real para cada
um dos genes selecionados para o estudo.

Ne de
Pré-incubacdo Desnaturacdo Anelamento  Extenséo .
Gene ciclos
MyoD 95 °C/2min. 95°C/10seg. 95 °C/10seg 72 °C/10seg 40
MRF4-1 95 °C/2min. 95°C/10seg.  55°C/10seg /2 °C/10seg 40
Miogenina 95 °C/2min. 95°C/10seg.  55°C/10seg /2 °C/10seg 40
Miostatina . 72 °C/10seg
(MSTN) 95 °C/2min. 95 °C/10seg. 55 °C/10seg 40
GAPDH .
95 °C/2min. 95°C/10seg. 57 °C/10seg /2 °C/10seg 40

(referéncia)

Com o intuito de tornar essa técnica acessivel, Wittwer e colaboradores

(1997) em parceria com a Roche®, desenvolveram o sistema LightCycler®

(figura 4.5).
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Figura 4.5. Sistema LightCycler®, Roche Applied Science

4.8 Calculo da eficiéncia de amplificagao (E)

Para cada um dos genes estudados, foram construidas curvas padrao
de diluicdo em série de cDNA (com um pool de amostras selecionadas
aleatoriamente) para calcular a eficiéncia de amplificacdo. A partir dos
resultados obtidos na reacao de amplificagéo, foi construido um grafico dos Cts
versus o logio do nimero relativo de cépias da diluicdo em série. Foi feita entéo
uma regressao linear para determinar o coeficiente angular da reta (slope), que
foi usado no calculo da eficiéncia de amplificacdo utilizando-se a férmula
determinada por Rasmussen (2001):

Eficiéncia = [1 0 (-1/coeficiente angular da reta)]

4.9 Quantificacao relativa

Existem duas maneiras de se realizar a quantificacdo de transcritos por
PCR em tempo real: a quantificacdo absoluta e a quantificacdo relativa. A
quantificagdo absoluta é baseada no numero de copias do transcrito de

interesse relacionado com o sinal da curva padrao. Ja a quantificagao relativa é
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fundamentada em mudancas na expressdo do gene alvo em relagdo a um
grupo referéncia (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

A expressao relativa (R) do gene alvo é calculada baseando-se na
eficiéncia de amplificacao (E) e no ciclo da PCR onde foi detectado o aumento
da fluorescéncia acima do sinal basal (Ct) (PFAFFL, 2001).

Para a quantificacdo relativa, foi utilizado o método descrito por Pfaffl
(2001), onde a expressao relativa é determinada utilizando-se a seguinte
férmula:

Expresséo relativa (R) -E gene alvo (Ct gene alvo TT — Ct gene alvo CC)

E ol (Ct gene controle TT — Ct gene controle CC)
gene controle

Onde,
E = Eficiéncia de amplificacao do primer

Ct (threshold cycle) = o ciclo de PCR no qual foi detectada fluorescéncia acima

do sinal basal do equipamento.

A relacdo apresentada anteriormente foi facilitada com o
desenvolvimento do programa REST® 2005, onde dados foram submetidos a
andlise estatistica, considerando-se significativos os valores de probabilidade
de P<0,05 (PFFAFL et al., 2002).
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5 RESULTADOS

5.1 Extracao de RNA total

As amostras de RNA total, extraidas dos musculos Gastrocnemius
lacteralis (G) e Biceps femoris (B), foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1% para verificacdo da integridade das mesmas. Na Figura 5.1 pode-
se visualizar as bandas correspondentes as subunidades 28S e 18S do RNA

ribossomico.

28 S «—

18 S «—

Figura 5.1 Eletroforese em gel de agarose 1% para verificacdo da integridade das amostras de
RNA total extraidas. As canaletas correspondem a: 1. musculo Gastrocnemius (G)
21 dias linhagem TT 1; 2. musculo Biceps (B) 21 dias TT 7;3. G 21 dias CC 1; 4. G
42 dias TT 2;5. B 42 dias TT 5, 6. G 42 dias CC 2.

Depois de verificada a integridade do RNA total, o material foi
quantificado em espectrofotdmetro em leitura de absorbancia a 260 mm e a

concentragéo foi estimada segundo a relagao:
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Concentragdo (ug/uL) = (AbSzso qm) X DO x DILUIGAO

1000

Onde:

DO: Densidade Optica (para RNA, DO=40).

