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RESUMO

A Miostatina € um regulador negativo da deposicdo de musculatura esquelética e
mutacoes no gene que codifica esta proteina tém sido associadas a um aumento
marcante na massa muscular de organismos vertebrados, resultado de hiperplasia e
hipertrofia das fibras musculares. Nosso grupo identificou previamente o promotor basal
do gene da Miostatina e analises de bioinformatica revelaram a presenca de sitios
evolutivamente conservados para a ligagdo de CREB, Meis, FXR e NFY, além de um sitio
TATA. No presente trabalho nés utilizamos mutagénese sitio-dirigida para gerar diversas
construgcdes delecionais que possuem um ou mais sitios mutados, e testamos sua
atividade in vitro usando mioblastos C,C,, de camundongo sob condi¢des de proliferacéo
e diferenciacdo, para analisar o papel destes sitios de ligacdo sobre a atividade do
promotor. Os resultados mostraram que FXR aparentemente ndo confere efeito na
atividade transcricional do promotor da Miostatina em ambos os momentos analisados,
indicando que o papel regulador desta proteina pode estar relacionado ao controle da
expressao da Miostatina em outro tipo celular, que nao o mioblasto. O NFY apresentou
um papel de ativador transcricional, enquanto CREB e Meis atuaram inicialmente como
repressores durante a proliferagdo, passando a relaxar esta repressao durante a
diferenciacdo dos mioblastos, permitindo que a atividade do promotor aumentasse
significativamente. Trabalhando juntos, estes fatores de transcricdo sdo capazes de
manter a atividade do promotor em niveis mais baixos durante a proliferacdo dos
mioblastos e, com o inicio da diferenciacdo, a repressao é liberada, e os niveis de
atividade podem aumentar. Este padrédo estd de acordo com o padrdo de expressao
dindmico observado para a proteina da Miostatina durante o desenvolvimento da

musculatura esquelética em vertebrados.
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ABSTRACT

Myostatin is a negative regulator of skeletal muscle deposition and mutations in the
gene that encodes this protein have been associated to a remarkable increase in skeletal
muscle mass, attributable to both hyperplasia and hypertrophy. We have previously
identified Myostatin’s basal promoter and bioinformatic analyses revealed the presence of
evolutionarily conserved binding sites for CREB, Meis, FXR and NFY, besides a TATA
box. In the present study we used site-directed mutagenesis to generate several
expression constructs possessing one or more mutated sites, and tested their activity in
vitro using mouse C,C4, myoblasts in proliferation and differentiation conditions, to analyze
the role of these sites on the activity of the promoter. The results show that FXR appears
not to confer any effect on the transcriptional activity of the promoter in both conditions,
indicating that the regulatory role of this protein might be involved in the control of
Myostatin expression in another cell type. NFY presents a role as transcriptional activator,
while CREB and Meis act initially as repressors during proliferation, releasing this
repression upon differentiation, which allows the activity of the promoter to significantly
increase. Working together, these transcription factors are capable of maintaining the
promoter activity at lower levels during the proliferation of myoblasts and, upon
differentiation, the repression is released, and activity levels can be increased. This pattern
is in agreement with the dynamic expression pattern observed for Myostatin during the

skeletal muscle development in vertebrates.
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1. INTRODUCAO

1.1. Regulacao génica

Ao longo de sua vida, as células de um organismo devem responder a numerosos
estimulos internos e externos para manter sua completa homeostasia e, em resposta a
estes estimulos, a expressao génica deve ser modificada de forma precisa tanto temporal
quanto espacialmente (revisado por Maeda 2011). Os elementos responsaveis por regular
a expressao génica estdo presentes principalmente nas regides nao codificadoras do
DNA, que correspondem a mais de 98% do genoma, no caso de humanos (Elgar e
Vavouri 2008). Nestas regides, sdo encontrados os denominados elementos cis-
regulatorios, segmentos de DNA que contém diversos sitios de ligacao para proteinas
reguladoras, conhecidas como fatores transcricionais (Figura 1). Cada sitio de ligacao
possui tipicamente poucos pares de base e, por este motivo, tendem a acontecer
aleatoriamente inUmeras vezes ao longo do genoma. Entretanto, elementos regulatérios
isolados fisicamente e experimentalmente analisados em detalhe, sempre consistem de
agrupamentos relativamente densos de sitios distintos, reconhecidos respectivamente por
diversas proteinas de ligacdo ao DNA (Davidson 2006). Desta forma, os elementos cis-
regulatorios possuem tipicamente centenas de pares de base, e podem estar localizados
préximos ou afastados dos genes que eles regulam. Estudos demonstram que a maior
complexidade de um organismo esta altamente relacionada com a maior quantidade de
regibes reguladoras elaboradas em seu genoma, e ndao com a quantidade de DNA
codificante. Existem diversos tipos de elementos cis-regulatérios. Entre os mais bem
caracterizados estdo os promotores e as regides reguladoras (ou enhancers), dentre elas

