Interagcdo FAK/SHP-2 influencia na miogénese
do musculo esquelético

ALUNO: Marcus Alexandre Finzi Corat

ORIENTADOR: Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini

BIBLIOTECA CENTRAL




MARCUS ALEXANDRE FINZI CORAT

Interacdo FAK/SHP-2 influencia na miogénese
do musculo esquelético

ORIENTADOR: Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini

CAMPINAS
2005

iif

Tese apresentada &4 Universidade Estadual
de Campinas — Faculdade de Ciéncias
Médicas para obtenggio do titulo de Doutor
em Clinica Médica, drea de concentragio
Ciéncias Basicas.




UMIDADE” /==,
Ne CHAMADA T i1y

v

LT Y
Pkac,ig el '
C %} o

PRECO J ) i

DATA j4 . O

s s;«’

N* CPD

PBihad 264804

C81i

Corat, Marcus Alexandre Finzi

Interacdo FAK/SHP-2 influencia na miogénese do musculo
esquelético / Marcus Alexandre Finzi Corat. Campinas, SP : [s.n.],
2005.

Orientador : Kleber Gomes Franchini
Tese ( Doutorado ) Universidade Estadual de Campinas. Faculdade
de Ciéncias Médicas.

.. 1. Miogénese. 2. Masculo esquelético. 3. Musculos -
’?@generagiio. 4. Desenvolvimento muscular. 5. Matriz extracelular.
6. Proteina ~Tirosina Quinase. 1. Franchini, Kleber Gomes. II.
Universidade Estadual de Campinas.Faculdade de Ciéncias Médicas.
I, Titulo.

(slpffcm)




Banca Examinadora da Defesa de Tese de Doutorade

Orientador(a): Prof. Dr. Kieber Gomes Franchini

Membros:

-

(7]

L4

i

Profla). Dr(a) Kieber Gomes Franchini AW E '/a’[ NSRS ass

Profla). Dr(a). Wirla Maria da Silva Cunka Tamashiro Ve sty ermarhons

: . . ‘ i
Profia}. Dr{a). Ana Maria Guaraldo 'é?LQ-» *%/}Wﬁ @Wﬂf/d&

/ }1 ’f‘f /
Prof{a). Dr(a). Marcic Alberto Torsoni -—" T Ay :B
-2, 0 -
Profia). Dr{a). Jorg Kobarg S2F8 L{;?*ﬁmﬁ
; ' ,

Curso de Pés-Graduacio em Clinica Médica, drea de concentracio Ciéncias Basicas.
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 16/05/2065




Aos meus pais, 2 minha esposa e ao meu filho.
Que me fizeram forte ¢ me fazem feliz
pelo simples fato de existirem.

vif



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini por ter me recebido e acolhido com respeito, amizade e
seguranca. Pela orientagiio e imestimével dedicacio que foram indispensdveis para a minha formagio
cientifica e pessoal. Muito obrigado por vocé ter acreditado em mim e ter proporcionado oportunidades

impares para o meu aprendizado e crescimento profissional.

A Profa. Dra. Ana Maria Guaraldo e ao Prof. Dr. Luis Augusto Correa Passos pela amizade e
apoio na implantacio de estruturas para produgfio de animais geneticamente modificados, por acreditarem
no meu trabalho ¢ pela disponibilizagiio de espaco no CEMIB para realizagtes deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Fernando Costa, ao Prof. Dr. Mario Saad, ao Prof. Dr. Jorg Kobarg e a Profa. Dra.
Wirla Tamashiro pela colaboragho, respeito e disponibilidade de equipamentos para o melhor

desenvolvimento da tese e do meu crescimento profissional.

Acs amigos do nosso laboratério por compartithar momentos de alegria, de tensdio, de discussoes
cientificas, além da amizade ¢ descontragfio em momentos de descanso. Em especial, agradeco 3 aluna de
doutorado Carolina Clemente, aos técnicos Antonio ¢ Jaqueline pelo competente apoio que me forneceram

no desenvolvimento experimental.

Ao Departamento de Clinica Médica, a toda sua equipe e a agencia financiadora CAPES, que
permitiram que este trabalho tentha se tornado realidade,

Aos amigos de outros laboratérios como CEMIB, GEMOCA, Genética Médica e Hemocentro que
compartilharam comigoe momentos de trabatho, descontraciio e amizade.

Aos meus pais Reinaldo e Marina e minhas irmis Simone e Karen por acompanharem e
participarem com cumplicidade, amor e vibragéio em todos os momentos de minha formacio educacional e
profissional.

Agradego amplamente a forca, dedicagdo, compreengdio, apoio e amor da minha esposa Patricia,
sem o qual tudo seria mais dificil. E ao meu filho Rafael que participou nos altimos meses desta etapa com
toda sua graca e alegria ¢ me enobrecen emocionalmente. Emogbes que um filho tem uma enorme
facilidade em despertar em nossos coragdes rotineiros do dia-a-dia nos dando forga ¢ para continuar as

nossas vidas com mazita alegria.

E finalmente, 4 todos que colaboraram, direta ou indiretamente, na realizagdo deste trabalho e para
a minha formag3o pessoal e profissional.



Sumario

Lista de Abreviaturas xvii
Lista de Figuras v XXI
Lista de tabelas XXV
1. Resumo 27
2. Abstract 29
3. Introducio.. .- 31
3.1. Fatores de regulagéio miogénica (MRFs): relagdo hierarquica, sobreposicgo de
fungdes, ativa¢io na miogénese 34
3.2. Controle do ciclo celular e diferenciagio miogénica 39
3.3. Horménios e fatores de crescimento na diferenciagio miogénica...uemeeemrd
3.4. Linhagens utilizadas para o estudo da miogénese in vitro 44
3.5. Papel da matriz extracelular no programa de diferenciacio 47
3.6. FAK ¢ sua importéncia no programa de miogénese 50
3.7. SHP-2 e sua importancia no programa de miogénese 59
4. Objetivos 63
4.1. Objetivos gerais 63
4.2. Objetivos especificos 63
5. Metodologia 64
5.1. Cultura de células 64
5.2. Ensaio de diferenciacio celular 65
5.3. Extrato de proteinas totais 65

- Método de Lowry para quantificagio de proteinas totais

Xxi



5.4, ColmMUNOPTECIPItACHD v tutvtcnrcntresraerrerescrnesensecsosensressnsensossansmmmmmns 67

5.5. Western blotting 68
5.6. RT-PCR (“Reverse transcription- Polimerase Chain Reaction™)u...eeereersone 69

- Extracio de RNA

- Avaliacfo da integridade do RNA

- Reacfio de transcricio reversa

- PCR
3.7. Microscopia confocal 75
5.8. Ensaio de atividade de fosfatase 76
5.9. Ensaio de atividade de creatina quinase 77
5.10. Analises estatisticas. 78
5.11. Produgio e Estabilizacio da Linhagem Celular C2C12 Fak/Src.en.... S 78
5.12. Curva de crescimento celular 80

5.13. Ensaio comparativo desobrevivéncia proliferaciio e motilidade das células

C2C12 e C2C12 FAK/Src 82
6. Resultados 84
6.1. Localizagiio da FAK durante a etapa inicial da miogénese 84
6.2. Influéncia do meio de diferenciagio na associagio FAK/SHP-
2 86
6.3. Atividade de tirosina-fosfatase em células C2C12 durante a fase inicial da
diferenciagio 88
6.4. Influéncia da atividade de fosfatase na fosforilacio da FAK ..eeworcesrasesssones 89
6.5. Linhagem C2C12 FAK/Src 91
6.6. Nivel de fosforilagiio da Y-397 da FAK nas células C2C12 FAK/SICureremrenns 92

6.7. Diferenciag@o celular com a inibigfio da desfosforilagio da Y-397..emeeu.n.r.93

6.7.1. Miogenina 94

XHi



-RT-PCR
- Western blotting ¢ imunomarcagio

6.7.2. Creatina quinase 96

6.8. Alteracdes funcionais das células C2C12 FAK/Src 97

7. Discussio 107
8. Conclusdes 110

9. Referéncias Bibliograficas 111

Xv



Lista de abreviaturas

7 bHLH — hélice-loop-hélice basico
BMP4- bone morfogenic protein 4
CAF- complexo de adeséo focal
CDK — quinase dependente de ciclina
cDNA — DNA complementar
CMY - promotor de citomegalovirus
DEPC ~ solugfio de ditiopirocarbonato, inibidor de RNAse
DMEM - Dulbecco's modified eagle medium
DNA - acido desoxiribonucleico
dNTP — deoxinucleotideos trifosfato
DTT - dithiothreitol
EDTA — 4cido etilenodiaminotetracético
FAK - Quinase de adesdo focal
FLB — formaldeido loading buffer
FGF- fator de crescimento de fibroblastos
FRNK- FAK related no kinase
HE ~ coloragiio hematoxilina-eosina
1B — immunoblotting
IGF - fatores de crescimento tipo insulina
IP - imunoprecipitado
KDa - quiodaltons
MAPK — proteina quinase ativada por mitégenos
MC- meio de cultivo
MD- meio de diferenciacio
MEC —matriz extracelular

MEF2- Fator amplificador de expressio muscular

xvif



MHC — miosina de cadeia pesada
MRFs -- fatores de regulagfo miogénica
OD — densidade dtica
pb — pares de bases
PBS — tampao fosfato + solugio salina
PCR - reacfio em cadeia da polimerase
PKC - proteina quinase C
PTP- proteina tirosina fosfatase
PTPase- atividade proteina tirosina fosfatase
pRb — proteina retinoblastoma
RNA - acido ribonucléico
RNAm- RNA mensageiro
RPM - rotagdes por minuto
RT-PCR —reaciio de transcri¢io reversa com amplificagiio por PCR
SDS-PAGE -~ eletroforese em gel de poliacrilamida- dodecilsulfato de sédio
SFB — soro fetal bovino
SHH- sonic hedgehog
SV-40 — promotor de Simian virus
TGF-p - fator de crescimento transformante do tipo B
Y —tirosina.
UV - pltravioleta

v-Sre- forma viral da Src com caracteristicas oncogénicas

xix



Lista de Figuras

Figura I: Modelo de um corie transversal de um embrifio de camundongo entre 7 e 8.5 dias de

desenvolvimento 19

Figura 2: Modelo das etapas de desenvolvimento do misculo esquelético {miogénese) 20

Figwra 3: Os MRFs sdo divididos em 2 grupos: os MRFs primarios, MyoD e Myf-5 e os secundarios,
miogenina ¢ MRF4 23

Figura 4. Diagrama das mudancas dos receptores de fator do crescimento de células musculares,
representando o estado pés-mitético das células musculares terminalmente deferenciadas..amesemsenssrsed ]

Figura 5: Representagio estrutural da molécula da FAK, mostrando seus dominios e sitios de

interacio 38

Figura 6: Representagiio da maioria das possiveis intera¢Bes da FAK no complexo de adesdo focal..........40

Figura 7: Diagrama esquematico dos caminhos de sinalizagiio controlados pela FAK 42
Figura 8: Possivel mecanismo de inibigio da miogénese por sfress mecinico 44

Figura 9: Modelo de regulacio da miogénese pela SHP-2 via desfosforilagiio da molécula inibidora p190-B

Rho GAP e conseugente ativagiio da Rho GTPase 48
Figura 10 Plasmideo pRc/CMV Fak/Src 66
Figura 11: Distribuicio da FAK no periodo inicial da indugfio de células C2C12 2 diferenciago. eemeees 72

Figura 12: Representagfio da expressdo de FAK e de SHP-2 e a interagio enfre estas duas proteinas no

periodo inicial de inducfo 4 miogénese 74

Figura 13: Representacfo grafica da atividade de fosfatase do imunoprecipitado de SHP-2uuvvesciinssann T3

Xxxi



Figura 14: Nivel de fosforilagio da Y-397 da FAK medido pela razio entre os valores densitométricos dos
imunoblotting (IB) dos anticorpos anti-p-FAK™” e anti-FAK no periodo inicial de indugdo a diferenciacio
de células C2C12 tratadas com ortovanadato. 77

Figura 15: Células C2C12 submetidas a 1 hora em MD com e sem ortovanadato 78

Figura 16: Imunoblotting mostrando a presenca de expressio da proteina quimérica FAK/Src nas células
da linhagem C2C12 FAK/Src. IP: imunoprecipitado; IB: Imunoblotting 79

Figura 17 Nivel de fosforilagio da Y-397 da FAK medido pela raziio entre a quantificagio densitométrica
dos imunoblotting (IB) dos anticorpos anti-p-FAK™ e anti-FAK no periodo inicial de indugio a
diferenciaciio de células C2C12 FAK/Src 80

Figura 18: Imunoblotting (IB) de miogenina nas amostras de C2C12 selvagem e C2C12 FAK/Src

cultivadas por Sdias em meio de diferenciacio com e sem ortovanadato. 81

Figura 19: Imunomarcagio da miogenina utilizando anticorpo especifico anti-miogenina e anticorpo
secundario fluorescente anti-IgG Allexa (vermelho) 82

Figura 20: Resultado do RT-PCR para miogenina das amostras de C2C12 selvagem e C2C12 FAK/Src

cultivadas por Sdias em meio de diferenciagfio com e sem ortovanadato. 33

Figura 21: Dosagem da atividade de creatina quinase de amostras C2C12 selvagem e C2C12 FAK/Src
submetidas a 5 dias de diferenciagiic em meio de diferenciaciio. 34

Figuwra 22: Curva representativa do crescimento celular das linhagens C2C12 & C2C12 FAK/SIComaeserenn85

Figura 23: Curva representativa das fungSes de tendéncia do crescimento populacional de cada uma das
linhagens C2C12 e C2C12 FAK/Src 36

Figura 24: Fotos das células C2C12 e C2C12 FAK/Src submetidas a 35 dias de cultura em meio semi-
solido e coradas com HE 38

Figura 25: Ensaio de motilidade celular das células C2C12 e C2C12 FAK/Src 89

XXiif



Lista de tabelas

Tabela I: Sequiéncia dos oligonucleotideos para miogenina e B-actina utilizados nas reages de PCR........60

Tabela 2: Tempo médio de duplicacio celular das populacdes C2C12 e C2C12 FAK/Src de acordo com a
funciio demonstrada na figura 23 86

Tabela 3: Tempo médio de sobrevivéncia das células C2C12 ¢ C2C12 FAK/Src 87

XXV



Resumo

Miogénese € um processo altamente ordenado que compromete e direciona
células indiferenciadas para um programa de células musculares. Este processo envolve a
transicio de um alto nivel de atividade mitdtica, motilidade e periodo de sobrevivéncia
das células para um periodo que o ciclo celular ¢ interrompido e comega a expressio de
genes musculo-especificos, reconhecimento célula-célula, assim como, formacio de
miotubos multinucleados. Embora estudos prévios tenham definido extensivamente o
mecanismo de miogénese no nivel transcricional e identificado genes envolvidos neste
programa de diferenciagéo, tais como: MyoD, Myogenin, Myf-5 e MRF4, assim como,
genes mais tardios como MHC, MCK, entre outros; o mecanismo intracelular envolvido
com o processo inicial da miogénese permanece pouco entendido.

Estudos mostram o envolvimento de proteinas da matriz-extracelular acopladas a
receptores integrinas na célula, que quando estimulados, desencadeiam um processo de
sinalizagfo através do citoplasma em dire¢io ao nicleo celular. Um papel critico dessas
proteinas sinalizadoras, em sua maioria proteinas tirosina-quinase (PTKs), tem sido
evidenciado quanto a sua participacdo na progressdo da miogénese, entre elas podemos
destacar MAPKs (ERK1 e ERK2), PI3K, PKB/AKT, Integrin, FAK e CAS. Apesar
destas proteinas aparecerem proeminentes no programa de miogénese, quando estas sio
superexpressadas ou forcadamente ativadas, o programa de miogénese € interrompido.
Isto ressalta a importincia de atividade regulatoria sobre estas proteinas para o
desencadeamnto normal do programa de miogénese. Estas proteinas sendo tirosina-

quinase-dependentes podem vir a ser reguladas por proteinas tirosina-fosfatases (PTPs).
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O involvimento de PTPs no programa de miogénese é ainda pouco explorado.  No

presente estudo, através da utilizacio de dois modelos, nés focamos a atengfio na etapa de
regulagdo da sinalizagfo da proteina tirosina-quinase FAK através da interagio com a
PTP SHP-2 no periodo inicial do programa de miogénese. Foi proposta a interagio
FAK/SHP-2 como um fator crucial para a regulacio da Y397 da FAK no perfodo inicial
da miogénese. Além de ter reforcado a importancia da regulagio da FAK para o

progresso do programa de diferenciacio mioblastica.
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Abstract

Myogenesis is a highly ordered process that commits and directs undifferentiated
cells into a muscle cell program. This process involves the transition of a high level of
mitotic activity, motility and survival of the cell to a period when the cell cycle is
disrupted and starts the expression of muscle-specific genes, cell-cell recognition as well
as multinucleated myotube formation. Although previous studies have defined
extensively the mechanisms of myogenesis at the transcription level and identified early-
genes involved on this differentiation process such as MyoD, Myogenin, Myf5, MRF4 as
well as advanced-genes such as MHC, MCK and others, the intracellular mechanisms
engaged on the start of myogenesis remain to this day poorly understood.