Foi realizada também, a leitura da absorbancia a 280 nm, comprimento
de onda no qual se estima a concentragdo de proteinas. Calculou-se, entao, a
razdo gerada entre a leitura a 260 nm e a 280 nm, visando estimar a pureza do
acido nucléico que, segundo Sambrook et al. (1989) deve ser > 1,6.

Os valores de razao das amostras analisadas no presente trabalho
variaramde 1,6 a 1,8.

5.2 PCR quantitativa

5.2.1 Otimizacao dos primers
Os primers foram otimizados por reacao de PCR. Para tal, foram

realizadas reacoes com diferentes concentracbes de MgCl, (de 1,5 mM a 2,5
mM) e diferentes temperaturas de anelamento (50 a 60 °C), buscando-se as
melhores condi¢des para a amplificagcéo.

A especificidade de cada um dos primers foi analisada por meio da
visualizacao de bandas Unicas, de tamanho esperado, em gel de agarose 2%.
Primeiramente os primers desenhados foram testados em termociclador
convencional para posteriormente serem confirmadas as especificidades no
sistema de PCR em tempo real.

Os primers desenhados para os genes MyoD, Miostatina, MRF4 e
Miogenina foram otimizados a temperatura de 55 °C (Figura 5.2 — canaletas 2,
3, 4 e 6). Contudo, o primer construido para o gene Myf-5 (Figura 5.2 —
canaleta 7) e o segundo par de primers construidos para o gene MRF-4 (Figura
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5.2 - canaleta 5) ndo foram especificos nessa temperatura de anelamento.
Sendo assim, para as analises da expressao de MRF4 em PCR quantitativa foi
utilizado o primer MRF4-1, pois o primer MRF4-2 apresentou amplificagdo com
bandas inespecificas. A reagdo de amplificagdo para o gene da Miogenina
(Figura 5.2 — canaleta 6) apresentou bandas inespecificas, porém quando feita
a confirmagao no sistema de PCR em tempo real, obteve-se reagao especifica,

ratificada pela analise da curva de melting (Figura 5.3).

||| — ——

s
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sem B N ETHE  NT
192 3 4 5 6 7

Figura 5.2 Visualizagdo dos produtos de PCR em gel de agarose 2%. Onde: 1. Marcador de
peso molecular ®x 174 (Invitrogen), 2. Produto amplificado para o gene MyoD; 3.
Produto amplificado para o gene Miostatina; 4. Produto amplificado para o gene
MRF4 -1; 5. Produto amplificado para o gene MRF4- 2; 6. Produto amplificado para
0 gene Miogenina e 7. Produto amplificado para o gene Myf-5.

Figura 5.3 Curva de melting para o gene miogenina, confirmando a especificidade do primer.
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O gene referéncia (GAPDH) apresentou amplificacdo especifica a 57 °C
(Figura 5.4).

L D ERETT

Figura 5.4. Visualizagdo do produto de PCR do gene GAPDH em gel de agarose 2%. Onde: 1.
Produto amplificado GAPDH e 2. Marcador molecular ®x 174 (Invitrogen).

5.2.2 Construgao das curvas padrao e calculo da eficiéncia de

amplificacao

Para estimar a eficiéncia de amplificacao, foram utilizadas curvas padrao
de diluicao de cDNA. Para a construgdo das curvas, foi utilizado um pool de
cDNA, feito a partir de amostras provenientes de amostras do musculo Biceps
femoris de diversos animais de 21 dias. A partir deste, foram feitas as
seguintes diluigdes: 5x107", 2,5x10™", 1,25x10™", 6,25x102, 3,12x102 e 1,5x107.
Utilizando-se essa diluicdo seriada, foi realizada uma reacdo de RT-PCR
quantitativa onde se obteve o valor de Ct, relativo a concentragédo de cDNA de

cada uma das amostras (Figura 5.5).
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Figura 5.5 Curva de amplificagao da diluicdo seriada para o gene MyoD.