ativadores, silenciadores e insuladores (revisado por Wang 2007).
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Figura 1 — Representacdao esquematica da interacao entre fatores transcricionais ligados a
regides reguladoras e o promotor de um gene. Dependendo da combinagcdo de fatores
transcricionais que se ligam a diferentes regides reguladoras e interagem com a maquinaria
transcricional através do dobramento da fita de DNA, diferentes respostas transcricionais sédo
produzidas, regulando os genes alvo de forma diferencial tanto espacial quanto temporalmente.

Figura adaptada de Wilt e Hake (2004).

O promotor é a sequéncia de DNA especifica onde a RNA Polimerase e os fatores
transcricionais gerais se conectam. Em geral, o promotor esta localizado adjacente ou
préximo ao sitio de iniciacao da transcricao (Wilt e Hake 2004). Proteinas ativadoras ou
supressoras geralmente atuam no promotor ou muito proximas a este, impedindo ou
incentivando o acesso da RNA Polimerase ao promotor (trataremos aqui apenas da RNA
Polimerase Il). Muitas destas interagdes proteina-DNA ocorrem a centenas, as vezes
milhares de pares de base de distancia, antecedendo ou sucedendo o gene, através dos
ativadores e silenciadores, que entram em contato direto ou indireto com o promotor por
meio de dobramentos da fita de DNA (Wilt e Hake 2004). Os insuladores, por sua vez,
funcionam como barreiras fisicas que podem blogquear promotores e ativadores, ou

impedir que proteinas de cromatina condensada se espalhem pela cromatina ativa. Isto se



faz necesséario para prevenir que dois genes adjacentes que possuem padroes de

expressao muito distintos nao interfiram um sobre o outro (Burgess-Beusse et al 2002).

1.2. Promotores génicos

Os promotores de células eucaridticas estdo localizados na por¢ado 5 da regido
génica que eles transcrevem e servem de ponto de inicio da transcricao (revisado por
Heintzman e Ren 2006). O termo promotor se refere ao promotor basal e suas sequéncias
adjacentes. O promotor basal possui geralmente 70 a 80 pares de base e contém as
informacdes necessarias para o reconhecimento da maquinaria basal de transcricao e
inicio da transcricdo. Ja o promotor proximal inclui a regido que se estende
antecedentemente ao promotor basal, contendo outras sequéncias criticas para a
regulacado transcricional, como sitios de ligacdo para fatores transcricionais tecido-
especificos ou até mesmo regides reguladoras (revisado por Heintzman e Ren 2007).
Uma vez que os fatores transcricionais se ligam aos seus sitios especificos, recrutando
coativadores, como enzimas de remodelagdo da cromatina e modificagéo de histonas, a
estrutura e posicdo dos nucleossomos sao alteradas, gerando uma reorganizagcao da
estrutura da cromatina na regido do promotor, que permite a ligacdo da maquinaria basal
de transcricdo, composta da RNA Polimerase Il e diversos fatores gerais, formando o
Complexo de Pré-Iniciacao (CPI) (revisado por Heintzman e Ren 2007). Através de um
mecanismo pouco conhecido, 11-15 pares de base do DNA ao redor do sitio de inicio de
transcricdo sofrem uma modificagdo que permite o posicionamento da fita molde dentro
do sitio ativo da RNA Polimerase I, iniciando a transcricdo. Apds aproximadamente 30
nucleotideos terem sido transcritos, a RNA Polimerase Il ultrapassa a regido do promotor
e separa-se do restante do CPI, iniciando a fase de alongamento transcricional, através

da associacao com diferentes fatores regulatérios (revisado por Heintzman e Ren 2007).