Some reports show the involvement of exfracellular-matrix proteins
engaged at integrins receptors of the cell. When such are stimulated, they start a signaling
process through cytoplasm toward nucleus. A critical role those signaling proteins, which
mostly are tyrosine Kinases proteins (PTKs), have been evident to play on the myogenesis
progression, among them, we can stand out MAPKs (ERK1 and ERK2), PI3K,
PKB/AKT, Integrin, FAK, CAS. Despite PTKs figuring prominently in myogenesis,
when they are overexpressed or pushed up in their activity, the miogenesis program is
impaired. This stands up the importance of regulatory role of these proteins to normal
miogenesis program. These PTKs may be regulated by proteins tyrosine phosphatase
(PTPs). The engagement of PTPs into the myogenesis program has not been highly

explored. In this report, by using two approaches, we have focused on the step of
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signaling regulation of protein tyrosine-kinase FAK by PTP-SHP-2 on the early stage of
myogenesis. We propose the FAK/SHP-2 complex as a crucial factor to regulate the FAK
Y397 in this period. Indeed, we corroborated the importance of FAK regulation to the

myoblastic differentiation progress.
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3.Introducio

O musculo esquelético de mamiferos exibe grande capacidade de crescimento e
reparo. O processo de diferenciagio de mioblastos em células do musculo esquelético ¢
denominado de miogénese que resulta da ativagéio coordenada de miltiplos mecanismos
de sinalizagiio (ENGEL ¢ FRANZINI-ARMSTRONG, 1994). A miogénese & requerida
para o crescimento, manutengfo e reparo das fibras musculares (PARKER et al., 2003).
O conhecimento dos mecanismos de sinalizagdo envolvidos pa miogénese evoluiu
substancialmente em anos recentes, destacando-se avancos no conhecimento de fatores
de regulacdo miogénica (MRFs — myogenic regulatory factors), responsaveis, em tltima
instdncia, pelo controle da expressdo coordenada de genes responsdveis pela

diferenciagdio de mioblastos em midcitos maduros.

As células musculares em vertebrados sdo oriundas de células mesodérmicas dos
somitos dos embrides, que também podem dar origem a células da derme e cartilagem,
dependendo da capacitagio por estimulos especificos (COSSU et al, 1996). A
capacitacdo depende da influéncia de proteinas paracrinas produzidas pelo tubo neural,
notocorda, epiderme e placa lateral da mesoderme (COSSU et al., 1996). A Figura 1
sumariza o processo de capacitagdo das células mesodérmicas em mioblastos em
embribes de vertebrados. Proteinas como Wnt produzida no tubo neural e epiderme,
SHH (sonic hedgehog) produzida pela notocorda, BMP4 (bone morfogenic protein 4 e
FGF (fibroblast growth factor) produzida pela placa lateral da mesoderme, estdo
envolvidas no comprometimento espacial € temporal das células mesodérmicas em

mioblastos (COSSU et al., 1996). Os efeitos destas proteinas no comprometimento das
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células mesodérmicas indiferenciadas em mioblastos ¢ mediado pela expressio de MRFs

como MyoD e Myf5.

Epiderrme

Musculatura
Hipaxial

3
Esclerotoma
Tube Newral

Plagalateral A D
P
#2 Mesoderme Notocorda ——.

Figura 1. Modelo de um corte transversal de um embrifio de camundongo entre 7 ¢ 8.5 dias de
desenvolvimento, mostrando a capacitacic das células somiticas em células comprometidas com um
determinado tipo celular: mioctoma, dermotoma ou esclerotoma; a partir da agSo de proteinas pardcerinas

(COSSU et al., 1996).

Durante a miogénese no embrido, os mioblastos proliferam, migram, diferenciam
e fundem-se para formar miotubos e posteriormente fibras musculares (Figura 2). No
entanto, alguns mioblastos (c€lulas satélite) permanecem relativamente indiferenciados,
servindo & funcio de reposicfo celular nas situaches de perda celular e hipertrofia
muscular nos individuos adultos (SUMMERS, 1985; SNOW, 1986). E importante
salientar que os mioblastos, apesar de serem relativamente indiferenciados e preservarem
sua capacidade proliferativa, sfo células ja comprometidas da linhagem miogénica. No
miusculo pds-patal, as células satélite encontram-se entre a lamina basal ¢ a membrana
plasmatica da fibra muscular e apresentam como caracteristicas niicleo heterocromatico,

citoplasma esparso com poucas organelas e auséncia de miofilamentos.
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Figura 2: Modelo das etapas de desenvolvimento do muisculo esquelético (miogénese) (GILBERT, 2000).

As c€lulas satélites podem ser mantidas em cultura, permitindo a existéncia de
linhagens de mioblastos que sdo utilizadas em estudos in vifro. Em mioblastos cultivados,
a proliferacdo e diferenciagdio podem ser reguladas in vitro pela concentragiio de fatores
de crescimento especificos. No entanto, in vivo, observa-se assincronia na proliferagio e
diferenciacdo de grupos de mioblastos de uma mesma regido anatdmica, sendo que
alguns grupos celulares proliferam enquanto outras se diferenciam. Os mecanismos
Tesponsaveis por essa assincronia ndo sio ainda conhecidos, mas com base em estudos in
vitro, postula-se que este fendmeno seja dependente da variabilidade da concentragio
local de fatores de crescimento, componentes da matriz extracelular, interacdes célula-
célula e atributos tnicos dos mioblastos que governam a resposta a mitdgenos, como
receptores de fatores de crescimento na superficie celular e vias de sinalizacfio
intracelular (ENGEL e FRANZINI-ARMSTRONG, 1994; SASTRY, 1999). Assim, na
presenga de miltiplos fatores externos, a decisfio da célula de proliferar ou diferenciar é
uma resposta integrada ao seu micro-ambiente (ie adesdo e fatores de crescimento)

(SASTRY, 1996).
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3.1. Fatores de regulaciio miogénica (MRFs): relacio hierdrquica, sobreposicio

de funcgdes, ativacio na miogénese.

Os mioblastos apresentam expressdo de pelo menos um dos MRFs (i.e. Myo D,
Myf-5, miogenina ¢ MRF-4). Pinney et al, em 1988, apés o descobrimento do MRF
MyoD (DAVIS, 1987), sugeriu a existéncia de um gene hipotético, entdo denominado
myd, que pudesse regular todos os outros genes de MRFs ¢ todo o programa de
miogénese caso fosse ativado. Perseguindo este gene hipotético myd, descobriram-se
outros fatores que sdo importantes para determinagfio do progresso da miogénese de
musculo esquelético como Myf-5 {(WRIGHT et al., 1989), miogenina (BRAUN et al,,
1989) e MRF-4 (RHODES et al., 1989). A hipdtese vigente presume que, em verdade, o
fator hipotético myd representa um grande nimero de fatores acessérios que regulam a

expressdo ¢ funciio, e interagem com os MRFSs.

Os quatro principais MRFs fazem parte da superfamilia de fatores de transcrigéio
hélice-alca-hélice basicos (bHLH). Estes fatores quando expressos em construgdes com
promotor constitutivo podem converter um grande nimero de diferentes tipos celulares,
tanto em cultura como em animais transgénicos, em musculo esquelético (WEINTRAUB,

1993; LASSAR et al., 1994; SABOURIN ¢ RUDNICKI, 2000).

Os MRFs contém um dominio béasico conservado necessario para a ligacdo
seqliéncia-especifica a0 DNA e ativagio transcricional, e um sitio hélice-alga-hélice
necessario para a heterodimerizacio. Cada um dos MRFs pode heterodimerizar in vitro
ou in vivo com proteinas E capazes de se ligar ao DNA de maneira seqiiéncia-especifica

em sitios conhecidos como E-box (CANNTG) (MURRE et al., 1989a; MURRE et al.,
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1989b). Este motivo de DNA est4 presente nos promotores de muitos genes especificos
de musculo esquelético (o-actina, receptor acetilcolina, creatina quinase, cadeia pesada
da miosina entre oufros) e medeia a ativagfo da transcrig3o destes genes de maneira
dependente dos MRFs (LASSAR ¢ MUNSTERBERG, 1994; SABOURIN ¢ RUDNICKI,
2000). Posteriormente descobriu-se também a importancia regulatoria destes complexos
MRF/proteina-E acoplados a co-fatores como as proteinas amplificadoras musculo-
especificas (MEFs). A maioria dos genes misculo-especificos apresenta sitios de
reconhecimento, principalmente pelo MEF2, em suas regides regulatérias (LASSAR e
MUNSTERBERG, 1994).

Os genes que codificam os 4 MRFs conhecidos sio expressos em padrdes
temporais distintos. Estudos que utilizaram mutagdes deletérias (knockour) dos MRFs na
linhagem germinativa de camundongos demonstraram a existéncia de uma hierarquia
entre os MRFs, sendo definidos dois grupos. A Figura 3 ilustra esta hierarquia, sendo que
0s MRFs primarios, MyoD e Myf-5, sdo necessarios para o comprometimento das células
no somito em linhagem miogénica (determinac@o celular), e os MRFs secunddrios,
miogenina ¢ MRF4, essenciais para a diferenciacdo terminal dos mioblastos
(diferenciacdo celular) (SABOURIN ¢ RUDNICKI, 2000). Deste modo, os eventos no
desenvolvimento que dio origem ao misculo esquelético podem ser divididos em duas
etapas principais: a primeira etapa é a determinacfo na qual a célula mesodérmica
multipotente torna-se restrita 4 linhagem miogénica e a segunda é o comprometimento
das células determinadas miogenicamente (mioblastos) & diferenciacdo terminal. A

diferenciagio terminal envolve a interrupgdo do ciclo celular, expressfo de proteinas
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estruturais especificas de musculo esquelético e fusdo dos mioblastos; levando 2

formac&o de miotubos (SONG et al., 1998).

MRF's primarios MRF's secundarios

Myf-5 miogenina
MyoD MRF4
————————— ————
Célula no somito mioblasto

Miotubo diferenciado

Figura 3: Os MRFs sdo divididos em 2 grupos: os MRFs primarios, MyoD e Myf-5, requeridos na etapa de
comprometimento com a linhagem miogénica das células em proliferagio dos somitos; e os secundarios,
miogenina ¢ MRF4, requeridos para a diferenciagio dos mioblastos em miotubos (SABOURIN e
RUDNICKI, 2000).

Uma vez ativado, o MyoD continua sendo expresso durante todo o
desenvolvimento da célula muscular, possivelmente, devido ao fato do fator MyoD poder
ativar sua propria transcricio (SONG et al., 1998). Por outro lado, a miogenina ¢é
induzida apenas durante a diferenciagdo miogénica ¢ o MRF4 é expresso mais
tardiamente sendo encontrado principamente no musculo esquelético maduro (LASSAR
¢ MUNSTERBERG, 1994).

Células satélite quiescentes nfio possuem niveis detectaveis de qualquer um dos
quatro MRFs. Apos estimulos apropriados, 0 MyoD ¢ rapidamente expresso, na fase G1
do ciclo celular, sendo este fendmeno anterior i expressio do antigeno nuclear de
proliferagio celular (PCNA), um marcador de proliferacio celular. Apos a proliferagio se
encerrar, miogenina ¢ MRF4 sdo expressos nas células que expressam o programa

terminal de diferenciac@io. A auséncia de mRNA de MRFs na células satélite anterior 3
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ativagfio sugere que as células satélite representarn um linhagem celular tronco que €
distinta dos mioblastos. Ainda, a induc¢fo da transcricio de MyoD ¢ Myf-5 nestas células
implica que sinais indutivos estdo envolvidos nesta ativagio, andlogos aqueles que
ocorrem durante a embriogénese (SABOURIN e RUDNICKI, 2000).

Ha evidéncias que indicam que os MRFs podem ser redundantes em suas fungdes.
Camundongos com deleg@io do gene MyoD apresentam fendtipos normais (LASSAR e
MUNSTERBERG, 1694). Por outro lado, houve aumento consideravel da expressfo do
Myf-5 nas células miogénicas destes animais, sugerindo que a proteina Myf-5 substitufu
a caréncia de MyoD. No entanto, animais “knockout” para ambas as formas de MRFs
primarios (MyoD e Myf-5) ndo sdo vidveis (LASSAR e MUNSTERBERG, 1994).

Mutacdo no gene da miogenina em camundongos revelou uma funcdo crucial
deste regulador na diferenciagfio muscular terminal. Embrides de camundongo que nio
possuem miogenina morrem imediatamente apds o nascimento e exibem varias
anormalidades do musculo esquelético. Assim, a miogenina parece ser necessiria para
completar o programa de diferenciacdo ir vivo (HASTY et al., 1993).

Muitos dos dados em relacfo a ativagiio, auto-ativacdo e ativagio cruzada entre os
membros da familia MyoD sugerem que MyoD e Myf-5 in vive sfo responsaveis pela
ativagfio primaria, pela definicio do estado mioblastico e pelo posicionamento do niimero
de células adequado nas regides em formacgio muscular do corpo, além do recebimento
ativada por MyoD ou Myf-5, suplanta o controle negativo in vivo e ativa a maioria (mas
nfo todos) genes estruturais musculares, como creatina quinase, miosina de cadeia pesada

(MHC), receptor acetilcolina entre outros (OSSES ¢ BRANDAN, 2002). O fator MRF4,

37



que possui muitos aspectos em comum com miogenina (isto €, inicio de expressdo
tardio), também se sobrepde 4 fungdo da miogenina o que, provavelmente, contribui para
a miogénese residual presente em camundongos deficientes em miogenina

(WEINTRAUB, 1993; LASSAR ¢ MUNSTERBERG, 1994).

Um dos mecanismos que pode regular a atividade dos MRFs ¢ exercido pelas
proteinas Id. A hipétese € de que estas proteinas podem regular a expressio de genes
estruturais musculares via efeito competitivo na interagio do complexo MRF/proteina-E.
Membros da familia Id apresentam o motivo HLH (helix-loop-helix) e sdo capazes de
sequestrar tanto proteina-E como MRFs, formando complexos ndo-ligantes ao DNA e,
portanto, incapazes de ativar os genes musculo especificos (BENEZRA et al., 1990; ;
JEN et al, 1992; LASSAR ¢ MUNSTERBERG, 1994; SABOURIN e RUDNICKI,
2000).

Outro mecanismo de controle proposto relaciona a afinidade de vérios
MREF/proteina-E ¢ fosforilaggo e desfosforilagio via proteina quinase C (PKC) (OLSON,
1992; KIN et al, 1992). A andlise mutagénica cuidadosa dos MRFs revelou que um
residuo treonina (Thr 115) conservado pa regifio basica é essencial para a sua atividade.
Esta treonina ¢ substrato para a fosforilagdo via PKC in vitro. Como os sinais gerados por
fatores de crescimento ou oncoproteinas que inibem miogénese sio sabidamente
ativadores da PKC, foi proposto que alguns destes agentes inibitrios direcionam a
fosforilagio via PKC da regifio basica dos MRFs. Consistente com este modelo, estudos
demonstraram que a fosforilagio in vifro da miogenina por PKC inibe sua ligagio ao
DNA. Contudo, outros estudos colocam em divida este argumento. O exame do estado

de ativagdo de MRF4 constitutivamente expresso em mioblastos em proliferacéio, tratados
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com FGF (fibroblast growth factor) ou com veiculo de expressiio de PKC, ndo mostrou a
presenga de fosfo-treonina detectavel (LASSAR e MUNSTERBERG, 1994; LASSAR et

al., 1994).

3.2. Controle do ciclo celular e diferenciacio miogénica

A atividade dos MRFs também ¢ acoplada ao ciclo celular. Por exemplo, a
indugdo de diferenciacio de mioblastos em cultura resulta na superexpressio de
inibidores do ciclo celular como p21 e p16. O gene de p21 possui um E-box na sua regifio
regulatéria upstream ¢ € ativado pela superexpressio de MyoD (LASSAR et al., 1994).
A expressiio forgada de p21 ou p16 bloqueia a apoptose durante a diferenciagio celular.
A conexfio ciclo celular-MRFs ¢ reforcada pela observagio de que a superexpressio de
ciclina D1 (ciclina G1-S e ativadora de Cdk4) leva a hiperfosforilagdo de MyoD,
inibindo sua atividade e subsegiientemente a transativagio de genes repérteres que
contém E-box, como p21, e a diferenciagfio terminal (LASSAR ¢ MUNSTERBERG,
1994; LASSAR et al., 1994; SONG et al., 1998; FUJIO et al., 1999).

Além disso, a forma desfosforilada da proteina retinoblastoma (pRb) (via p21)
associa-se com MyoD e ¢ necessaria para a eficiéncia da transativagio dos promotores
misculo-especificos que contém E-box, promovendo a expressio dos marcadores tardios
da diferenciagdo. A associagio MyoD-Rb também interfere de modo negativo nos
eventos transcricionais dependentes de E2F relevantes para a progressdo do ciclo celular,
incluindo a ativago de genes requeridos para a saida da fase G1 do ciclo celular ou

replicagio de DNA. A proteina Rb também € necessaria para manter o fenétipo
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diferenciado de miotubos em cultura (LASSAR e MUNSTERBERG, 1994; SONG et al.,
1998; FUJIO et al.,, 1999; PORRELLO et al., 2000).