O valor de Ct (threshold cycle) refere-se ao ciclo de PCR no qual foi
detectado pelo equipamento o aumento na fluorescéncia acima do sinal basal.
Portanto, quanto maior a expressao do gene, mais cedo ocorrera a deteccao
da fluorescéncia e menor sera o valor de Ct. Em se tratando de uma reacao de
PCR, que se da em progressao geométrica, a diferenca de um ciclo no valor de
Ct é muito significativa em relagdo ao ndmero inicial de copias do gene alvo na
amostra (GIULIETTI et al., 2001)

Foi observada uma relacdo linear entre a quantidade de cDNA das
amostras utilizadas e os valores de Ct. Com base nesses dados foi gerado um
gréfico de Ct versus o logio do numero relativo de cépias da diluicdo em série
(Figura 5.6).
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GAPDH

Slope =-3.215
E=2.04

Figura 5.6. Curva padrédo gerada para calculo de eficiéncia de amplificagdo do gene GAPDH.
Em destaque, o coeficiente angular da reta (slope) e o valor da eficiéncia (E).

A eficiéncia de amplificacdo (E) para cada primer foi calculada
utilizando-se o valor referente ao coeficiente angular da reta (Slope), segundo
equacéao proposta por Rasmussen, 2001:

E = 10(-1/coeficiente angular da reta)

Os valores da eficiéncia de amplificacdo podem variar de 1 (valor
minimo) até 2 (valor maximo e considerado 6timo) (PFFAFL et al., 2002). As
eficiéncias calculadas para o presente estudo variaram de 1.73 para o gene
MRF4-1 a 2,04 para o gene controle GAPDH (Tabela 5.2).

Tabela 5.2. Valores de eficiéncia de amplificagdo para cada gene utilizado

Gene Eficiéncia de Amplificacao
MRF4-1 1,73
Miostatina (MSTN) 1,77
MyoD 1,83
Miogenina 2,00

GAPDH 2,04
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5.2.4 Quantificacao Relativa

Foi utilizado o método de quantificagéo relativa, que é fundamentado em
mudancgas na expressdo do gene alvo num determinado grupo, em relagdo a
um grupo referéncia (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Nas figuras 5.7 e 5.8,
estdo representadas as curvas de amplificacdo e melting geradas para o fator
MyoD, respectivamente.

Figura 5.7 Amplificacdo do gene MyoD para o tecido Biceps femoris na idade de 21dias nas
linhagens TT e CC.

Figura 5.8 Curva de melting do gene MyoD para o tecido Biceps femoris na idade de 21dias
nas linhagens TT e CC. Todos os individuos das duas linhagens obtiveram pico de
fluorescéncia unico.
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As andlises dos resultados obtidos foram realizadas com auxilio do
programa REST® 2005 (PFAFFL et al., 2002), utilizando -se a relagdo TT/CC

(tabelas de 5.3 a 5.6).

Verificou-se que MRF4 teve maior expressao na linhagem CC (postura)

em relacao a linhagem TT (corte) na sobrecoxa (Biceps) nas idades de 21 e 42

dias e coxa (Gastrocnémio) 42dias (Tabela 5.4). Em animais de 42 dias, na

coxa, a miogenina também foi mais expressa na linhagem de postura (CC) em

relacdo a linhagem de corte (TT) (Tabela 5.5).

Tabela 5.3 Resultado de expressdo génica para o gene MyoD gerado pelo programa REST

2005.
Gene Erro padrao Co;?::;‘glgs% P(H1) Resultado
MYOD Sobrecoxa 21 dias TT/CC  0,443-1,116 0,301 - 1,612 0,258 NS
MYOD Coxa 21dias TT/CC 0,694 -1,258 0,406 - 1,958 0,912 NS
MYOD Sobrecoxa 42 dias TT/CC 0,509 - 1,879 0,367 - 3,582 0,915 NS
MYOD Coxa 42dias TT/CC 0,319 -0,740 0,188 - 1,033 0,122 NS

S = Significativo e NS = Nao significativo.