O primeiro elemento tipico de promotores basais (porém nao presente em todos) a
ser identificado foi o sitio TATA, cuja sequéncia consenso (TATAWAAR) foi determinada
pela comparacdo de 52 regides flanqueadoras de diversos organismos (revisado por
Heintzman e Ren 2007). Na maioria dos eucariotos, o sitio TATA localiza-se a
aproximadamente 25-30 pares de base antecedendo o sitio de inicio de transcrigao. Este
sitio é tipicamente reconhecido pela proteina de ligacao ao TATA (TATA Binding Protein —
TBP), mas diversas proteinas relacionadas podem reconhecer este elemento (revisado

por Heintzman e Ren 2007).

1.3. Regulacao da expressao génica no desenvolvimento embrionario

A regulacao génica é um processo chave que permite a formacao de diferentes
tipos celulares a partir de um conjunto de genes comum, que esta presente em todas as
células de um organismo em formacao (Wasserman e Sandelin 2004). Durante o
desenvolvimento embrionario, a transcricdo génica deve ser estritamente regulada, uma
vez que qualquer erro pode comprometer a integridade do individuo em formagéo. Além
disso, na maioria dos vertebrados, diversos tecidos formados durante o desenvolvimento
possuem pouca ou nenhuma capacidade regenerativa quando danificados na vida adulta,
de forma que o correto processo de formacao € essencial. A formacdo da musculatura
esquelética é um exemplo disto, uma vez que este tecido apresenta limitada capacidade
regenerativa, que depende da agdo das células-satélite (revisado por Aziz et al2012). Em
aves e mamiferos, o numero de fibras musculares formadas durante o desenvolvimento
embriondrio mantém-se praticamente inalterado apds o nascimento (Swatland e Kieffer
1974; Swatland 1984; Konigsberg 1986) e, consequentemente, o0 aumento no niumero de
fibras musculares (hiperplasia) ndo pode concorrer para ganhos de massa muscular. Nos

organismos adultos, apenas o aumento do didmetro das fibras musculares (hipertrofia)
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pode resultar em ganhos significativos da massa muscular. Assim, a miogénese é um
processo que demanda uma rigida regulagao transcricional durante o desenvolvimento

embrionario.

1.4. Miogénese

Em vertebrados, a musculatura esquelética é proveniente do mesoderma paraxial,
que se dispde lateralmente as estruturas axiais do embrido (tubo neural e notocorda) e é
delimitado pelo mesoderma intermediario (Figura 2) (revisado por Stockdale et a/ 2000).
Conforme o desenvolvimento embrionario progride, a linha primitiva adiciona
continuamente material a extremidade posterior do mesoderma paraxial, enquanto células
da extremidade anterior condensam-se, formando os somitos a uma razao de,
aproximadamente, um par a cada uma hora e meia em embrides de galinha, a partir do
estagio HH 7 (Hamburger e Hamilton 1951) (revisado por Stockdale et al 2000). A
formagcao e a maturacdo dos pares de somitos ocorre da regiao cervical em direcao a

regido caudal do embrido (Aoyama e Asamoto 1988; Ordahl e Le Douarin 1992).

Inicialmente, o somito é uma estrutura epitelial (Figura 3), composto de células
colunares arranjadas radialmente ao redor de um lumen. Rapidamente cada somito
passa a apresentar compartimentos distintos que, subsequentemente, dao origem a
linhagens celulares distintas. Em resposta a sinais vindos de tecidos adjacentes, a
porcdo ventral dos somitos epiteliais sofre um processo de transicdo epitélio-
mesénquimal, para formar o escler6tomo, que dara origem a vértebras e costelas,
enquanto que a porgao dorsal, ou dermomiétomo, permanece como uma camada epitelial

(revisado por Brent e Tabin 2002).
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intermediario paraxial

Figura 2 — Representacao esquematica das estruturas mesodérmicas de um embridao de
vertebrado. A notocorda esta localizada abaixo do tubo neural. Ao lado destas estruturas axiais, o
mesoderma é subdividido em paraxial, intermediario e lateral. O mesoderma paraxial se segmenta
durante o desenvolvimento embrionario formando os somitos, que sdo responsaveis por gerar
todos os miusculos esqueléticos do corpo do embrido, com excecdo dos musculos

craniofaciais. Figura adaptada de Gilbert 2000.