Eventos de fosforilagio dependentes de quinase-dependente de ciclina (CDK) tém
sido propostos como controladores da estabilidade de proteinas reguladoras de
transcrigdo. Com base nestas observacgbes, é possivel que CDK controle a atividade da
proteina MyoD, provavelmente através de sua fosforilagfio direta. Song et al. (1998),
demonstraram que MyoD pode ser fosforilada no residuo serina 200, localizado em um
sitio de fosforilagdo consenso para CDK, pela Cdc34, um regulador da transiciio G1-S do
ciclo celular. A prevengio da fosforilagfio neste sitio leva a estabilizagio da proteina
MyoD (aumento de meia vida). Ainda, cicloheximida, um agente que inibe a degradagio
protéica pela via dependente de ubiquitina, uma via intimamente ligada 4 degradacfio de
proteinas reguladoras do ciclo celular; também causa a estabilizacio de MyoD. Assim,
estes autores propuseram que a fosforilagio de MyoD leva a sua ubiquitinagio
dependente de Cdc34, sinalizando sua destrui¢do pela via proteossoma 26S. O controle
do nivel de MyoD através da ubiquitinizagfo dependente de fosforilagfio por CDK sugere
um mecanismo para coordenar os eventos de transcrigdo durante a progressédo da fase G1-
S (em mioblastos), pois a presenga de MyoD ativaria a diferenciagéio e interrupciio do
cilclo celular.

Em 1987, Olwin & Hauschka, demonstraram que os receptores de fatores de
crescimento diminuem em midcitos diferenciados. Além disso, estes pesquisadores
descobriram que o inicio da interrupgfo do ciclo celular precede a perda dos receptores,
sugerindo que a perda dos receptores ndo era a dnica responsavel pela interrupgiio do

ciclo celular destas células.
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3.3. Hormonios e fatores de crescimento na diferenciacfio miogénica

Em resposta & privacdo de fatores de crescimento, os mioblastos sofrem
comprometimento irreversivel para diferenciagfo terminal em células do misculo
esquelético. (Figura 4). A importincia dos hormbnios ¢ fatores de crescimento na
regulagio da proliferaghio e diferenciaciio das células musculares ¢ amplamente
reconhecida (FLORINI et al., 1991a).

Analises de como fatores de crescimento mitogénicos controlam o crescimento de
células musculares e sua diferenciacfio tém sido centralizadas primariamente nos FGFs
(LATHROP et al., 1985; SPIZZ et al., 1986; SPIZZ et al., 1987; LINKHART et al.,
1981; KARDAMI et al., 1985; KARDAMI ¢ FANDRICH, 1989), insulina e IGF
(insulin-like growth factor) (EWTON e FLORINI, 1980; FLORINI et al, 1986a;
FLORINI et al., 1991b), PDGFs (platelet-derived growth factor) (YABLONKA-
REUVENI et al, 1990a; YABLONKA-REUVENI et al, 1990b; YABLONKA-
REUVENI e SEIFERT, 1993; JIN et al., 1990; JIN et al., 1991) e na familia TGF-8
(transforming growth factor-f) (SPI1ZZ et al., 1987; OLSON et al., 1986; FLORINI et al.,
1986b). Outros mitégenos que parecem estimular o crescimento e inibir a diferenciagio
sdo os EGFs (epidermal growth factor) (LIN e HAUSCHKA, 1984a; HAN et al., 1988) ¢
os LIF (leukemia inhibitory factor) (AUSTIN e BURGESS, 1991).

FGFs s@o inibidores potentes da diferenciagio miogénica, sendo a forma bésica a
mais potente (bFGF) (OSSES ¢ BRANDAN, 2002). Esses fatores bloqueiam uma etapa
inicial (ou etapas) nos eventos envolvidos na diferenciacio miogénica e, como o TGF-f3,

nédo possui efeito na expressdo subsequente dos MRFs. Uma possibilidade de acfio dos
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FGFs € através do aumento da expressiio de oncogenes como c¢-fos e c-myc. Estudos
mostraram que FGFs inibem a expressio de MyoD1 e miogenina (FLORINI et al.,
1991a). Mioblastos em fase-G1 do ciclo celular quando privados de FGFs por apenas 3
horas passam por um processo Irreversivel de diferenciagdo, o qual pode ser detectado
por: incapacidade de reentrar no ciclo celular quando os fatores de crescimento sio
restaurados; ativaciio de transcrigio de genes musculares estruturais; e mudanga da
superficie celular, fazendo com que as células comprometidas com o programa de
diferenciacdio sejam capazes de se fundirem com células em estigios de diferenciaciio
similares ou nascentes miotubos (CLEGG et al., 1987; ADAMS e WATT, 1993).

IGFs e insulina sdo os unicos entre os fatores de crescimento que estimulam ao
invés de inibir a diferenciacfo miogénica, tanto em células mantidas em cultura como em
células satélite de ratos e células musculares de embrifio de galinha (FLORINI et al.,
1991b). Assim, a estimulacfio da diferenciacfo pelos IGFs € um fendmeno geral. Células
C2 que secretam grandes quantidades de IGF podem estimular sua propria diferenciacfio
por mecanismos autocrinos/pardcrinos quando incubadas em 2% de soro egqiiino
(FLORINI et al., 1991a), um soro mais pobre em agentes mitdticos, muito utilizado em
experimentos de diferenciagio mioblastica. Além da fungo de estimular a diferenciacso,
IGF-1 e IGF-1I também estdo relacionados com a sobrevivéncia celular, uma vez que sio

ativadores da via da PI 3-quinase ¢ Akt (FUJIO et al., 1999).

TGF-B bloqueia todos os aspectos da diferenciagiio miogénica: fusio, elevacio da
atividade de creatina quinase, aparecimento dos receptores de acetilcolina, transicio da
actina da forma  para y e expressio de outros mRNAs misculo-especificos e proteinas

correspondentes; de maneira dependente de concentragio. Ele age em etapa(s)
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relativamente inicial(is) na cascata de eventos que levam & diferenciacfio terminal pois
n#o possui efeito se adicionado apds o tempo necessdrio para o comprometimento das
células. A inibic8o da diferenciacio por TGF-p é reversivel, sugerindo que TGF-f induz
um sinal transitério que € rapidamente revertido e nfio causa danos frreversiveis aos
mioblastos. TGF-f age provavelmente pela inducgio da expressio dos oncogenes jun e/ou
ras (FLORINI et al., 1991a).

Um aspecto importante do comportamento dos receptores de fatores de
crescimento € que o desaparecimento do receptor estd associado com a diferenciacéio
terminal, tanto in vivo como in vitro (ENGEL e FRANZINI-ARMSTRONG, 1994)
(Figura 4). A demonstracio de que a ligacio de EGFs em mioblastos de camundongo
diminui quando estas células se diferenciam sugere que a perda dos receptores de fatores
de crescimento (FGF, TGF-B) pode contribuir para o estado pés-mitdtico dos miotubos.
Esta generalizacfo nfio se estende aos IGFs, que sfo mitogenos ativos paras as células

musculares ¢ aumentam sua ligagdo as células durante o programa de diferenciagfo

(FLORINI et al., 1991a).
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Figura 4: Diagrama das mudancas dos receptores de fator do crescimento de celulas musculares,
representando o estado pds-mitctico das células musculares terminaimente deferenciadas. Na presenca de
apropriados mitdgenos, as células musculares crescem exponencialmente e mantém alto nivel de receptores
em sua superficie. Quando os mitdgepos so retirados, as células em proliferagio tornam-se terminalmente
diferenciadas, expressam genes estruturais musculo-especificos como creatina quinase (CK) e “myosin
heavy chain”(MHC) ¢ reprime a expressdo de genes dos receptores de fatores do crescimento, que causa o
desaparecimento destes receptores na superficie celular. Se os mitdgenos so recolocados no ambiente,
células musculares diferenciadas apresentam um fendtipo pos-mitdtico porque e¢las nfo apresentam
receptores de fatores de crescimento em sua superficie (LIN and HAUSCHKA, 1984b).

3.4. Linhagens utilizadas para o estudo da miogénese in vifro

A cultura de células mioblasticas tem sido usadas extensivamente no estudo do
desenvolvimento do misculo esquelético.  Curiosamente uma das primeiras linhagens
utilizadas na determinacfio de MRFSs, foi uma linhagem de fibroblastos embrionarios
murinos denominada 10T%. A expressdo forcada de MRFs nestas células, leva a sua
diferenciacio em células com caracteristicas contrateis (KONIECZNY ¢ EMERSON,
1984; KONIECZNY ¢ EMERSON, 1985).

A maioria das linhagens utilizadas em estudos de miogénese é derivada de células

satélites de misculo esquelético maduro. A mais antiga destas linhagens mioblasticas ¢ a
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linhagem derivada de tecido muscular de ratos recém-nascidos, denominada L6 (YAFFE,
1969). E uma linhagem com caracteristicas muito semelhantes a linhagem amplamente
utilizada C2C12, derivada de camundongos, bem caracterizada e empregada atualmente
como modelo de diferenciagio em miisculo esquelético (ANDRES ¢ WALSH, 1996;
YOSHIDA et al, 1998; MORAN et al, 2002; YEOW et al., 2002; LANSEN et al,,
2003). As células C2C12 apresentam facilidade em entrar no programa de diferenciacfio
miogénica. Na presenca de alta concentracio de soro no meio de cultura, as células
C2C12 proliferam como uma populagfio indiferenciada e expressam MyoD e/ou Myf-5.
A diferenciagfo terminal de C2C12 ¢ tipicamente induzida pela privagio de soro, o que
leva a uma série de eventos cronologicamente ordenados. Expressio de miogenina € o
evento inicial seguido pela interrup¢io permanente do ciclo celular e expressdo de p21,
producdo de proteinas contrateis e fusfo celular resultando na formacgfic de miotubos
(YOSHIDA et al., 1998).

Quando uma cultura de mioblastos C2C12 em proliferacio ¢é induzida a
diferenciar pela privagdo de soro no meio de cultura, uma porgio significativa das células
escapa da diferenciaco terminal e passa a ter niveis ndo detectdaveis de MyoD ou Myf-5.
Essas novas células sfo referidas como indiferenciadas e quando colocadas em condi¢des
de proliferacdo novamente entram novamente no ciclo celular e retomam a expressio de
MyoD, demonstrando-se idénticas & cultura original. Estas células sdo denominadas
‘células reserva’, lembrando algumas caracteristicas das células satélites in vivo
(YOSHIDA et al., 1998).

Outros tipos celulares com caracteristicas mioblasticas como MM14 e BC3H1 sdo

menos utilizadas, mas nfo menos importantes. A linhagem MM14 é também derivada de
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células satélites de muasculo esquelético de camundongos e apresentam caracteristicas
semelhantes & linhagem C2C12, mas para manter a linhagem em proliferagiio €
necessdria a adicdo de FGF e nfio apenas soro, uma vez que a maioria dos soros nio
apresenta quantidade significativa de FGF em sua composi¢io (LINKHART et al., 1981;
CLEGG et al., 1987). A linhagem BC3H1 € uma linhagem surgida 2 partir de tumor de
cérebro induzido quimicamente em camundongos e consiste de linhagem permanente de
células musculares (SCHUBERT et al., 1974). Estas células nfio apresentam expressdo de
MyoD e nfo se fundem quando diferenciadas. A diferenciagfio também ocorre com a
privaciio de fatores de crescimento, mas ¢ uma diferenciagfo reversivel, produzida pela
adi¢do de fatores de crescimento novamente ao ambiente (LATHROP et al., 1985; SPIZZ
et al,, 1986).

Mioblastos, como C2C12, saem irreversivelmente do ciclo celular durante o
programa de diferenciagio em miotubos. Enquanto a diferenciagio progride, as células
miogénicas ficam menos propensas a sofrer apoptose em meio de cultura pobre em
mitégenos, provavelmente, por causa da indugiio de um fator de sobrevivéncia. Fujio et
al. (1999) mostraram que a quinase Akt é superexpressa durante a diferenciagio
miogénica, 0o que determina a sobrevivéncia do miGcito, e assim, definiram um
componente do mecanismo no qual a proliferagio e apoptose sfo coordenados durante a
miogénese in vitro.

Moran et al. (2002) utilizaram “microarrays™ de DNA para caracterizar mudancas
no padrio de expressio global de mRNA durante proliferacio, interrup¢io do ciclo
celular e diferenciagiio terminal em mioblastos C2C12. Este estudo revelou 629

sequencias de genes regulados entre mioblastos em proliferagio e diferenciacio. As
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seqiiéncias foram agrupadas em categorias funcionais como contragio celular, adesdo
celular, fungfio da matriz extracelular, metabolismo celular, transporte mitocondrial,
replicagio do DNA, controle do ciclo celular, transcri¢iio de mRNA e regulago imune. A
maior parte dos genes regulados exibe mudanga acentuada de expressfio durante as
transi¢des de c€lulas em proliferagdo para inicio de diferenciac@o e em células no inicio e
final da diferenciagio, consistente com a transicio mitdtica para poOs-mitdtica e a
mudanca dramatica no fen6tipo celular acompanhando a diferenciagiio miogénica,

respectivamente.

3.5. Papel da matriz extracelular no programa de diferenciacio

Embora muitos fatores de crescimento afetem de maneira negativa a diferenciacdo
muscular in vitro, estudos sugerem que a diferenciagfo esta sujeita a regulacfio positiva
por estimujos do microambiente. A matriz extracelular (MEC) exerce um papel
importante na diferenciacBo muscular. Por exemplo, laminina-1 tem um papel
proeminente na adesio e proliferagio de mioblastos, na promoc¢io da formacdo de
miotubos, enquanto que fibronectina inibe a diferenciagfo miogénica (ADAMS e WATT,

1993; LASSAR et al., 1994; Shibanuma et al., 2002).

Em 2003, Lancen e colegas cultivaram células C2C12 sobre matrigel (KLEINMAN
et al., 1986), que contém laminina, colageno IV, entactina e proteoglicanos. A cultura em

matrigel induziu a diferenciacfio celular (LANSEN et al., 2003).

Estudos mais recentes mostraram que o estimulo mecénico por estiramento de células

C2C12 em cultivo, foi suficiente para inibir o programa de miogénese (KUMAR et al,,
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2004). Nestes estudos, o estiramento celular ativou tirosina-quinase e induziu a
superexpresséo do fator de transcrigdo NF-kB, o que manteve as células induzidas com
fenotipo de proliferaciio e ndo diferenciagéo. Isto sugere e reforca a importancia da matriz

extracelular na regulagdo da miogénese.

Uma MEC organizada € requisito para a miogénese ocorrer em resposta a estimulos
que sinalizam para a diferenciagfo em musculo esquelético. Aparentemente, as interagdes
de receptores especificos presentes na membrana plasmatica, anexados a MEC geram
sinais necessdrios para guiar a diferenciagio. Integrinas representam as provaveis
candidatas a receptores de superficie celular para exercer esse papel porque agem como
componentes criticos de processos nos quais as células assimilam sinais mecénicos do
microambiente e possuem papel importante na migragio ¢ posicionamento celular, Além
disso, as interacdes das integrinas também podem regular a expressdo génica e fornecer
meios diretos para a sinalizaco a partir da matriz extracelular influenciando a

diferenciacio celular (OSSES e BRANDAN, 2002; MENKO ¢ BOETTIGER, 1987).

Integrinas s@o uma grande familia de glicoproteinas compostas por subunidades
transmembrana o ¢ B, importantes na conexfo da matriz extracelular aos filamentos
intracelulares de actina (XU e ZHAO, 2001; BOUDREAU e JONES, 1999). Em células
cultivadas, as integrinas estio localizadas na superficie de contato com a placa, em
estruturas denominadas complexo de adesfio focal, regides nas quais as células estdo
fisicamente muito proximas ao substrato. Os complexos de adesdo focal consistem de
proteinas estruturais (paxilina, tensina, vinculina, actina, distrofina em mioblastos) e

regulatorias (FAK, Src, Cas entre outras), ¢ desempenham duas fung¢bes estruturais
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importantes na célula: ligagfio da membrana ao substrato ¢ ancoragem/estabilizacdo dos

filamentos de actina (ADAMS e WATT, 1993; HYNES, 1992; KORNBERG, 1998).

Os eventos de transducfo de sinal iniciados pela MEC culminam em mudangas na
expressdo génica. A diversidade das integrinas e suas diferentes especificidades para
moléculas da MEC sugerem que diferentes integrinas transmitem sinais distintos para

regular a proliferacfio, diferenciaco e apoptose (SASTRY e HORWITZ, 1996).

Estudos recentes de adesfio e sinalizacio celular dependentes de integrina
mostraram que a ligagio celular & MEC € acompanhada pela agregacdo de integrina e
aumento na fosforilagio em tirosina de algumas proteinas intracelulares podem estar
envolvidas na transdugdo dos sinais gerados pelas integrinas (BOUDREAU e JONES,

1999; HYNES, 1992).

Uma vez que integrinas nfio exibem atividade enzimdtica intrinseca e que
inibidores da atividade de tirosina quinase podem bloquear a formac3o de adesdes focais,
os sinais celulares iniciados pelas integrinas devem ser traduzidos através de uma cascata
de eventos de fosforilagdo, sinalizados por proteinas intermediarias que podem iniciar a
formacfio das adesGes focais € os caminhos de sinalizacdo intracelular. A principal

candidata é a proteina tirosina quinase (PTK) ppl125F4F

ou quinase de adesdo focal
(FAK). Apés a aglomeragdo de integrinas, ha um rapido aumento de fosforilagio em
tirosina ¢ da atividade quinase desta enzima em vérios tipos celulares (CARY et al.,

1996; BOUDREAU e JONES, 1999; SCHALLER ¢ PARSONS, 1993).
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3.6. FAK ¢ sua importincia no programa de miogénese

A FAK foi descrita pela primeira vez em 1992 como uma proteina de ala
fosforilagdo em tirosina associada a v-Src oncogene e localizada nos complexos de
adesfio focal de células normais (HANKS et al, 1992; SCHALLER et al, 1992).
Subsequentemente, foi revelado que FAK localiza-se nos sitios de adesfio focal celulares

junto com a agregacdo de integrinas (KORNBERG et al., 1992; HANKS et al., 2003).