Tabela 5.4 Resultado de expressdo génica para o gene MRF4 gerado pelo programa REST

2005.
Gene Erro padrao Co':';it::‘;lgs% P(H1) Resultado
MRF4 Sobrecoxa 21dias TT/CC 0,298 - 0,656 0,210-0,879 0 S (D)
MRF4 Coxa 21dias TT/CC 0,575-1,177 0,296 — 1,750 0,485 NS
MRF4 Sobrecoxa 42 dias TT/CC  0,238-0,779 0,167 — 1,499 0,005 S (D)
MRF4 Coxa 42dias TT/CC 0,171-0,496 0,097 — 0,669 0 S (D)

S = Significativo e NS = N&o significativo, D = menos expresso em TT.
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Tabela 5.5 Resultado de expressdao génica para o gene Miogenina (Miog.) gerado pelo
programa REST 2005.

Gene Erro padrao Intervalo P(H1) Resultado
Confianca 95%
MIOG. Sobrecoxa 21 dias TT/CC  0,457-1,225 0,318-5,138 0,606 NS
MIOG. Coxa 21dias TT/CC 0,440 - 1,381 0,239 - 2,122 0,521 NS
MIOG. Sobrecoxa 42 dias TT/CC 0,258 - 1,248 0,174 - 2,278 0,157 NS
MIOG. Coxa 42dias TT/CC 0,083 - 0,411 0,045 - 0,725 0 S (D)

S = Significativo, NS = Nao significativo e D = menos expresso em TT.

Tabela 5.6 Resultado de expressdo génica para o gene Miostatina (MSTN) gerado pelo
programa REST 2005.

Gene Erro padrao Corirflit:r:‘c;aalgs% P(H1) Resultado
MSTN Sobrecoxa 21dias TT/CC  0,532-6,328 0,345-22,115 0,369 NS
MSTN Coxa 21dias TT/CC 0,418-1,289 0,321 -1,927 0,265 NS
MSTN Sobrecoxa 42 dias TT/CC 0,381 - 0,923 0,233 - 1,428 0,079 NS
MSTN Coxa 42dias TT/CC 0,355-1,074  0,219-1,624 0,581 NS

S = Significativo e NS = N&o significativo.

Outra analise, comparando a expressao relativa entre animais de 21 e
42 dias demonstrou uma redugdo na expressao do gene da miostatina (MSTN)
em ambos os musculos analisados, além de uma redugcdo na expressao de
MyoD no musculo da coxa em animais da linhagem de postura (tabelas 5.7 e
5.8).
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Tabela 5.7 Resultado de expressao relativa entre idades no musculo da coxa. Para a analise

foi utilizada a relagéo 42/21 dias.

. ~ Intervalo
Gene Linhagem Erro padrao Confianca 95% P(H1) Resultado

GAPDH TT 0,515-1,872 0,260 - 2,845 1

MyoD TT 0,278 - 0,676 0,172 -1,054 0,472

MRF4 TT 1,159 - 3,573 0,590 - 6,050 0,643

Miogenina TT 0,436 - 2,650 0,207 - 4,013 0,991

MSTN TT 0,149 - 0,526 0,107 - 0,832 0,019 S (D)
GAPDH CcC 0,645 - 1,581 0,501 - 1,963 1

MyoD CC 0,149 - 0,322 0,119-0,416 0,004 S (D)
MRF4 CC 0,451 -1,122 0,338 - 1,389 1

Miogenina CC 0,138 - 0,437 0,092 - 0,617 0,069

MSTN CC 0,149 - 0,399 0,100 - 0,564 0,04 S (D)

S = Significativo, NS = Nao significativo e D = menos expresso em TT.

Tabela 5.8 Resultado de expressédo relativa entre idades no musculo da sobrecoxa. Para a
andlise foi utilizada a relagao 42/21 dias.

. = Intervalo
Gene Linhagem Erro padrao Confianca 95% P(H1) Resultado
GAPDH TT 0,634 - 1,580 0,433 - 2,157 1
MyoD TT 0,406 - 1,016 0,240 - 1,409 0,402
MRF4 TT 0,653 - 1,437 0,435 - 2,057 0,994
Miogenina TT 1,171 - 3,590 0,615-15,172 0,175
MSTN TT 0,237 - 0,560 0,166 - 0,877 0,001 S (D)
GAPDH CC 0,611 - 1,866 0,465 — 3,006 1
MyoD CC 0,273 - 0,951 0,189 — 1,477 0,902
MRF4 CC 0,284 - 0,925 0,216 — 1,474 0,95
Miogenina CC 0,249 - 1,594 0,085 — 2,680 0,939
MSTN CC 0,018 - 0,218 0,005 — 0,372 0,001 S (D)

S = Significativo, NS = N&o significativo e D = menos expresso em TT.



43

6 DISCUSSAO

Os fatores miogénicos, assim como a Miostatina, estdo associados a
diversas fases do desenvolvimento da musculatura esquelética (ZIMMERS et
al., 2002; WHITTEMORE et al., 2003; MANCEAU et al., 2008; LEE, 2004; DAL
PAI-SILVA e CARVALHO, 2007). Dessa forma, trabalhos que possibilitem um
melhor entendimento dos mecanismos de acdo desses genes sdo importantes
e encorajados.

No trabalho desenvolvido por Alves (2004), a expressao de MyoD foi
maior na linhagem de corte em relacdo a de postura durante toda a fase
embrionaria (9 e 17 dias de desenvolvimento embrionario). Ja a miogenina e
MRF4 foram mais expressos na linhagem de corte tanto na fase embrionaria
qguanto nos animais adultos (pintinhos de 1 dia e frangos de 21 dias de idade).
Ja neste trabalho, foram encontradas diferencas de expressao para MRF4 e
miogenina em animais adultos, ambos na linhagem de postura (CC). Este
resultado divergente pode ser devido ao tipo de fibra muscular do tecido
estudado, uma vez que Alves (2004) estudou a expressao no musculo peitoral
e no presente trabalho, foram estudados os musculos da coxa e sobrecoxa.

Alguns trabalhos tém sugerido que MRF4 atua sinergicamente com a
miogenina tanto na diferenciacao celular quanto na maturacdo dos mioblastos
(HASTY et al., 1993; BRAUN & ARNOLD, 1995).

Zhou e Bornemann (2001), conduzindo um trabalho com regeneragéo de
musculos peitorais necrosados de ratos adultos, verificaram um aumento na

expressdo de MRF4 em fibras em regeneracdo. A regeneracdo da musculatura
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esquelética se da pelo recrutamento de células satélites, que consiste em uma
populacdo de células mononucleadas e indiferenciadas presentes no musculo
esquelético (FOSCHINI et al, 2004). Estudos demonstraram que membros da
familia MyoD estdo associados as vias de recrutamento de células satélites
(MAIER et al, 2002; WAGER et al, 2005; RELAIX et al, 2006), entretanto a via
de acao de MRF4 pode ser distinta dos outros membros da familia, uma vez
que ele ndo é expresso em células satélites mas somente ap6s a formagao das
miofibras (ZHOU e BORNEMANN, 2001).

Os resultados obtidos sugerem que musculos de animais CC, uma vez
injuriados possam responder favoravelmente ao processo de regeneracéo
muscular. No periodo de criagdo de aves de postura (CC) que é maior (1,5
ano) em relagdo as aves de corte (42 dias), diversas injurias musculares
podem ocorrer e, dessa forma, aves dessa linhagem podem se restabelecer
antes que aves da linhagem de corte (TT).

A maior expressdao de MRF4 em CC foi surpreendente, pois se esperava
uma diferenca em miostatina, por se tratar de um fator de transcricao que atua
diretamente no desenvolvimento muscular. Isto se justifica, pois
fenotipicamente as duas linhagens utilizadas como modelo experimental neste
trabalho apresentam diferencas bastante divergentes com relacdo ao
crescimento muscular (detalhes, vide Figura 4.1). Diferengas significativas de
peso vivo aos 41dias entre as linhagens estudadas foram verificadas por Ledur
et al. (2000) que relataram médias de 2,39 kg e 0,51 kg para TT e CC
respectivamente. No trabalho de Alves (2004), foi verificado o peso do musculo
peitoral das aves das linhagens TT e CC, obtendo-se valores que variaram de
1,5g para TT e 1,3g para CC aos 9 dias de desenvolvimento embrionario e aos
21 dias pos-eclosao, obteve-se valores de 778g para TT e 218g para CC.