A FAK é um membro da familia de proteinas tirosina quinase (PTKs) que inclui
Pyk2, FakB, RAFTK e CadTK (ZACHARY, 1997; OWEN et al., 1999). A FAK ¢ uma
PTK citosOlica, ndo receptora, incomum, como ilustra a figura 5. Ela ndo contém
dominios SH2 ¢ SH3 envolvidos em interago proteina-proteina, mas possui varios sitios
para ligagdio de SH2/SH3 de proteinas sinalizadoras, podendo se envolver em multiplas
vias de sinalizagfio dependendo do seu contexto de ativagio (PARSONS, 2003). Sua
importancia bioldgica tem sido demonstrada em grande niimero de estudos que indicam
sua funcdo em processos celulares como motilidade, proliferacdo, invasibilidade e

sobrevivéncia ceiular.

A FAK localiza-se no complexo de adesdio focal via seu dominio FAT (focal
adhesion targeting) C-terminal. Esta localiza¢fio é crucial para sua fungdo de sinalizagfo,
uma vez que mutantes C-terminal da FAK nfio se localizam na ades&o focal, ndo se

autofosforilam e sdo incapazes de fosforilar seus substratos.
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Figura 5. Representagio estrutural da molécula da FAK, mostrando seus dominios e sitios de interacio
(PARSONS, 2003).

A ativacio da FAK em resposta a estimulagdo da integrina promove a formagio
de sitios de acoplamento em fosfotirosinas para vérias moleculas de sinalizagfio celular e
pode ser importante para a inducfio e mudancas conformacionais de proteinas ligantes nas
regides N- e C- terminal nfio cataliticas. A FAK ¢ ativada via autofosforilagio na tirosina
397 (Y397) que ¢ iniciado pelo engajamento da integrina a ela. A fosforilaggo da Y397
cria um sitio ligante de alta afinidade para o dominio SH2 de quinases da familia Src,
provoca o recrutamento e ativaglio da Src ¢ a formagfio do complexo FAK/Src
(SCHALLER et al,, 1994; XING et al, 1994). A ativacdo da FAK dependente da
fostorilagdio da Y397 e o recrutamento da Src tém sido implicado na eficiéncia da
fosforilacio das tirosinas de sitios adicionais encontrados na molécula da FAK, assim
como a liga¢do de proteinas como Cas e paxilina (OWEN et al., 1999; SCHALLER et al.,
1999). A fosforilagdo da Y397 também parece ser importante para o recrutamento de
outras proteinas que contém o dominio SH2, incluindo a subunidade da fosfoinositidina
3-quinase” (PI3-kinase), fosfolipase C (PLC)-y e a proteina adaptadora Grb7 (AKAGI et

al., 2002; CHEN et al., 1996; HAN e GUAN, 1999; CHEN e GUAN, 1994). A formaco
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do complexo FAK/Src permite a fosforilagiio de outras tirosinas Y576, Y577, Y925 e
Y861 ao longo da molécula da FAK. As Y576 e Y577 estio relacionadas com o aumento
da atividade de quinase da FAK (WOZNIAK et al, 2004). A Y925 cria um sito de
ligacio para o complexo Grb2-SOS, o que liga a FAK a ativacio de RAS ¢ MAPKs
(CHEN et al., 1994; SCHLAEPFER et al., 1994; SCHLAEPFER e HUNTER, 1996). A
Y861 ¢ muito pouco estudada, mas estudos recentes indicam que pode aumentar o nivel
de fosforilagio da Y397 via transativag¢io (LEU e MA, 2002).

No seu dominio C-terminal, a FAK contém 4 sitios para fosforiliragiio de serina
{Ser722, Ser843, Ser846 ¢ Ser910). A funcio da fosforilagfo das serinas em regulacfio da
FAK € pouco entendida; embora a proximidade destas serinas com os sitios de interagfo
proteina-proteina sugira uma funcfio de modulagio e estabilizacio da ligagdo de proteinas
de sinalizacdo “downstream™ (MA et al., 2001).

A FAK também tem um dominio N-terminal FERM e dois motivos ricos em
prolina, os quais permitem a interagio com muiltiplos parceiros de sinaliza¢do. O domino
citoplasmaticapl da integrina ( COOPER et al., 2003). Também existem estudos de
interagdio do dominio FERM com receptores de fatores de crescimento EGF e PDGF
ativados, que junto com a fosforilagdo da Y397, parece ser um fator importante para a
motilidade celular (SIEG et al., 2000; SCHLAEPFER et al., 2004). Através dos motivos
ricos em prolina (SI ¢ SII figura 5) a FAK se liga ao dominio SH3 da Cas e e ao dominio
LD2 da paxilina (SCHLAEPFER et al., 2004). Ambas, Cas e paxilina, sio altamente
fosforiladas sob estimulagio da integrina e isto, em parte, foi atribuido & FAK

(SCHLAEPFER et al., 2004). Embora aparentemente a FAK seja importante para a
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fosforilagdo dos componentes da adesfo focal, modificagdes constitucionais eliminando
sua funcdo quinase mantém a maijoria das fungdes da FAK, sugerindo que a principal

fun¢fio da FAK ¢ a de uma proteina agrupadora de outras proteinas (Figura 6).

., "‘ ., o
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Figura 6. Representacio da maioria das possiveis interagdes da FAK no complexo de adesdo focal
(PARSONS, 2003).

O processamento alternativo do gene que codifica FAK pode levar 4 expressio
independente da regifio carboxi-terminal de FAK, uma proteina chamada FRNK (“FAK
related non-tyrosine kinase™) de 41-43 kDa que, provavelmente, age como um inibidor in
vivo da fungfio de FAK, competindo pelos sitios de ligacdo de adesdes focais e, assim,
impedindo a localizagiio de FAK nestas estruturas, além de reduzir a fosforilacio em

tirosina de FAK (RODRIGUES-FERNANDEZ, 1999).
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A regulagfio da atividade da FAK ¢ também modulada por proteinas inibitérias
ligantes a0 dominio quinase da FAK e por acfio de proteinas tirosina-fosfatase em ambos

positivo e negativo enfoques (SCHLAEPFER et al., 2004).

Apesar de se conhecer os sitios de fosforilacio, os alvos e os eventos de
sinalizacdo associados 4 FAK, o preciso mecanismo de ativagio dessa proteina
permanece clusivo. Isto € devido ao fato da FAK poder ser ativada por miltiplos fatores e
de diferentes maneiras. A interagio da FAK com miltiplas proteinas de ligagfio
(exemplificada esquematicamente na figura 7) aguca a curiosidade permitindo levantar
uma série de questdes interessantes, por exemplo: quando e como diferentes efetores
ligam-se 4 FAK? Qual o papel das proteinas ligantes contendo dominios SH2 e SH3 na

cascata de sinalizacdo que se inicia a partir da ativacio da FAK?

Em resposta a primeira questfio, parece que a ativagho temporal e espacial da
FAK em diferentes contextos no metabolismo celular, pode favorecer a mudanca de
perfil de ativagio da FAK, permitindo-a sinalizar para diferentes caminhos de transdugio.

Tal ativagdo seletiva poderia resultar em diferentes respostas fisiolégicas.
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Figura 7. Diagrama esquemdtico dos caminhos de sinalizagiio controlados pela FAK (GABARRA-
NIECKO et al., 2003).

Existem alguns indicios de que a atividade da FAK esteja estreitamente
relacionada com o programa de diferenciacfio celular, particularmente no programa de
diferenciagdo miogénica, um assunto que trataremos no presente trabalho. Experimentos
em camundongos tém revelado um papel critico da FAK na mediagfio do comportamento
celular dependente da MEC. O fenétipo de camundongos deficientes em FAK ¢é de
letalidade embriondria, caracterizada pela migragio embridnica retardada, organogénese

prejudicada e defeitos vasculares (BOUDREAU e JONES, 1999).

Nesse sentido, Ilic et al. (2003) mostraram que a diferenciacfio tecido-especifica
de células endoteliais FAK™" era comparsvel 2 contraparte selvagem, sugerindo que FAK
ndo era essencial para a diferenciacdio das células endoteliais. A deficiéncia de FAK
(FAK-/-) prejudicava a habilidade das células endoteliais de migrarem e organizarem-se

de uma maneira que conduzisse ao desenvolvimento da vasculatura primitiva.

Estudos recentes tém mostrado que a adesdo celular mediada por integrinas pode

regular varios componentes envolvidos no controle do ciclo celular embora as vias de
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sinalizacfio intracelulares sejam ainda desconhecidas. Zhao et al. (1998) mostraram que a
ciclina D1 e p21 sdo os dois alvos principais na via de sinalizagio de FAK na regulagsio
do ciclo celular pelas integrinas. A superexpressio induzida de FAK em células NTH3T3
elevou a expressdo da ciclina D1 e diminui a de p21 e, assim, acelerou a transi¢gio das

fases G1-S do ciclo celular.

A fungfio das integrinas na diferenciagéo e regulagfio da expressio génica tem se
tornando aparente (veja fiem 3.5). Menko e Boettiger (1987) mostraram que o tratamento
de mioblastos com o anticorpo CSAT, o qual se liga a porcio externa da molécula
integrina, inibindo sua ligagio a fibronectina e laminina, bloquearam a diferenciago
miogénica. As células tratadas com esse anticorpo eram capazes de proliferar e ndo

produziam quantidade detectdvel de miosina milsculo-especifica.

Trabalhos recentes permitem inferir a importincia da FAK po programa de
devido a expressdio da molécula oncogénica constitutivamente ativa v-Src. A expresso
de v-Src interferiu no processo regulatorio de ativadores transcricionais muisculo-
especificos em células C2C12, mas os mecanismos envolvidos nessa interferéncia nio
foram estudados. A literarura mostra que a expressdo de v-Src resulta em ativagdo de
diferentes proteinas sinalizadoras, via fosforilagdio de sitios de tirosina, inclusive na
transativacdo da FAK e sua cascata de sinalizagfio, independente de estimulagfio de
integrinas (ROY et al,, 2002). Por outro lado, a expressio de FRNK, o dominante
negativo da FAK, bloqueou efeitos de invasibilidade e metastase experimental nas células

v-Src transformadas (HAUK et al., 2002), indicando que a FAK ¢ uma forte candidata a
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substrato da ac¢fio quinase da Srec, a qual pode modificar o comportamento celular via

transativacdo da FAK (ROY et al., 2002; HAUK et al., 2002).

Sastry et al. (1999), demonstraram que a expressdo ectdpica da forma ativada da
FAK - CD2-FAK (construgdo hibrida de FAK e dominio transmembrana da CD2)
promove a proliferacio e inibe a diferenciacfio celular. Recentemente, KUMAR et al.,
(2004), mostraram que o stress mecénico de células C2C12 leva 2 ativagiio da FAK, Rac-
1 GTPase e o fator de transcrigio NF-kB, resultando em proliferagfio celular e em

inibigdo do programa de miogénese destas células (figura 8).
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Figura 8: Possivel mecanismo de inibicio da miogénese por sfress mecinico (KUMAR et al., 2004).

Trabalho realizado em nosso laboratério por Clemente et al. (2005) mostrou que a
expressdo transiente de FAK mutada na Y397, tendo a caracteristica de um dominante
negativo da FAK (TORSONI et al., 2003), levou a redugfio da quantidade de marcadores

de diferenciagdio muscular como miogenina e creatina quinase muscular (MCK) em
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células C2C12 submetidas a privacgdo de fatores de crescimento. Mostrou-se também um
comportamento bifésico da ativacdo da FAK, isto é, a desfosforilaciio da Y397 da FAK
na primeira hora ap6s a indugfio da diferenciacdo dos mioblastos C2C12 e a ativagio
crescente desta proteina, caracterizada pela fosforilagiio da Y397, ao longo dos préximos
5 dias de diferenciagdo. Esse comportamento bifasico da FAK parece ser um fator critico
para a entrada da célula no programa de diferenciagfio. Esses resultados corroboram os
trabalhos de Goel e Dey (2002) mostrando um aumento da fosforilacio da FAK no
decorrer do periodo de miogénese. Além disso, Clemente e colaboradores (2005)
verificaram que a superexpressio transiente de FAK selvagem impediu a supressio da
expressdo da ciclina D1 quando as células foram submetidas a indugo em meio de

diferenciacdo, favorecendo a proliferagio celular.

Estas evidéncias indicam que a redugfio transitéria da atividade FAK tem papel
permissivo na ativagiio do programa de miogénese em mioblastos C2C12. Portanto,
torna-se importante avaliar os mecanismos responsaveis pelo controle da fosforilacsio e
ativacdo da FAK durante o processo de transicio da fase de proliferacio para a fase de
diferenciacdio, bem como durante a fase de diferenciacfio e sua influéncia no fenétipo
resultante. Como ocorre redugfo transitoria do nivel de fosforilagio da FAK na Y-397, é

possivel que esta reducfo na fosforilacio seja mediada pela acfio de tirosino-fosfatases.

Existem evidéncias na literatura que o nivel de fosforilagfio em tirosina da FAK é
controlado pela tirosino-fosfatase SHP-2 (YU et al, 1998; MANES et al, 1999;
VADLAMUDI et al., 2002). Portanto, nossa hipétese presume que a reducdo transitéria
na fosforilagiio da FAK em células C2C12 em meio de diferenciagio seja decorrente da

acio da SHP2.
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3.7. SHP-2 e sua importincia no programa de miogénese

SHP-2 ¢ uma proteina tirosino-fosfatase (PTP) citoplasmatica, que contém dois
dominios SH2 em sequéncia na por¢do N-terminal de sua molécula e um dominio PTP na
porcéo C-terminal. A SHP-2 pode tornar-se fosforilada em dois residuos de tirosina Y542
e Y580, localizados na sua porgdo C-terminal, em resposta a ativagfo de receptores de
fatores de crecimento (KONTARIDIS et al., 2002; BENNETT et al., 1996; FENG et al.,
1993). Resultados da andlise da estrutura da SHP-2 revelaram o mecanismo molecular ao
qual o engajamento do dominio N-SH2 com um peptideo tirosina-fosforilado promove a
atividade da PTP (HOF, 1998). Além disso, a ligacio de peptideos tirosina-fosforilados
ao dominio N-SH2 da SHP-2 foi relatado como nescessario para a ativacio do dominio

PTP (LECHLEIDER et al., 1993).

A atividade catalitica da SHP-2 ¢ requerida em duas situagdes antagdnicas no
processo de sinalizacdo celular. Ela pode ser requerida em uma resposta positiva, pela
desfosforilagio de proteinas que contém residuos de tirosina-fosforilados que mantém sua
molécula inativa. Ou em uma resposta negativa, onde a sua agiio fosfatase inativa
moléculas que sdo normalmente ativas quando os residuos de tirosina estdo fosforilados

(NEEL et al., 2003),

Estudos bioquimicos em células de mamiferos sugeriram que a SHP-2 pode
participar na transmissdo de sinais iniciados pelos receptores de fatores de crescimento
(KONTARIDIS et al., 2002; BENNETT et al., 1996; FENG et al., 1993). A PTP interage
fisicamente via seu dominio SH2 com um nimero de PTKs ligantes e ativadas por

receptores, assim como, proteinas citoplasméticas de sinaliza¢fio e presumivelmente com



fungbes de promover sinais mitogénicos (XIAQ et al., 1994; NOGUCHI et al., 1994;
MILARSKY et al., 1994; YU et al, 1998). Para definir a biologica funciio da SHP-2,
uma mutacdo deletéria foi introduzida no locus do gene da SHP-2 em células fronco
embriondrias, que resultou na delegdo do exon 3, que codificam os residuos 46-110
correspondente ao dominio N-SH2 da molécula protéica da SHP-2 (SAXTON et al.,
1997). Camundongos mutantes homozigotos, com padrio SHP-2(-/-) morreram ao redor
dos dias 8.5-10.5 de gestagio, com multiplos defeitos na mesoderme. Notavelmente, as
anormalidades no padrdo de organizacio do mesoderma em embrides SHP-2 (-/-) sio
similares ao fendtipo de embriGes com deficiéncia em fibronectina e FAK (FURUTA et
al., 1995; GEORGE et al,, 1993), sugerindo que SHP-2 e FAK pertencem a uma via
comum de sinalizacfio de controle da motilidade celular. Assim como a FAK, a SHP-2
exerce papel critico em vias de sinaliza¢3o da integrina e em processo celulares como
motilidade celular e organizagio de citoesqueleto, incluindo a regulagiio do complexo de

adesfo focal (YU et al., 1998; WICHERT et al., 2003; TSUDA et al., 1998).

Existem evidéncias de que a SHP-2 e a FAK agem concomitantemente na
regulacio de vias de sinalizagio celular. Estudos indicam que o “turnover” da FAK, a
capacidade de agrupar ¢ desagrupar estruturas dos contatos de adesdo, importante
fenbmeno para o mecanismo de migracio celular, é regulado via agio da SHP-2
(MANES et al, 1999). Adicionalmente, mostrou-se que a aciio da SHP-2 na
desfosforilagiio da Y925 e Y577 da FAK foi importante para a regulacio do complexo de
adesdo de células de cincer de mama humano (VADLAMUDI et al., 2002). Além disso,

fibroblastos SHP-2 (-/-) apresentavam a FAK hiperfosforilada, resultando em
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modificagdes da motilidade celular. Estes resultados sugerem que a fosfatase SHP-2 pode

funcionar como um fator regulador da atividade da FAK (YU et al., 1998).