Outra hipbtese para ter havido uma maior expressdo de MRF4 na
linhagem de postura ao invés de na corte com era o esperado, € que tenha
ocorrido um atraso na expressao dos fatores miogénicos. Em estudo realizado
com codornas por Coutinho e colaboradores (1993), foi observado que alguns
somitos s6 desenvolvem-se apdés a expressdao de um fator de regulacéo
miogénica. No referido trabalho, foram utilizadas duas linhagens de codornas
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(linhagem P e C — Controle), e se observou que transcorridas 47 horas de
incubacao, os embrides da linhagem C iniciaram a expressado de gmf1 (quail
miogenic factor 1, analogo ao MyoD em galinhas) com 12 somitos enquanto
que os embrides da linhagem P iniciaram a expressdo de gmf1 com somente 7
somitos. Dessa forma, nos embrides da linhagem C ocorre um atraso de
expressao desse fator miogénico em relacao aos embrides da linhagem P.

Utilizando a linha de raciocinio utilizada por Coutinho e colaboradores
(1993), a maior expressdao de MRF4 na linhagem de postura observada no
presente trabalho, pode ser devido a um atraso na expressdo desse fator
miogénico. Porém, no presente estudo, foram utilizados animais adultos (21 e
42 dias) enquanto que no experimento citado foram utilizados animais em
desenvolvimento embrionario.

Comparando-se os dados de expressao das duas idades estudadas,
demonstrou-se que a Miostatina tem sua expressado reduzida de 21 para 42
dias em ambos os tecidos estudados, ja quando realizamos analise
comparando as linhagens estudadas (CC e TT), ndao ha diferenca de
expressdo. Dados de microscopia eletronica de varredura obtidos por Patricio’
para o musculo peitoral de ambas as linhagens, mostram que TT apresenta
uma maior hipertrofia em relagdo a CC. Ainda, em TT h& um aumento
consideravel no numero de fibras musculares de 21 para 42 dias.

A redugdo da expressao da miostatina pode ser devido a fungéo
regulatéria desse gene, uma vez que este € um importante regulador negativo
da miogénese (ZIMMERS et al., 2002; WHITTEMORE et al., 2003; MANCEAU
et al.,, 2008). Supondo que a miostatina tivesse um aumento ao invés de
diminuir, poderiamos ter animais com uma hipertrofia fora do comum. Clop e
colaboradores (2006), em estudo realizado, encontraram o QTL (Quantitative
Trait Loci) relacionado a hipertrofia muscular, ou seja, esta relacionado com o
gene da miostatina, em ovelhas da raga Texel. O silenciamento desse locus
pode ocasionar um fendbmeno chamado de musculatura dupla.

Kocamis e colaboradores (2001) analisaram a expressao do gene da
Miostatina em galinhas nos musculos peitoral e da sobrecoxa (Biceps femoris).

! Patricio, K. (Laboratério de Biotecnologia Animal, Departamento de Zootecnia, USP/ESALQ).
Comunicagao Pessoal, 2008.
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Nao foi detectada a expressao de miostatina em cultura de células satélite em
estédio inicial (0 hora) de incubagé@o, mas com 48 horas, ocorreu um aumento
na expressdo se manteve constante até 144 horas de incubagédo em ambos os
tecidos. Com 72 horas de incubagcao de células provenientes da sobrecoxa
ocorreu um aumento acentuado de expressdao génica da miostatina.
Relacionando-se com o presente estudo, pode-se considerar que em animais
adultos a expressdo de miostatina estava diminuindo, e devido a isso, ndo
foram obtidos resultados significativos entre as linhagens. Ja comparando-se
entre idades (21 e 42 dias) ocorreu uma diminuicao da expressao desse gene,
0 que pode representar uma redugao de expressao ao longo do tempo.

Ainda, focando os trabalhos citados anteriormente, pode-se inserir em
estudos futuros nessas linhagens, outros fatores de transcricdo, como por
exemplo, a familia Pax. Dois membros dessa familia, Pax 3 e 7, possuem
funcbes homoélogas que também estdo relacionadas com a miogénese e
animais em desenvolvimento embriondrio, uma vez que se constatou a maior
expressao neste periodo de desenvolvimento, pois assim poder-se-ia tracar o
perfil mais completo de expressao génica para os animais das linhagens TT e
CC. Ainda, para melhor entendimento das vias celulares para essas linhagens
(CC e TT), pode-se inserir estudos de microscopia paralelamente as andlises
moleculares, assim poderia-se entender melhor como 0s genes atuam nos

tecidos estudados.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel tragar o perfil de expressao de alguns genes entre as duas
linhagens (TT e CC), para a coxa (Biceps femoris) e a sobrecoxa
(Gastrocnemius lateralis).

MRF4 apresentou maior expressdo em CC na sobrecoxa aos 21 e 42
dias e coxa aos 42 dias. Miogenina apresentou maior expresséo aos 42 dias na

coxa. Entretanto para os demais genes nao houve diferencas entre TT e CC.

Observou-se uma redug@o na expressao de miostatina, em ambos os
musculos, de animais de 42 dias em relacdo aos de 21 dias. Padrao similar foi
observado para MyoD no musculo da coxa.
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ANEXOS

Anexo 1 - Extracao de RNA total com Trizol

(TRIzol® Reagent - Invitrogen Cat. N2 15596-026)
e Primeiramente, ligar a centrifuga a 4 °C;
e Tratar o Almofariz e pistilo, primeiramente AUTOCLAVAR e
posteriormente TRATAR com Peréxido de hidrogénio (Agua Oxigenada).
1. Macerar o tecido em nitrogénio liquido com auxilio do Almofariz e pistilo,
previamente tratado
2. Para 50-100 mg de tecido, adicionar 1 mL de Trizol (em tubo eppendorf de
1,5 mL);
Incubar a Temperatura Ambiente por 5 minutos;
Acrescentar 200 pL de cloroférmio;

Agitar vigorosamente com as maos por 15 segundos;

o o b w

Incubar a Temperatura Ambiente por 5 minutos;

Centrifugar a 11.000 rpm por 15 minutos a 4 °C (Separa as 3 fases);

7. Remover fazer aquosa para outro tubo eppendorf limpo;

8. Adicionar 500 uL de Isopropanol 100%. Homogeneizar em vortex
(Precipitagdo do RNA);

9. Incubar a Temperatura Ambiente por 10 minutos;

10. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C;
Descartar o sobrenadante (CUIDADO PARA NAO PERDER O “PELLET);

Lavar com 1 mL de Etanol 75% (Preparado com HyOpgpc). Homogeneizar em vortex (para
descolar o “pellet’). OBS.: NESTE PASSO PODE GUARDAR O RNA EM ETANOL 75% EM
FREEZER -20°C;

11.Centrifugar a 9.000 rpm por 5 minutos a 4°C;

12.Secar o “pellet” por 15 minutos a Temperatura Ambiente;
13. Ressuspender RNA em HxOpepc (20 ul), sempre em gelo;
14.Incubar por 10 minutos a 60°C;

15. Colocar em Gelo;

16. Guardar em Freezer -80 °C.

* TRIZOL contém lIsotilcianato de Guanidina, que protege o RNA.
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Anexo 2 - Protocolo de Sintese de cDNA
(Super ScriptTM IlIFirst Strand Synthesis SuperMix — Invitrogen Cat n® 18080-400)

Até 5ug de RNA _uL
Oligo dT 1 uL
Annealing Buffer 1 uL
H2Opepc 9.S.p. _uL
VOLUME FINAL 8 uL

1. Incubar a 65°C por 5 minutos*;

2. Gelo por 1minuto;

3. Adicionar*:

e 2x First strand reaction mix ----------------- 10uL
SSHI/BRNA OUT -------=mmmmmmmmmmme oo oo 2uL

Vortex, em seguida, Spin;

Incubar 50 minutos a 50°C*;
Terminar a Reagéo a 85°C por 5 minutos;
Colocar no gelo;

© N o o bk

Armazenar em -20°C.
*Para facilitar quanto houver muitas amostras, preparar mix.

Ex. 10 amostras de RNA, lembrando de corrigir o erro da pipeta, fazendo

mix para 11 amostras;

1x 11x
e 2x First strand reaction mix 10uL 110uL
e SSIII/RNA OUT 2uL 22uL

*No termociclador** ou placa aquecedora.
**No termociclador, elaborar dois programas:
Programa 1:
e 1 ciclo de 65°C por 5 minutos
Programa 2 (serao 3 ciclos)
12 ciclo: 50°C por 50 minutos

22 ciclo: 85°C por 5 minutos

32 ciclo: 4°C «©
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