Estudos recentes indicam a participagdo da SHP-2 na regulagdo da miogénese.
Primeiramente, foi evidenciado que durante a miogénese a SHP-2 apresentava-se
superexpressada e formando complexo com o “SHP-2 substrate-1"(SHPS-1), indicando a
importincia da SHP-2 no programa de miogénese (KONTARIDIS et al., 2001). Também
foi verificada a regulagdo positiva da miogénese pela agio da SHP-2 acoplada a via de
sinalizacio da Rho GTPase, por acio da desfosforilagdo da molécula inibidora de Rho
GTPase, p-190-B Rho GAP (KONTARIDS et al., 2004). A figura 9 esquematiza o
mecanismo proposto pelo autor da regulagiio positiva da SHP-2 via ativagdio da Rho

(GTPase.

Figura 9: Modelo de regulacio da miogénese pela SHP-2 via desfosforilacgio da
molécula inibidora pl90-B Rho GAP e conseuqente ativacio da Rho GTPase
(KONTARIDS et al., 2004).

Contraditoriamente, existem evidéncias de que a expressio de uma proteina

modificada de SHP-2, constitutivamente ativa e destituida de fatores de regulacio, é
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suficiente para prevenir a miogénese, indicando uma via negativa de regulaciio da
miogénese via SHP-2 (KONTARIDIS et al., 2002).

Embora todo o programa de miogénese ainda ndo esteja completamente
entendido, existem evidéncias que sugerem que a privagio de mitdgenos estd ligada a
ativagio de genes musculares via receptores de fatores de crescimento mediado por uma
cascata de simalizagio de protefnas quinase. O alvo final desta cascata sio os MRFs,
proteinas bHLH ¢ proteinas E de interagdo, que formam complexos que interagem com
sitios regulatorios especificos nos genes estruturais de misculo esquelético.

No presente estudo, avaliamos a regulagio da sinalizagSo da proteina quinase
FAK através da interagdo com a PTP SHP-2 no periodo inicial do programa de
miogénese. Foi proposto a interagio FAK/SHP-2 como um fator crucial para a regulacio

da FAK no periodo inicial da miogénese.
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4. Objetivos

4.1. Objetivos gerais
> Analisar a importéncia da agio PTPase no programa de miogénese
» Verificar a importéncia da PTP SHP-2 no processo de desfosforilagio da

Y397 da FAK, no periodo inicial da miogénese

4.2. Objetivos especificos
» Verificar a interagfio da SHP-2 e a FAK no periodo inicial da miogénese
» Verificar a atividade de fosfatase da SHP-2 neste mesmo periodo
» Interferir na agio de proteina tirosina-fosfatase na inibi¢io da fosforilagio
Y397 da FAK com os modelos:
- utilizagdo do inibidor de PTPase ortovanadato

- produgdo da linhagem C2C12 FAK/Src

> Submeter os modelos acima citados a induggio do programa de miogénese .
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5. Metodologia

5.1.Cultura de células

Foi utilizada a linhagem celular C2C12 (ATCC#CRL-1772) derivada da linhagem
C2 proveniente de células do somito embriondrio de camundongo C3H que sdo
precursoras de misculo esquelético.

As células C2C12 foram cultivadas em 20 ml de meio de cultivo composto por
DMEM (Nutricell) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de penicilina-
estreptomicina (Nutricell), em garrafas de cultura mantidas em estufa a 5% de CO, a
37°C.

Para ndo perder a populagiio mioblastica pela confluéneia, ao atingirem 70% de
confluéncia as células passaram por um processo de repique. Elas foram removidas da
garrafa utilizando-se solugfo de tripsina 0,25% (Sigma) e centrifugadas por 10 minutos a
1.400 rpm. O pellet formado foi homogeneizado em meio de cultura de cultivo, as células
foram contadas com o auxilio do corante de exclusio azul de tripan, que seleciona as
células vidveis (incolores) das células invidveis (azuis), na cdmara de Newbauer em
microscopio invertido e plaqueadas na densidade de 10* céls/mL na mesma ou numa
nova garrafa esterilizada por calor imido contendo 20 ml de meio de cultivo. O meio de
cultivo foi trocado a cada dois dias para manter seu valor nutritivo até confluéncia de

70% das células e novo repique.



5.2.Ensaio de diferenciacie celular

Para o ensaio de diferenciagiio das células C2C12, como & amplamente descrito
em literatura, foi utilizado o protocolo de restrigio de nutrientes do meio de cultivo
induzindo as células & miogénese. Estas células cultivadas em meio pobre de agentes
mitogénicos e outros fatores de crescimento t&m a caracteristica de se diferenciar em
miotubos. No presente estudo, as células C2C12 foram plaqueadas em placas de vidro de
90mm de didmetro com 5x10° céls. Apés 24 horas de plaqueamento, com as células
apresentando 70% de confluéncia, o meio de cultura foi trocado pelo meio de
diferencia¢io (MD) constituido de DMEM (Nutricell) com 2% de soro eqiiino (Gibco) e
1% de penicilina-steptomicina (Nutricell). As células foram mantidas em MD por
periodos variandos dentre 1 hora e 5 dias, sendo trocado a cada 2 dias nos periodos
correspondentes a 5 dias, quando ja atingiram certo grau de diferenciagio com expressdo

de genes tardios que sdo utilizados como marcadores de diferenciagio.

5.3.Extrato de proteinas totais

As placas contendo as células para o estudo foram lavadas com PBS 0,1M e
removidas das placas de cultivo com 30 pL tampfo de extragdio (100mM Tris-HC] pH
7.4; 100mM pirofosfato de sodio; 100mM fluoreto de sédio; 10mM EDTA; 10mM
ortovanadato de sodio; 2mM PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) e lisadas
pela passagem em agulha ultra fina (as amostras correspondiam a um pool de 3 placas de

cultivo de 90mm de didmetro). Apds 30 minutos de incubac@io em gelo os homogenatos
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foram centrifugados a 11000 rpm, 4°C, por 20 minutos para remover o material insolivel.
O sobrenadante foi utilizado para os ensaios. Para determinagfio e normalizacdo da

concentracdo de proteinas totais das amostras foi utilizado o método de Lowry.

» Método de Lowry para quantificacio de proteinas totais:

O método de Lowry foi escolhido para a quantificagio das proteinas devido a sua
alta sensibilidade e precisfio com amostras de baixa concentragéio protéica.

Para realizacio do método foram recém preparadas trés solugdes iniciais: solugiio
A (2% Na;COs; 0,1N NaOH), solugfo B, (1% CuSOy) e solugiio B, (2% NaK tartarato).
A partir destas solugSes iniciais foi produzida a solugfio C para uso (para cada 1 mL de
solucdo A, adicionar 100uL de solugiio B; e 100pL de solugdo B,). 10uL de amostra
foram adicionados em tubos de ensaio contendo 1ml de solugdo C, os tubos entdio foram
incubados por 10 minutos a temperatura ambiente, protegidos da luz (cada amostra foi
realizada em triplicata). Apds este periodo de incubacfio, adicionou-se em cada tubo
50ul. de Folin Cicauteau ¢ as amostras foram entfio novamente incubadas por mais 30
minutos a 50°C, também protegidas da luz. Apos esta Gltima incubacfo, foi feita a leitura
com o auxilio de cubetas, em espectrofotdémetro a 660nm.

Para o célculo de concentragdio de proteinas, foi realizada uma curva padriio de
albumina bovina (Sigma) variando concentragdes de 5,5 pg/ul a 0,5 ug/uL e os valores
de absorbancia obtidos das amostras foram comparados através de calculos e proporgdo
para adquirir a concentragfo de proteinas das amostras.

Apbs quantificagdo e normalizagdo da concenragio das proteinas, o volume das

amostra foi corrigido para 400pL com tamp&io de extrragiio e acrescida de 100uL de
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tampdo de Laemmli (0,0625M Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 5% B-Mercaptoetanol; 10%
glicerol e 0,01% bromofenol) e 0,015g de DTT, foram aquecidos a 100°C por 5 minutos

e armazenados em biofreezer para posterior analise das proteinas por western blotting.

5.4.Coimunoprecipitacio

O procedimento inicial da extragdo de proteinas para o ensaio de
coimunoprecipitacio foi realizado da mesma forma como descrito anteriormente no ftem
de extracio de proteinas totais. Apos a quantificagdo das proteinas pelo método de Lowry
foi aliquotado em tubos diferentes e devidamente identificados o volume correspondente
de cada amostra que representava a mesma quantidade de proteinas totais entre elas,
tendo como base o valor da amostra de menor concentragio, da qual foi utilizado o
volume total. Entdo, adicionou-se 10ul do anticorpo primdrio contra a proteina de
interesse as aliquotas e incubou-se a mistura durante toda a noite a 4°C. Apds este
periodo, 30uL de proteina A ou G plus (Oncogene) foram adicionados de acordo com a
natureza do anticorpo primario e as amostras foram incubadas por mais 2 horas 2 4°C. As
amostras foram centrifugadas a 11000 rpm, 4°C, por 20 minutos para sedimentar a
agarose. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado 3 vezes com 1mlL de tampéo
de lavagem (100mM Tris-HCl pH7.5; 1mM EDTA; 0,5% Triton-X 100; 2mM

ortovanadato de sddio) e centrifugado a 11000 rpm, 4°C, por 5 minutos.

Apos a Gltima lavagem, adicionou-se 30uL de tampdo de corrida (100pL

Laemmli; 0,015g DTT; 50uL 4gua) a cada amostra e estas foram fervidas por 5 minutos a

&7



100°C. Colocou-se 25pl. destas amostras em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para

separacdo das proteinas em eletroforese como descrito no item “western blotting”.

Para este ensaio foram utilizados os anticorpos primarios anti-FAK (# sc-558-
Santa Cruz), anti-SHP-2 (# sc-7384- Santa Cruz), anti-c-MYC (# sc-40- Santa Cruz)

todos provenientes da empresa Santa Cruz Biotechnology.

5.5.Western blotting

As amostras de proteinas normalizadas foram submetidas a eletroforese SDS-
PAGE em gel de acrilamida 10%, utilizando-se o aparelho de eletroforese BIO-RAD
pequeno (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca); em tampio de corrida
(4X: 200mM Tris-HCI; 7,18mM EDTA; 0,4% SDS; 1,52M glicina).

A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi
realizada por 90 minutos a 120V, em aparelho miniaturizado de transferéncia da BIO-
RAD, utilizando tampZo de transferéncia (25mM Tris-HCI; 20% metanol; 0,02% SDS;
192mM glicina).

A membrana foi incubada por 45minutos a temperatura ambiente em tampdo de
bloqueio (5% leite em p6 desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) para
minimizar ligacdo inespecifica dos anticorpos e depois lavadas por 15 minutos em
solugéo basal (10mM Tris-HCl; 150mM NaCl; 0,05% Tween 20).

Para a imunomarcac¢dio, as membranas foram incubadas com os anticorpos
primérios policlonais anti-FAK (diluigdo 1:1000, Santa Cruz Biotechnology), anti-pFAK

397 (diluigdo 1:2000, BioSource), anti-SHP-2 (# sc-7384- Santa Cruz) em tampdo de
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anticorpo (3% leite em pd desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20)
durante toda a noite, a 4°C.

Apoés serem lavadas por 15 minmutos em solugfo basal, as membranas foram
incubadas com 5uCi de ['*°I] Proteina A (30uCi/Ug; Pharmacia) em 10 ml de tampdo de
iodo (1% leite em pd desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) por 6
horas, em temperatura ambiente, para a imunodetcgio. Apés este periodo, as membranas
foram novamente lavadas por 15 minutos em solucdo basal e postas para secar a
temperatura ambiente.

A proteina A ['PI] lignda aos anticorpos especificos foi detectada por
autoradiografia em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). As imagens

obtidas das membranas foram entfio quantificadas no programa Scion Image Beta 4.0.2.

5.6.RT-PCR (“Reverse transcription- Polimerase Chain Reaction”)

Esta técnica consiste em uma extragio do RNA total das células, uma reagfio de
transcricdo reversa transformando o RNA, molécula muito instavel de facil degradacio,
em uma molécula de DNA complementar (¢cDNA), molécula menos instavel, e uma
reacdo de amplificagio em cadeia da sequéncia génica de interesse com o auxilio de uma

DNA polimerase resistente a altas temperaturas.

» Extracio de RNA
Para a extragdo de RNA total das células C2C12 em cultura utilizou-se TRIZOL®

(Invitrogen), uma solucdo monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina. Esta solugéo
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tem uma grande eficiéncia no isolamento do RNA das células em estudo, mantendo o
RNA isolado e livre das aces de RN Ases.

As células C2C12 (=10 células) foram lisadas nas placas de cultivo utilizando-se
ImL do reagente Trizol e homogeinizando seu material por seguidas pipetagens. Para a
extracfo seguiu-se as orientagdes da bula do reagente. Apos incubacdo por 5 minutos a
temperatura ambiente, foram adicionados 200pL de cloroformic (PA) as amostras e
agitou-se vigorosamente. Estas foram entfio centrifugadas a 12.000g, 4°C, por 15
minutos. Apds a centrifugacio, houve a separagfio das fases: a mais densa (fase orgénica)
de coloragdo rosea, contendo DNA genémico; uma intermedidria, contendo proteinas; e
uma superior aquosa, contendo 0 RNA. Apenas a fase aquosa foi coletada, o restante das
amostras foi descartado em frascos adequados para o descarte de solventes orgénicos.

A fase aquosa foram adicionados 500uL de isopropanol para a precipitagio do
RNA total e incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 12.000g, 4°C, por 10 minutos. Apds a centrifugacio, formou-se um pellet
de RNA e a solugfo sobrenadante com isopropanol foi descartada. O pellet de RNA entdo
foi lavado com iml de etanol 75% e centrifugou-se novamente a 12.000g, 4°C, por 5
minutos. O etanol foi descartado ¢ o pellet seco naturalmente a temperatura ambiente. As
amostras de RNA foram armazenadas em biofreezer a -80°C para posterior utilizagdio ou

foram diretamente submetidas a quantificacdo e as reagGes de RT-PCR.
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» Avaliacio da integridade do RNA

O RNA foi eluido em 20uL de dgua RNase-free, tratada com DEPC, por 10
minutos a 56°C e quantificado em espectrofotdmetro com luz ultravioleta incidente em
comprimetos de onda 260nm, 280nm e 320nm.

A medida em 260nm corresponde a concentracio de acidos nucléicos contidos na
amostra. O caleulo foi realizado de acordo com a seguite formula: fator 40 (para RNA)x
fator de diluigdo x absorbancia medida. O resultado corresponde & concentragio de RNA
em pg/ml. A medida em 280nm corresponde a presenga de proteinas na amostra. Para
verificarmos o grau de pureza do RNA foi realizado o calculo da razio entre as
absorbéncias de 260nm/280nm. Esta razfio deveria estar entre 1.8 ¢ 2.0 o que caracteriza
alto grau de pureza da amostra. Caso a amostra estivesse com alto nivel de proteinas
contaminantes o valor da absorbancia em 280nm ficaria mais alto e consequentemente a
razio teria valores mais baixos, o que indicaria a necessidade de uma nova purificaciio. A
medida em 320nm correponde 4 presenga de solventes organicos como alcool e fenol que
podem interferir em reaces enzimaticas posteriores as quais serfio submetidas as
amostras de RNA. A medida esperada para este comprimento de onda seria zero para
uma amostra livre de contaminag¢@o por solventes organicos.

Apbs a quantificagdo das amostras foi realizado um teste de integridade do RNA.
Para isso 0,25ug do RNA total foi submetido a eletroforese em gel desnaturante de 1%
de agarose (0,5g de agarose; 36mL de 4gua DEPC; 5mL de MOPS 10X, 9mL de
formaldeido). Cada uma das amostras teve seu volume completado até Sul. com dgua

DEPC. Foi adicionado 19,5ul. de MFF (MOPS 10X, 12.3M formaldeido e formamida).

As amostras foram incubadas a 55°C por 15 minutos. Foram adicionados Sul de FLB
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{(formaldeido loading buffer com brometo de etideo) e as amostras foram aplicadas no gel
e submetidas a eletroforese com voltagem de 5V/cm, durante 3 horas. Apés a corrida, o
gel foi exposto a luz UV ¢ fotografado. Foi entfio constatada a integridade do RNA pela
presenca de duas bandas fluorescentes correspondentes as sequéncias de RNA ribossomal

determinados 28S (4,7Kb) e 18S (1,9Kb).

» Reacio de transcriciio reversa
Nesta etapa foi produzida uma fita complementar de DNA (cDNA) a partir do
molde do RNA mensageiro (mRNA). O protocolo utilizado envolveu a selecdio do
mRNA poliA através do anelamento de oligonucleotideo polidT e a transcrigio do RNA
em DNA a partir do uso da enzima de transcrigio reversa SuperScriptll (Invitrogen).
O protocolo de reagfio consistiu das seguintes etapas:
-Inicialmente foram adicionados em um eppendorf:
¢ 1ul de oligo dT 500pg/mL (Gibco)
* ]-5ug de RNA total
o H,O DEPC para volume total de 12ul.
-As amostras foram entéo incubadas em banho seco por 10 minutos a 70°C e apds
este periodo foram colocadas imediatamente em gelo. Esta etapa tem como finalidade a
desnaturacfio completa do RNA e facilitar o anelameto dos oligos dT quando as amostras
foram resfriadas em gelo. Foram entdo adicionados os seguintes reagentes:
e 2ul de DTT 0,1M (Invitrogen)
o 4ul de First strand buffer 5x (Invitrogen)

¢ 1upL de ANTP mix 10mM (Invitrogen)
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As amostras foram incubadas por 2 minutos a 42°C. Para a sintese da fita de
cDNA, foi adicionado 1pL da transcriptase Superscript I e as amostras foram
incubadas a 42°C por 50 minutos. A atividade da enzima foi inibida ao final da reacfio
pelo aquecimento a 70°C por 15 minutos. Para eliminar os residuos de RNA, as

amostras foram tratadas com 1uL de RNAse A (2U) por 20 minutos a 37°C.
» PCR

O ¢DNA obtido na reagdo de RT-PCR foi utilizado em posteriores reacdes de

PCR para miogenina ¢ B-actina utilizando os oligonucleotideos especificos mostrados na

tabela 1.

: logenina antisense GGA ATT CGA ATA ATATGA

. Miogenina sense CCT TAA AGC AGA CAT CC

. B-actina antisense TTC TAC AAT GAG CTG AGT GTG GCT
| B-actina sense CGT TCT CCT TAA TGT CAC GCA CGA

Tabela I: Seqiiéncia dos oligonucleotideos para miogenina e B-actina utilizados nas
reacOes de PCR.
Para a reacéio de PCR foi utilizada a seguinte reagfio:
e 5SuL de PCR buffer 10X (Promega)
o 3ul MgCl; 25mM (Promega)
e IpL ANTP mix 10mM (Invitrogen)

s luL oligonucieotideo sense 10uM (Invitrogen)
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o 1ul oligonucleotideo antisense 10uM (Invitrogen)
o 2ul.cDNA
o  0.4uL de Taq polimerase (Promega).

o 36,6pL de H,O milliQ

Para o PCR da miogenina foram realizados 25 ciclos, com temperatura de
anelamento de 53°C e tempo de extensdo da fita de DNA de 1 minuto. A reac¢fio consistin
em desnaturago a 94°C por 1 minuto, anelamento com temperatura especifica, extenséo
a 72°C por um minuto € um ciclo adicional a 72°C por cinco minutos para corrigir
eventuais falhas na seqiiéncia.

O fragmento resultante de 130pb foi submetido a gel de eletroforese 2% com
brometo de etideo em tampio TAE (40mM Tris-acetato; 2mM EDTA; pH 8.5) e

visualizado em luz ultra-violeta.

Para a PCR da pB-actina foram realizados 25 ciclos, com temperatura de
anelamento de 42°C e tempo de extensdo da fita de DNA de 2 minutos. A reacfio
consistiu em desnaturacio a 94°C por 2 minutos, anelamento com temperatura especifica,
extensfio a 72°C por um minuto ¢ um ciclo adicional a 72°C por cinco minutos para
corrigir eventuais falhas na seqiiéncia.

O fragmento resultante de 400pb foi submetido a gel de eletroforese 2% com

brometo de etideo em tampio TAE (40mM Tris-acetato; 2mM EDTA; pH 8.5) e

visualizado com luz ultra-violeta.
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5.7.Microscopia confocal

Para avaliar a localizacfo e distribui¢do de proteinas de interesse nas células
C2C12 foirealizada a microscopia confocal.

As células C2C12 foram cultivadas em l4minas até 70% de confluéncia e entfo
foram realizados os tratamentos desejados. Para manter suas estruturas morfoldgicas as
células passaram pelo processo de fixagfo, elas foram lavadas rapidamente com PBS
0.1M e fixadas com solugdo de paraformaldeido 4% e sacarose 4% por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apds o periodo de fixagdo, foram lavadas 3 vezes, por 5 minutos
cada, com PBS 0,1M a temperatura ambiente.

Para evitar reagdes inespecificas e facilitar a entrada do anticorpo nas células foi
realizado bloqueio e permeabilizacfo destas células com solugdo de leite desnatado 3% e
triton 0,6% por 1 hora. Logo apés foram lavadas 3 vezes, por 5 minutos cada, com PBS
0,1M a temperatura ambiente.

Para a imunomarcagfo as células foram incubadas com anticorpos primarios na
diluicdo 1:75, em solugfio de leite desnatado 1%, durante toda a noite a 4°C. No dia
seguinte, as membranas foram lavadas 3 vezes, por 5 minutos cada, com PBS 0,IM a
temperatura ambiente e incubadas com anticorpo secundario Alexa fluor (Molecular
Probes) conjugado com fluorocromo na dilui¢go 1:200 em solucgdo de leite desnatado 1%
por 2 horas no escuro. A partir deste momento sempre houve a preocupagio de manter as
células no escuro para que ndo se perdesse a fluorescéncia do fluorocromo do anticorpo

secundario. Apds este periodo, as membranas foram lavadas 3 vezes, por 5 minutos, com
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PBS 0,1M e montadas em ldminas de vidro utilizando-se Vectashield (Vecta). As laminas

foram observadas com microscépio confocal a laser modelo Zeiss LSM 510.

5.8. Ensaio de atividade de fosfatase

Para medir o nivel de atividade de fosfatase da SHP-2 e das fosfatases associadas
a Fak, foi realizado ensaios de coimunoprecipitagio como descrito anteriormente no ftem
4.4 com algumas modificagdes nos tampdes de extracio e lavagem, pois ndo deve haver

inibidores de fosfatase nos tampdes. Os tampdes utilizados para este ensaio foram:

- para extragdo: EDTA 5mM; Tris-HCL 20mM; PMSF 2mM; EGTA 1mM; NaCl

130mM e Aprotinina 0,1mg/ml

- para lavagem do imunoprecipitado: Hepes 100mM, pH7,6; NaCl 150mM; EDTA

2mM; BSA 0,5mg/ml e DTT 1mM.

Ap6s a obten¢dio do pellet de agarose contendo as proteinas imunoprecipitadas
lavadas, ressuspendeu-se o pellet em 40ul do tampédo de lavagem, adicionou-se um
pepitideo fosforilado (pp60 c-Src, c-terminal fosfolipideo regulatorio, Biomol Research)
na concentragdo final de 200uM (10uL da solugfio estoque 1mM) e incubou-se por 1 hora

a 30°C para que ocorresse a agio da fosfatase,

Apos o periodo de incubagio foram transferidos 40uL de cada amostra para
diferentes pogos da placa de 96 pogos (Glisa), adicionou-se mais 100ul. de reagente
Bromol Green a cada pogo e a mistura foi incubada por 30 minutos a temperatura

ambiente. Este periodo de tempo é importante para que o reagente Bromol Green reaja
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com o fosfato liberado pela agdio da fosfatase e dé uma coloracio esverdeada ou ndo da

reagdo de acordo com a concentragdo de fosfato livre presente,

As amostras foram entdo lidas e registradas pelo espectrofotdmetro de ELISA no

comprimento de onda a 595nm e expressos em absorbéncia.

5.9. Ensaio de atividade de creatina quinase

As células submetidas a periodos avancados (5 dias) de indugfio de diferenciagiio
com ou sem tratamento de inibidores foram analisadas quanto ao nivel de atividade de

creatina quinase para verificagio do processo de diferenciacio.

As amostras a serem analisadas foram obtidas a partir do cultivo das células
C2C12 com 70% de confluéncia para o controle e 5 dias de inducfio a diferenciagfio com

ou sem inibidores para as amostras.

A extragdo de proteinas foi realizada como descrito no item de extragio de
proteinas totais, mas utilizando apenas PBS 0,1IM + 2mM PMSF + Aprotinina 0,1 mg/ml
como tampdo de extragdo. As amostras extraidas foram enviadas ao laboratério de

anélises clinicas do Hospital da Unicamp para a medida dos niveis de creatina quinase.

Esta medida foi obtida a partir da utilizagio do Kit CK da Roche Diagnostics. A
medida se consiste na andlise fotométrica do produto da reagio NADPH cuja a razio é

proporcional a atividade da creatina kinase.
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* reacfo realizada pelo uso do Kit CK:

CK
Creatina fosfato + ADP Creatina + ATP
HK
Glicose + ATP Glicose-6-P + ADP
G6P-DH
Glicose-6-P + NADP* Gliconato-6-P + NADPH + H* - —

Os resultados de atividade de creatina quinase foram entdo normalizados pela

concentragiio de proteinas contidas na amostra. Esta concentrag¢do foi obtida pelo método

de Lowry como descrito no item 4.3. m

5.10. Analises estatisticas

Quando necessario os dados passaram por andlises estatisticas m

realizadas no programa Excel da Microsoft, utilizando o teste “ANOVA: Single Factor”.
5.11. Produciio e Estabilizacfio da Linhagem Celular C2C12 Fak/Sre

Para se obter a linhagem celular C2C12 Fak/Src, foi utilizada uma construgdo
doada pelo pesquisador Steve Hanks da Universidade de Varderbilt, Tenesse, EUA,

contendo um gene de uma proteina quimérica Fak/Src sob o dominio de um promotor
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viral CMV, que permite a expressdo continua do gene em células de mamiferos. Nesta
construgio também se encontrava um gene reporter de resisténcia a neomicina, que foi
importante para a seleciio das células positivamente transfectadas (figura 10). Esta
proteina quimeérica Fak/Src corresponde a estrutura da proteina Fak onde sua porgio
kinase foi trocada pela por¢o kinase da protena Src. Devido o.atividade kinase da Src
ser mais forte, era esperado que esta proteina funcionasse como uma proteina Fak

constitutivamente ativa.

Figura 10: Plasmideo pRc¢/CMV Fak/Src correspondente 4 construgio utilizada para a produgfio da

linhagem C2C12 Fak/Src.

A linhagem C2C12 Fak/Src foi originada a partii de um protocolo de
eletroporagfio para c€lulas de mamiferos, o que permitiu a introdugdo € a integracio da

construcdo da proteina Fak/Src no genoma de células C2C12.

Uma cultura ndo confluente, em crescimento exponencial, de células C2C12 foi
lavada em PBS 0,1M e as células removidas com solugdo de tripsina 0,25%. Para inativar
a tripsina foi adicionada o mesmo volume de meio DMEM contendo 10% de SFB e a
solu¢dio foi pipetada para cima e para baixo repetidas vezes para produzir uma solugiio de

células isoladas. Estas células foram entdo centrifugadas e ressuspendidas em PBS 0,1M
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estéril na densidade de 1x107 céls./ml. Para a eletroporagio, 0,8ml de células foram
transferidos para cuvetas de eletroporagfio estéreis e adiciomou-se 25ug de DNA
linearizado com enzima de restri¢io Not 1 e purificado; misturou-se bem ¢ manteve-se
em temperatura ambiente por 5 minutos. Foi entdo aplicado um pulso elétrico de 240V e
500uF a mistura de DNA e células C2C12. Apds o pulso as células foram mantidas em
gelo por 5 minutos e entfio plaqueadas em placas de vidro contendo MC por 24 horas.
Apos este periodo as células foram submetidas a sele¢cio com MC contendo antibidtico
neomicina a 800pg/ml. O meio de salio foi trocado a cada 2 dias e as células foram
mantidas em sele¢do no periodo de 1 més. Toda vez que atingiam a confluéneia de 70 %
as células foram removidas e replaqueadas. Apos este periodo a _cultura foi mantida com
200ug/ml de neomicina presente no MC. 89100 passagens por rep laqueamento €

lano) a linhagem celular foi estabelecida e usada nos experimentos deste trabalho.

5.12. Curva de Crescimento Celular

As curvas de crescimento das células C2C12 e C2C12 Fak/Src foram realizadas a
partir de uma cultura mie 70% confluente em garrafas grandes para cada uma destas
células. As culturas foram tripsinisadas e divididas em uma placa de 24 pogos (6 colunas
e 4 linhas). Cada tipo celular foi dividido em 12 pogos, as duas primeiras linhas para o

tipo C2C12 e as 2 ultimas linhas para o tipo C2C12 Fak/Src.

As c€lulas comegaram a ser contadas no dia seguinte, quando todas ja estavam
aderidas. A contagem ocorreu de 12 em 12 horas até um total de 60 horas. Cada coluna

correspondia a uma amostragem de 12horas, a primeira coluna foi considerado o tempo
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zero, a segunda 12 horas, a terceira 24 horas e assim por diante até 60 horas.
Considerando cada pogo uma amostra, cada tipo celular continha duas amostras para cada

amostragem de tempo.

As células foram tripisinisadas, cada pog¢o no horério determinado, e as amostras
foram submetidas a contagem em clmara de Newbauer utilizando o corante de exclusio
azul de tripan. Cada amostra foi contada em quatro quadrantes da ciAmara de Newbauer e
o valor total foi dividido por quatro obtendo a média do mimero de células em um
quadrante. Esta contagem foi realizada em triplicata para cada amostra e foi calculada a
média das trés contagens. Por altimo foi calculada a média do valor médio das duas

amostras correspondentes ao mesmo periodo de tempo.

Este valor final do mimero de células de cada intervalo de tempo foi utilizado para
plotar as curvas de crescimento. Foram produzidas duas curvas, uma logaritimica e uma
de crescimento tendencioso. A curva logaritimica foi produzida para verificar quais
amostras estavam em ascendéncia e seriamn utilizadas para a segunda curva. A segunda
curva foi produzida a partir das amostras escolhidas na curva logaritimica (até 48 horas)
utilizando o comando Growth do programa Excell da Microsoft. O qual permite a
constru¢@o de uma curva que mostra a tendéncia de crescimento da populagdo, que é
regida pela seguinte formula: Y=b.m", onde Y corresponde a0 mimero de células; b o
namero de cé€lulas que corta o eixo y; m constante de crescimento e X ntimero de horas.
Substituindo os valores da curva na formula conseguimos calcular quanto tempo cada
célula demora para se duplicar, que € 0 mesmo tempo que a populagdo inicial leva para se
duplicar. A confiabilidade da fungio foi verificada estatisticamente através do seu

coeficiente de determinagdo ().
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5.13. Ensaio comparativo de sobrevivéncia, proliferacio e motilidade das células

C2C12 e C2C12 Fak/Src

» Sobrevivéncia celular
O primeiro ensaio foi para verificar a sobrevivéncia celular em cultura. Para isso,
as ce€luas C2C12 e C2C12 Fak/Sr¢ foram mantidas em cultura em meio de cultivo
(DMEM 10% SFB; 1% antibidtico) até confluéncia de 70% e a partir deste instante foi
checado dia a dia a sobrevivéncia celular, contando o nimero de dias que as células se
mantinham aderidas na placa de cultura até comegarem a se soltar e morrer. O meio foi

trocado a cada 2 dias para manter suas caracteristicas nutricionais.

» Proliferaciio e sobrevivéncia celular dependente de ancoragem

O segundo ensaio foi para verificar a proliferacio e a sobrevivéncia celular
dependente de ancoragem das células C2C12 e C2C12 Fak/Src. Para este ensaio as
células foram submetidas a cultivo em meio semi-solido de 0,5% de agarose em DMEM
10% SFB e 1% antibidtico, em estufa a 37 °C com 5% CO, e 85% de umidade. As células
foram mantidas em cultivo no periodo de 30 dias, depois fixadas em formol 10% e
coradas com Hematoxilina ¢ Eosina para verificar a integridade das células. Apés a
coloracdo as placas foram observadas em microscopio invertido e fotografadas em

camera digital.
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» Motilidade celular

O terceiro ensaio foi para verificar a motilidade (migraciio) das células C2C12 e
C2C12 Fak/Src. As células foram mantidas em meio de cultivo até 70 % de confluéncia
em placas de 60mm de didmetro. Entio, passou-se um rodo de extracio celular estéril no
meio da placa retirando uma faixa central de células, dividindo as células cultivadas em
duas partes. A cultura foi verificada dia a dia até que as células dos dois lados migrassem
atém se encontrarem. O tempo que foi necessario para este encontro foi quantificado e
comparado entre os dois tipos celulares. As células também foram diariamente
fotografadas em cdmera digital acoplada a um microscopio invertido para a

documentagfio do crescimento celular.
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6. Resultados

6.1. Localizagio da FAX durante a etapa inicial da miogénese

Como foi descrito anteriormente por Clemente et al. (2005), a FAK apresenta um
papel critico no processo inicial da miogénese. Isto foi evidenciado principalmente na
primeira hora apés a indugdo da diferenciagfio de mioblastos em miotubos, quando ocorre
uma abrupta diminui¢cZo da fosforilacio da tirosina 397 (Y-397) da FAK. A fosforilacdo
no residuo Y-397 correlaciona-se com sua atividade (Calalb e Hanks, 1995} e também €
essencial para a diferenciagio dos mioblastos. Para avaliar os possiveis mecanismos
responsaveis pela reducio transitéria da fosforilagio da FAK na Y-397 avaliamos
inicialmente a distribuicdo e localizagio sub-celular da FAK nas células C2C1?2 através
de imunomarcagdo com anticorpo anti-FAK de células controle (i.e. cultivadas em meio
de proliferagdo) e células cultivadas durante 1 e 4 horas em meio de diferenciacdo (MD).
Os tempos de 1 hora e 4 horas foram escolhido por se tratar, respectivamente, do periodo

onde ocorre a redugio da fosforilagiio da Y-397 e seu retorno ao nivel inicial {controle).

84



Figura 111 Distribuicio da FAK no periodo inicial da inducfio de células C2C12 & diferenciacdo. As
celulas a partir de 24 horas em meio de cultivo (A) foram subimetidas a diferenciacio com MU  nos
periodos de 1 hora (B) e 4 horas (C). As imagens correspondem a imunomarcacio em verde da proteina
FAK utilizando anticorpo anti-FAK (c-20). As cabegas de setas indicam as possiveis localizagBes do CAF
evidenciadas pela marcagio em verde da FAK. Aumento 1200x.

Na figura 11 podemos observar que a proteina FAK nas células em proliferacdo,
como ji era esperado, além de aparecer no citoplasma, apresenta-se principalmente na
extremidade de filamentos e prolongamentos celulares, presumivelmente, em
correspondéncia com a localizagio do complexo de adesdio focal (CAF). Estas estruturas
sdc observadas na figura 11 indicada por pontos de coloragfio verde intensa que
contornam a periferia da célula. No periodo de 1 hora em MD, ocorreu redugio
expressiva da localizacio da FAK na periferia das células, apés 4 horas em meio de
diferenciagio, houve reestabelecimento da localizagdio periférica da FAK

Estes dados se correlacionam com as observagdes de Clemente e seus

colaboradores (2005) quanto & desfosforilaciio da Y397 da FAK no periodo de 1 hora e

retomada da sua fosforilagfio no periodo de 4horas.
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6.2. Influéncia do meio de diferenciacio na associacio FAK/SHP-2

A ativacdo de tirosino-fosfatases seria um dos mecanismos que potencialmente
poderiam contribuir para a reducfio transitoria da fosforilagfio da FAK na transi¢io entre
o estado de proliferagiio e o inicio da diferenciagiio em células C2C12, assim como a
concomitante reducfio da presencada FAK na regido periférica da célula, como observado
na figura 11. Evidéncias experimentais anteriores indicam que o nivel de fosforilagio da
FAK pode ser regulado pela tirosina-fosfatase SHP2 (Manes et al., 1999), Esta hip6tese
foi avaliada inicialmente através da avaliagBo de associa¢Bio entre FAK ¢ SHP2 em
ensaios de co-imunoprecipitagio com anticorpos anti-FAK e anti-SHP2. Os resultados
destes ensaios estio sumarizados na Figura 12. Observa-se que SHP2 pode ser
recuperada de imunoprecipitados com anticortpo anti-FAK tanto em células em
proliferacdo como em células em diferenciagfo. Células C2C12 cultivadas em MD por 1
hora apresentaram elevagfio significativa da quantidade de FAK associada a SHP-2. Apés
2 € 4 horas em MD, a associa¢fio FAK/SHP2 voltou aos niveis apresentados pelas células
em proliferagiio (C). Nota-se ainda, que a expressio de FAK neste periodo de

diferenciagfio nfio se alterou, mas houve diminui¢3o significativa da expressio de SHP-2.,
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Figura 12: (A) Representagdo da expressdo de FAK no cultivo de C2C12 em MD no periodo inicial de
inducdo A miogénese. (B) Representagio da expressio de SHP-2 nas mesmas condigdes de “A”. (C)
Representagio grifica da interagio da proteina tirosino-fosfatase SHP-2 com a FAK em células C2C12
induzidas 4 miogénese do ensaio de coimunoprecipitagdo do anficorpo especifico anti-FAK e blot com anti-
SHP-2 das amostras de proteinas controle (ct), 1 hora (1h), 2 horas (2h) e 4 horas (4h) de inducdio a
diferenciagio de células C2C12 em meio de diferenciagiio (MD). IP=imunoprecipitado; IB=inmnoblotting,
n=3; ( * ) P<0,05,

Como demonstrado na figura 12, o nivel de interagiio da FAK com a SHP-2
mostrou um aumento exatamente no periodo de 1 hora, que corresponde ao periodo de

desfosforilagdo da Y-397 da FAK observado por Clemente et al. (2005).
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6.3. Atividade de tirosina-fosfatase em células C2C12 durante a fase inicial da
diferenciacéo.

Com base nos resultados de co-imunoprecipitagio, decidimos avaliar a atividade
de fosfatase em imunoprecipitados de anticorpos anti-SHP2 obtidos de extratos de céhulas
C2C12 em proliferaciio e apds 1 ¢ 4 horas em MD. Como demonstrado no grafico da
figura 13 observamos um aumento significativo (p<0,01) da atividade de fosfatase em
imunoprecipitados de anticorpos anti-SHP2 em células cultivadas por 1 hora em MD., Os
valores da atividade de fosfatase associada a imunoprecipitados com anticorpo anti-SHP2

em celulas cultivadas por 4 horas em MD voltaram aos niveis observados em células em

proliferagéo.
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Figura 13: Representacio grifica da atividade de fosfatase do imunoprecipitado de SHP-2, no periodo
controle (ct), 1 hora (1h) ¢ 4 horas(4h) de indugdo a diferenciagio das células C2C12.P=imunoprecipitado;
m=2; (* ) P<0,01.
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6.4. Influéncia da atividade de fosfatase na fosforilacio da FAK.

Para avaliar a importancia da atividade de fosfatases na fosforilagio da FAK, bem
como no processo de diferenciacfio das células C2C12 em miotubos, algumas culturas
foram conduzidas na presenga do inibidor inespecifico de tirosina-fosfatase, o
ortovanadato de sodio (SpuM). A fosforilacdio da FAX foi avaliada através da razfio entre a
quantidade de FAK detectada com anticorpo anti-fosfo-FAK (Y-397) € a quantidade
detectada com o anticorpo anti-FAK. Células tratadas com ortovanadato no
apresentaram a redugfio transitoria da quantidade de FAK fosforilada observada apés 1
hora em MD (figura 14), indicando que a redug¢do transitéria na fosforilacio da FAK
depende da atividade de fosfatases. Podemos concluir com estes resultados que o uso do
ortovanadato nos permite inferir sobre a importéncia da atividade fosfatase no progresso

da diferenciagfio das células C2C12 em miotubo.
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Figura 14: Nivel de fosforilagio da Y-397 da FAK medido pela razio entre os valores densitométricos dos
imunoblotting (IB) dos anticorpos anti-p-FAK™' e anti-FAK das amostras de proteinas controle (ct), 1 hora
(1h)}, 2 horas (2h) € 4 horas (4h) de inducio a diferenciacfio de células C2C12 com ortovanadato. (p=3).

Em seguida avaliamos a relagio entre o estado de fosforilacdio na Y-397, a
atividade de tirosino-fosfatases e a localizagdo subcelular da FAK em células em MD.
Assim, células C2C12 tratadas com ortovanadato, foram avaliadas através de
imunofluoreseéncia com anticorpo anti-FAK. Na figura 15 observamos que na presenca
do inibidor de fosfatase, as células no periodo de 1 hora de cultivo em MD apresentaram
FAK nas regides de CAF (painel B), ou seja, nfio houve a reduciio da marcacio na

periferia das células vista em células nio-tratadas com ortovanadato (painel A).
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Figura 15: Células C2C12 submetidas a 1 hora em MD sem ortovanadato (A) e com 5:M de ortovanadato
(B). As imagens correspondem & imunomarcagfio em verde da proteina FAK utilizando anticorpo anti-FAX
(¢-20). Possivel CAF (cabega de seta). Aumento 1200x.

6.5. Linhagem C2C12 FAK/Src

Células C2C12 foram transformadas com construgio FAK/Src, a qual permitiria
que as células estivessem com a via de sinalizagfio da FAK constitutivamente ativa, com
a finalidade de obter uma linhagem e permitir a avaliagfo da influéncia da hiperatividade
da FAK no fenétipo deste tipo celular. Esta construcio continha um gene de selegfio de
resisténcia a neomicina, o que foi Gtil para separar as células transfectadas das células nio
transfectadas. Durante um més estas células foram mantidas com alto nivel de neomicina
(800ug/ml). @lulas selvagens eram também tratadas com meio seletive contendo
neomicina para checar o seu poder seletivo. Todas as 4 placas (1 por semana) de células
selvagem apresentaram morte de 100% das células, enquanto as células transfectadas,
que se mantinham em proliferagfio, foram repicadas e mantidas em cultivo.

Para a confirmagio da expressio da proteina recombinante nas células
transformadas utilizamos ensaios de imunoprecipitagio com anticorpo anti-c-myc que

reconhece a cauda de c-myc construida em fusfio com a proteina recombinante FAK/Src.
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Na figura 16 podemos observar o resultado da imunoprecipitagdo com o uso do anticorpo
monoclonal especifico para 0 C-myc e ¢ imunoblotting com FAK. Este resultado mostra
a presenga de expressfio da proteina FAK/Src nas células C2C12 FAK/Src e auséneia de

banda nos imunoprecipitados de células nfo transformadas.

IP: ¢-Myc

IB: FAK 128kDa

CzGiz CGeliz2
FAK!Smre

Figura 16: Imunoblotting mostrando a presenga de express3o da proteina quimérica FAK/Src nas células
da linhagem C2C12 FAK/Src. IP: imunoprecipitado; I1B: Imunoblotting.

6.6. Nivel de fosforilagiio da Y-397 da FAK nas células C2C12 FAK/Src

Para estimarmos o nivel de atividade da construgdc FAK/Src em células C2C12
transformadas avaliamos a quantidade de proteina reconhecida pelo anticorpo anti-
fosfoespecifico que reconhece a Y-397 da FAK. Foram avaliadas células em meic de

proliferagéc e MD.
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Figura 17 Nivel de fosforilagdo da Y-397 da FAK medido pela razdio entre a quantificaciio densitométrica dos
imunoblotting (IB) dos anticorpos anﬁ-p—FAng"' ¢ anti-FAK das amostras de proteinas controle (ct), 1 hora (1h),
2 horas (2h} ¢ 4 horas (4h) de inducio a diferenciagio de células C2C12 FAK/Src. (n=3). ( * ) P<0,05.

Na figura 17 est@io representados os valores do nivel de fosforilagio da Y-397
presente nas células C2C12 FAK/Src. Como mostrado no grafico, a transformacio das
células C2C12 com a construgiio FAK/Src impediu a redugfio transitéria da fosforilagéo
da FAK induzida pela mudanga do meio de cultura. Pode-se concluir destes resultados
que as células transformadas FAK/Src s&o um bom modelo para se avaliar a importéncia

na FAK na diferenciacio de mioblastos C2C12.

6.7. Diferenciagio celular com a inibicio da desfosforilacio da Y-397

Para verificar a influéncia da reducfo transitoria da fosforilagdo da FAK na Y-397

na diferenciagdo dos mioblastos avaliamos a expressdio de marcadores de diferenciacio
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em células C2C12 tratadas com ortovanadato e células C2C12 transformadas com a

constru¢cio FAK/Src.

6.7.1. Miogenina

» Western blotting e imunomarcacio
Verificamos através de western blotting e imunomarcacio a expressio da
miogenina, um reconhecido marcador bioquimico de diferenciagio de mioblastos.
Células C2C12 mantidas por 5 dias em MD apresentam expressdo de miogenina (figura
18). Nas amostras obtidas de culturas em meio de proliferagio (MC), de células tratadas
com ortovanadato ou de células C2C12 transformadas com FAK/Src nfo foi observada

expressdo de miogenina, indicando inibicio da diferenciag¢fo.

czCiz

C2C12 FAK/Sre
1 2 32 4 8

IB: Miogenina 34kDa
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Figura 18: Imunoblotting (1B} de miogenina nas amostras de C2C12 selvagem (1, 2 e 3) ¢ C2C12 FAK/Src
{4 e 3} cultivadas por 5dias em meijo de diferenciagio sem ortovanadato (5d MDD} e com o ortovanadato (5d
MD+1) e ainda amostras controles de C2C12 (1) e C2C12 FAK/SRC (4) em meio de cultivo (MC).

Na analise de imunomarcacio (figura 19), foi confirmada a presenca de
miogenina nas células C2C12 cultivadas em MD por 5 dias e sua auséncia quando as
células C2C12 foram cultivadas por 5 dias em MD com ortovanadato, mostrando mais

uma vez a inibicdo da progressfio da miogénese pela utilizagdio de ortovanadato no MD.
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A)

B)

Figura 19. Tmunomarcacio da miogenina utilizando anticorpo especifico anti-miogenina e
anticorpo secunddrio fluorescente anti-IgG Allexa (vermelho). O posicionamento celular é
observado pela imagem em contraste de fase. As imagens foram realizadas em microscopio
confocal, aumento 600x, (A) C2C12 cultivadas 5 dias em MD; (B) C2C12 cultivadas 5 dias em
MD + 5 uM ortovanadato.

» RT-PCR

Além da imounomarcaclic da miogenina, resolvemos utilizar a técnica de
transcrigdo reversa acoplada & PCR para checar a presenga de RNA mensageiro (mRNA)
para miogenina, reforgndo os dados da imunomarcagiio. Através da reacfio de transcrigiio
reversa (RT), produzimos o DNA complementar (¢cDNA) derivados de amostras de RNA
total de células mantidas por 5 dias de cultivo em meio de diferenciagio. Apés a
transcrigdo reversa, submetemos o cDNA a reacfio de polimerase em cadeia (PCR) para
verificar a presenga de transcritos da miogenina. A figura 20 mostra, como esperado, que

células C2C12 cultivadas em MD por 5 dias apresentaram expressic de transcritos de

=0

L
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miogenina, enquanto nas amostras obtidas de células tratadas com ortovanadato ou
celulas C2C12 transformadas, ndo foi possivel verificar a expressdo de transcrito de

miogenina.

C2C12
Ca2C12 FAK/Src

3-actina

Miogenina

Figura 20: Resultado do RT-PCR para miogenina das amostras de C2C12 selvagem (1 e 2) e C2C12
FAK/Src (3) cultivadas por 5dias em meio de diferenciagio sem ortovanadato (5d MD) ¢ com o
ortovanadato (5d MD+I).

6.7.2. Creatina guinase

Além da miogenina, um outro marcador amplamente utilizado para a verificago
de diferenciagio de mioblastos ¢ a creatina quinase. Ao longo do processo de
diferenciagdo miobldstica existe a express3o de creatina quinase miisculo-especifica.
Comeo indicado na figura 21, as amostras correspondentes a linhagem C2C12 tratada com
ortovanadato ¢ 4 linhagem transformada com FAK/Src cultivada em MD por 5 dias
apresentaram atividade de creatinina menor que aquela de células controle cultivadas em
MD. Esta diminuigfo indica uma interrup¢iio do processo de diferenciacio destas

células, devido ao baixo indice de atividade de creatina quinase apresentado.
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Fi igura 21: Dosagem da atividade de creatina quinase de amostras submetidas a 5 dias de diferenciacéo em
meio de diferenciagio (5d MD). Os dados estdo expressos em unidade de CK por miligramas deproteina
total (U/mg). A amostra 5d MD corresponde ao controle positivo para diferenciagio C2C12 com Sdias em
MD; a 5d MD+] corresponde & amostra de C2C12 com 5 dias em MD na presenca de 5uM de ortovanadato
(inibidor de tirosina-fosfatase); a amostra 5d MD (FAK/Src) corresponde a linhagem C2C12 FAK/Src em 5
dias MD, CT corresponde s células controle em proliferagiio. (n=3). { ** } P<0,05 comparado ao CT; ( *)
P<0,05 comparado a 5d MD.

6.8. Alteracdes funcionais das células C2C12 FAK/Src

» Curva do crescimento celular
As curvas de crescimento foram obtidas de valores de contagens de células
cultivadas em meio de proliferagdo, sendo os resultados apresentados em escala
logaritmica. A curva de crescimento das células transformadas foi avaliada
comparativamente com aquela das células ndo transformadas (Figura 22). Houve
crescimento exponencial de ambos os tipos celulares nas primeiras 48 horas de cultivo,
sendo que apds este periodo houve estabilizacio do mimero de células na cultura de

C2c¢12 FAK/Src.
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Figura 22: Curva representativa do crescimento celular das linhagens C2CI12 e C2C12 FAK/Src obtidas
pelo cdculo do logaritimo natural (Ln) do nimero de células dividido por 10" contadas no periodo
determinado pelo eixo X.

Com base nesta andlise de crescimento das céhulas, escothemos o periodo de 0 a
60 horas de cultivo para as células C2C12 nfo transformadas e o periodo de 0 a 48 horas
para as células C2C12 FAK/Sre, para a obtengiio da curva de tendéncia do crescimento
de cada populacdo de células e assim obter a o nimero médio de horas necessarias para
duplicagdo celular para cada linhagem. Na figura 23 podemos observar o grifico da
fung@io Y=b.m", onde Y corresponde ao niimero de células; b o niimero de células no

tempo 0; m constante de crescimento e x niimero de horas de cultivo.
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Figura 23: Curva representativa das fungfes de tendéncia do crescimento populacional de cada uma das
linhagens C2C12 (* =0.95) e C2C12 FAK/Src (* =0.98). A fungiio da C2C12 FAK/Sre foi mutiplicada
pelo fator 2.3 para aproximagfio das curvas e melhor comparagio entre elas. r°= coeficiete de confiabilidade
da curva estatisticamente obtido, onde 1 corresponde a 100% de confiabilidade.

Neste grafico verificamos uma tendéncia maior de crescimento na populagdo de
células C2C12 FAK/Src, quando comparada & populagdo de células C2C12. Com estas

curvas foi possivel calcular o tempo de duplicagio celular de cada populagio o que foi

representado na tabela 2.

3 a dupli
C2C12 25,15+ 1,5
C2C12 FAK/Src 18,95+ 0,38

Tabela 2: Tempo médio de duplicagio celular das populagdes C2CI12 e C2C12
FAK/Src de acorde com a fungiio demonstrada na figura 23.

99



As células C2C12 originais apresentaram uma taxa de duplicagdo de 25,15 horas,
enquanto as células C2C12 FAK/Src apresentaram uma taxa de duplicagio de 18,95
horas, mostrando que a linhagem transformada tem uma velocidade de crescimento maior

que a original.

» Sobrevivéncia celular
Para verificar a diferenga na sobrevivéncia avaliamos o periodo, em dias, que as
células se mantinham em cultura apds a confluéncia. Como indicado na tabela 6.2 as
células C2C12 tiveram um periodo de sobrevivéncia de aproximadamente 7 dias ap6s
confluéncia. J4 as células C2C12 FAK/Src permaneceram aderidas apds 30dias de

cultivo, indicando a longevidade deste tipo celular.

2012 7 dias
C2C12 FAK/Ste > 30 dias

Tabela 3: Tempo médio de sobrevivéncia das células C2C12 e C2C12 FAK/Src.

> Proliferagio e sobrevivéncia celular nao-dependente de ancoragem
As duas populagdes celulares C2C12 e C2C12 FAK/Src foram cultivadas em
meio semi-solido com 0,5% agarose, o que simula o desenvolvimento celular em
suspensdo. Este meio foi escolhido para verificar caracteristicas do desenvolvimento
celular como sobrevivéncia e proliferaciio, que sdo dependentes da ancoragem das células
ao substrato. Como demonstrado no exemplo representativo da figura 24, verificamos
que as c€lulas C2C12 nfo transformadas mantidas em meio semi-s6lido apresentam-se

degeneradas. Por outro lado, as células C2C12 FAK/Src apresentavam sinais de
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vitalidade celular indicados pela presenga de nticleos claros e heterocromatina visivel.
Além disso, as células apresentavam-se em coldnias (+8 células), indicando proliferaciio.

Indicando uma nfio dependéncia de acoragem destas células transformadas.

Figura 24: Fotos das células C2C12 (A) ¢ C2C12 FAK/Src (B) submetidas a 35 dias de
cultura em meio semi-sélido e coradas com HE. Awmento 600x.

» Motilidade celular

A FAK ¢ uma proteina que reconhecidamente esta envolvida em fungdes motoras
e de migragfio celular. Cultivamos entdo, as linhagens C2C12 e C2C12 FAK/Sre para
obtermos uma resposta comparativa destas duas linhagens quanto a sua motilidade
celular. Para avaliagdo do efeito da transformagio celular com a construgiio FAK/Sre,
realizamos ensaio de migrac3o celular in vitro. Para isso, as células foram cultivadas até
sua confluéncia e retirou-se uma faixa de células da cultura. Em seguida, verificamos o
repovoamento da regifio de escarificagio. Como indicado na figura 25, apds 24 horas as
células transformadas com FAK/Src haviam repovoado completamente a regido de
escarificagiio da cultura, enquanto as células ndio transformadas ndo repovoaram
completamente a regifio de escarificagio. Estes resultados indicam maior capacidade de

migragfio das células transformadas.
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Figura 25
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7. Discussio

Avangos no conhecimento da biologia celular e molecular das células de musculo
esquelético permitiram progressos significativos no entendimento dos mecanismos
bisicos da miogénese. Hoje estdio esclarecidos os mecanismos responsaveis pela
regulacio e expresséio de protefnas reguladoras conhecidas como MRFs, responsaveis,
em ultima instdncia pela regulacio da expressio do programa génico envolvide na
diferenciaco de células mesenquimais em mioblastos e destes em midcitos
diferenciados. Este conhecimento tem grande importdncia pratica ja que, esclarece
mecanismos basicos responsaveis pelo reparo e crescimento do tecido muscular.

Além do melhor entendimento do controle da expressio génica no programa de
miogénese, também estd bem estabelecido que a auséncia de fatores de crescimento €
determinante para a mudanga do perfil celular de um programa de proliferagfo para um
programa de diferencia¢fo termunal de mioblastos em miotubos (YUN e WOLD, 1996).
Além disso, sdo infimeras as evidéncias de que o contato de mioblastos com a matriz
extracelular tem importancia tanto na proliferacio e sobrevivéncia como na miogénese e
trofismo de células diferenciadas em miotubos e misculo esquelético (OSSES e
BRANDAN, 2002; BUCK e HORWITZ, 1987; MELO et al., 1996; MAYER, 2003). As
integrinas, principais efetores do contato célula-matriz extracelular, desempenham um
papel fundamental na proliferacio de mioblastos, assim como na sua miogénese
(MAYER, 2003; SASTRY et al., 1999). No entanto, os mecanismos de sinalizagio que

medeiam estes efeitos sdo ainda pouco conhecidos.
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A estimulagdio extracelular de integrinas promove sinalizagfio citoplasmatica que
resulta na mobilizagdo de diferentes processos celulares (OSSES e BRANDAN, 2002;
MENKO e BOETTIGER, 1987). Esta sinalizagdo é decorrente da ativagio em série de
proteinas que interagem entre si, resultando em mensagem para o nicleo celular,
modificando drasticamente o comportamento e o fendtipo celulares, como é o caso da
miogénese. A FAK ¢ conhecida como um elemento sinalizador operacionalmente
vinculado as integrinas e a estimulos extracelulares mediados pela matriz extracelular e
por receptores celulares especificos (SCHALLER et al,, 1994; XING et al, 1994).
Também existem evidéncias de que a FAK participa no programa de diferenciacio
mioblastica (ROY et al,, 2002; Sastry et al., 1999; KUMAR et al., 2004).

Estudos prévios em nosso laboratério indicaram um comportamento bifisico da
fosforilagdo da Y397 da FAK, logo nas primeiras horas de induciio de células C2C12
com meio de diferenciagio (Clemente et al., 2005). A ativagio (SASTRY et al., 1999) ou
a inativacdo (Clemente et al., 2005) forcada da FAK em células em proliferagio
colaboram para a inibi¢do da miogénese. Estes resultados indicam que a regulagio da
atividade da FAK no periodo inicial da miogénese é um importante regulador da
mudanga de um fenétipo proliferativo para um fenétipo diferenciado de célula muscular.

No presente estudo, examinamos de forma mais detalhada os mecanismos
responsaveis pela redugéo transitéria da fosforilacdo da FAK, bem como a importancia
da supressdo da reducho transitoria da fosforilagio da FAK no periodo inicial da
diferenciagdo miogénica através da superexpressdo de FAK transformada com sitio ativo
da Src. Os resultados mostraram que a reducfio transitéria da fosforilacio da FAK em

células C2C12 po inicio do processo de diferenciagfio celular deve-se & acfio da tirosino-
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fosfatase SHP-2. Estudos deletérios tanto da FAK (FUTURA et al., 1995), quanto da
SHP-2 (SAXTON et al., 1997) mostraram problemas de desenvolvimento embrionario
em periodos entre 7.5 ¢ 8.5 correspondentes ao témino da gastrulaco e inicio da
miogénese, indicando fenétipos de desestruturagdo tecidual semelhante. Isto pode nos
levar a crer, que ambas as proteinas possam ser importantes neste mesmo processo inicial
da miogénese in vivo, reforcando nosso achados. Por outro lado, nossos resultados
também indicaram que a superexpressio de FAK/Src estabelece resisténcia a
diferencia¢do de mioblastos em midcitos cultivados em meio de diferenciagiio.

A importéncia da PTP-SHP-2 para a redugfo transitoria da fosforilagio da FAK
em tirosina foi inicialmente sugerida pelo aumento, também transitério, da associagio
entre PTP SHP-2 e FAK em células cultivadas em meio de diferenciagio (figura 12C).
Por outro lado, observamos que houve aumento concomitante da atividade PTPase de
imunoprecipitados obtidos com anticorpos anti- SHP-2 (figura 13). Estes fendmenos
ocorreram em paralelo com a redugdo transitéria da fosforilagio da FAK em tirosina,
indicando que a SHP-2 esta envolvida no processo de desfosforilagio da Y397 da FAK
no periodo inicial da miogénese.

Curiosamente verificamos que o aumento de associagio FAK/SHP-2 se deve
mesmo com a diminuicio da expressdo de SHP-2 nestes periodos iniciais da miogénese,
este fendmeno pode estar envolvido com a regulagio da atividade da SHP-2. Apesar de
ndo sabermos exatamente como funciona a ativaciio e desativagiio da SHP-2, estudos de
Feng et al. (1993) indicam duas tirosinas (Y542 e Y580) com possivel fungfio de ativacio
desta proteina fosfatase, mas até hoje nenhum estudo na literartura indica como ocorre

sua desativagdo. Analisando nossos resultados podemos verificar que houve aumento de
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atividade de fosfatase da SHP-2 comparado ao seu nivel de expressdo no periodo de 1
hora das células induzidas 4 miogénese. Através destas observagdes, podemos ainda
sugerir que sua desativagfio possa ocorrer via eliminag@io de sua molécula do citoplasma.
Isto explicaria sua diminuig8io de expressfo apOs o inicio da miogénese, uma vez que
ap0s o periodo de queda acentuada da expressdo da SHP-2, por volta de 4 horas de
inducdo (figura 12-B), foi verificado por Clemente et al. (2005) um aumento progressivo
da fosforilacdo da Y397 da FAK ao longo dos primeiros 5 dias de inducgio de mioblastos
a diferenciacéo, reforcando a ligagdio da SHP-2 com a regulacéio da atividade da FAK.

No presente estudo, também observamos, através de imunofluorescéneia que, no
periodo de 1 hora apos a indugdo de células C2C12 com meio de diferenciacio, houve
diminuicfio na intensidade da marcagio da FAK nos complexos de adesdo focal no
periodo coincidente com a reducgfo transitéria da fosforilagdo em tirosina. Este resultado
sugere translocagio da FAK para outros sitios celulares diversos das adesGes focais
quando da inativacfio transitéria causada pela mudanca do meio de proliferagiio para o
meio de diferenciacio celular. Este fendmeno também foi observado em estudos de
mecanismos de motilidade celular (WICHERT et al., 2003; MANES et al., 1999), que
mostraram que a formac#io e dissolugfio do complexo de adesdo focal modificam pontos
de tensdo da célula, provocando a adesdo e a perda de adesHo celular. Este
comportamento € importante para a migragdo celular ¢ acontece de forma assincrOnica
entre os varios pontos de adesfio focal. Apesar de ndo termos avaliado o comportamento
de outras proteinas estruturais ou sinalizadoras integrantes do complexo de adesdo focal,
nossos dados sugerem que a diminuic3o da quantidade de FAK no complexo de adesdo

focal e, presumivelmente, do complexo de adesdio focal como um todo € passo importante
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para o inicio do processo de diferenciacio celular. Além disso, a importincia da
desfosforilagfio da FAK para a perda dos complexos de adesfo focal é evidenciada por
dados anteriores (SASTRY et al., 1999; Clemente et al., 2005) indicando que a perda de
atividade da FAK tem papel critico neste processo.

Assim como em estudos anteriores sobre os mecanismos de motilidade celular
(WICHERT et al, 2003; MANES et al, 1999), nossos resultados indicaram que a
proteina PTP SHP-2 pode ser responsével pela dissolugiio do complexo de adesfio focal
via desfosforilagio da FAK. Corroborando com essa hipdtese, observamos que o
tratamento das células com ortovanadato, wm composto muito utilizado como um
eficiente inibidor de acio PTPase (GORDON, 1991), inibiu a translocagio da FAK da
periferia celular (figura 15).

Em contraste com nossos resultados, estudos em outros tipos celulares mostraram
evidéncias de desfosforilacdo via SHP-2 da Y925 e Y577 da FAK, mas ndo da Y397 na
regulacio do complexo de adesfio focal em células de clncer de mama humano
(VADLAMUDI et al., 2002). Estes resultados sugerem que a regulacdo seletiva das
tirosinas fosforiladas da FAK via SHP-2 podem variar de acordo com o tipo celular ou
com o programa de controle a que as células estfio submetidas. Embora esta hipdtese nio
tenha sido avaliada no presente estudo.

Para mostrar a importincia da a¢fio de proteinas tirosina-fosfatase e reforgar a
importéncia da regulagfio inicial da FAK para o progresso da miogénese, produzimos
dois modelos experimentais. Um que interfere na atividade de PTPase e outro que
estimula a ativagio da via de sinalizagfio da FAK em células submetidas ao programa de

miogénese. Em ambos, tivemos a preocupagiio de manter o nivel de fosforilacio da Y397
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da FAK inalterado nas primeiras horas de miogénese, evitando a agfo regulatoria de
fosfatases pa variaciio da fosforilagio da Y397 neste periodo inicial do programa de
diferenciagfio. Dados de Clemente et al. (2005) mostraram a atividade da FAK envolvida
positivamente com a expressdo de ciclina-D1, uma proteina fortemente relacionada com a
manutencio do ciclo celular. Esses dados reforgam a hipétese de que o impedimento da
regulacdio da FAK por atividade de fosfatase no periodo inicial da miogénese favorece o
mioblasto a se manter em proliferacéo, impedindo a sua diferenciacéo.

Um dos modelos experimentais caracterizou-se pelo uso do protocolo de
diferencia¢do com o uso de ortovanadato no meio de diferenciacio (MD). Concentra¢des
diferentes de ortovanadato foram testadas (dados ndo mostrados) e a concentragio de
5pM foi escolhida por ter sido suficiente para manteriwechde fosforilagio da FAK
inalterado nas primeiras horas de miogénese e manter as células vivas e aderidas por até 5
dias em meio de diferencia¢io sob acgéo inibidora do ortovanadato.

O segundo modelo foi caracterizado pela construgio de uma linhagem celular
transgénica derivada da linhagem C2C12 selvagem, com expressiio ubiqua de uma
proteina quimérica denominada FAK/Src. Apesar de nfo entendermos perfeitamente o
funcionamento desta quimera, temos indicios que as células C2C12 FAK/Src utilizadas
no presente estudo apresentam a via de sinalizagfio da FAK constitutivamente ativada.
Analisando o nivel de fosofrilagdo da Y397 no periodo inicial do programa de miogénese
nestas células transgénicas, verificou-se, que nas primeiras horas o nivel de fosforilagfo
manteve-se inalterado, tendo apenas um aumento significativo a partir de 4 horas de
diferencia¢fio, cumprindo entfo nossas exigéncias quanto a falta de regulacio da Y397 da

FAK no periodo de 1 hora de induc#o das células a diferenciacéo.
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As alteragdes na motilidade, na sobrevivéncia e no crescimento celular, obtidas
com a transformagdo das C2CI12 com a constru¢io FAK/Src sdo ainda pouco
compreendidas. Embora as caracteristicas da C2C12 FAK/Src possam indicar que a
cascata de sinalizacfio da FAK eteja constitutivamenete ativa, Roy e colaboradores (2002)
observaram modificacGes semelhantes as nossa, de motilidade e sobrevivéncia, com a
simples expressdo do oncogene v-Src em células FAK (-/-). Por outro lado, neste mesmo
trabalho houve evidéncias de que v-Src poderia transativar a FAK. Estudos elusivos sio
ainda requeridos para o melhor entendimento deste comportamento celular da células
FAK/Sre.

Os dois modelos foram entdo submetidos ao programa de diferenciacio
miogénica e testados quanto a express@io de genes marcadores do progresso do programa
de miogénese, como: miogenina € creatina quinase.

Ambos os modelos foram suficientes para inibir o progresso da miogénese. Nem
a miogenina ou a atividade de creatina kinase atingiram niveis de expressio ou atividade
que indicassem diferenciacfo muscular. A miogenina foi estudada em niveis de expresséo
e de transcricdo, através da detecgfio de mRNA com RT-PCR. A creatina quinase nfio
atingiu niveis de atividade comparados as células diferenciadas de 5 dias em processo de
diferenciacdo.

De maneira geral, nossos resultados indicam que a inibi¢fo da atividade de
proteinas fosfatase ou a ativagio permanente da sinalizagdo pela FAK podem inibir o
progresso da miogénese. Sendo a FAK uma proteina envolvida em diferentes vias de

sinalizag#io, este controle da FAK pela SHP-2 ¢ um mecanismo sugerido por nos para o
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methor entendimento de como ocorre a regulacdo espago-temporal da FAK, que permite

a ativagdo de uma determinada via de sinalizacio ao invés de uma outra.

8. Conclusdes

De maneira geral, nossos resultados indicam que a atividade de proteinas tirosina-
fosfatase regulando a atividade de proteinas tirosina-quinase é essencial para o progresso
de diferenciagdo da c€lula muscular. Se essa regulagfio for prejudicada, o progresso da
miogénese serd interrompido em sua etapa inicial. Além disso, mostrou-se que no periodo
inicial da miogénese em células C2C12 houve uma reducdio da FAK na periferia da célula
0 que pode estar envolvido & desfosforilacdo da Y397 no periodo de thora de inducéo a
difereciacio das células C2C12. Nossos resultados ainda indicam, através do uso de
ortovanadato, que esta redugio de FAK se deve a regulagiio de atividade fosfatase.
Através do aumento da interagio FAK/SHP-2 ¢ do aumento da atividade fosfatase do
imunoprecipitado com o anticorpo anti-SHP-2 sugerimos que a regulagio da
desfosforilagdo da Y397 da FAK no periodo de 1 hora no processo de diferenciacio
mioblastica ¢ devido a agdo PTPase da SHP-2. Este trabalho ainda reforca a importancia
da regulagio precoce (dentro de 1 hora apds a indugfio) da desfosforilagiio da Y397 da
FAK para a progressdo da miogénese ¢ insere a SHP-2 como importante reguladora desta

estapa inicial da miogénese.
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