O dermomi6tomo apresenta subdominios que abrigam diferentes populagdes de
células precursoras miogénicas: enquanto as células da porcao dorso-medial do
dermomiétomo originam a musculatura epaxial, representada pelos musculos vertebrais e
das costas, as células da porcao lateral formam a musculatura hipaxial, que corresponde
a musculatura da parede corpérea ventral, dos membros, da lingua e, nos mamiferos, a
do diafragma. Com excecdo dos musculos da cabeca e pescogo, que se originam do
mesoderma paraxial anterior aos somitos e do mesoderma pré-cordal, todos os demais
musculos esqueléticos dos organismos vertebrados derivam dos somitos (Christ e Ordahl

1995).

A musculatura epaxial comeca a formar-se quando células do labio dorso-medial

(LDM) dos somitos expandem-se sob o dermomiétomo, formando um folheto continuo



que origina o miétomo epaxial. Esta expansdo permite que os mioblastos entrem no
miétomo na posi¢ao correta para formar a musculatura epaxial. Uma vez atingindo o local
apropriado, estas células interrompem o ciclo celular, alongam-se e diferenciam-se,
formando as primeiras células musculares esqueléticas do embrido (Denetclaw et al 1997;

Kahane et al 1998).

Ja a musculatura hipaxial origina-se a partir de dois mecanismos distintos. Na
regiao toracica, o labio ventro-lateral (LVL) do dermomiétomo deposita o miétomo hipaxial
por um mecanismo semelhante a formagao do midétomo epaxial. Neste processo, as
por¢coes medial e lateral do miétomo misturam-se, formando uma lamina continua de
mioblastos. Sob o controle de sinais locais, estas células irdo dar origem a musculatura da
parede ventral do corpo. Ja ao nivel dos membros e nas regides occipital e cervical ocorre
um mecanismo distinto, que tem inicio com a desagregacdo de células do LVL do
dermomiétomo. Estes mioblastos migram lateralmente para o broto dos membros para
formar a musculatura dos membros. Na regido occipital, os mioblastos encaminham-se
para a base dos arcos branquiais, formando a musculatura da lingua. Além disso, nos
mamiferos, células situadas acima do botdo do membro anterior seguem uma rota
posterior e ventral para formar a musculatura do diafragma (Denetclaw et al 1997;

Cinnamon et al 1999).

Em ambos os casos, as células precursoras musculares irdo progredir ao longo da
linhagem miogénica para eventualmente tornarem-se mioblastos (revisado por
Buckingham et al 2003). Estes irdo entao interromper o ciclo celular, alinhar-se e fusionar-
se uns com o0s outros, diferenciando-se finalmente em miotubos multinucleados, que irédo
formar as miofibras do musculo esquelético maduro (Figura 4). Este processo é
acompanhado pela ativagdo de genes musculo-especificos que codificam proteinas

estruturais e contrateis.
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Figura 3 — Representacao esquematica da maturacao dos somitos. A: somito epitelial ao lado
das estruturas axiais do embrido (tubo neural e notocorda); B: formacdo do esclerétomo e
dermomiétomo, que possui labio dorso-medial (LDM) e labio ventro-lateral (LVL); C: exemplo de
formagéo do midtomo a partir do LDM ao nivel dos membros, com inicio da migragéo de células do

LVL. Figura adaptada de Brent et al (2003).

Os principais reguladores da miogénese, os fatores miogénicos MyoD, Myf, MRF4
e Miogenina, se associam com fatores ativadores ou inibidores, em um mecanismo
complexo e requintado de controle da expressao génica durante a ontogenia (Ludolph e
Konieczny 1995). Myf5 é o primeiro a ser detectado e é logo seguido por MyoD (revisado
por Francis-West et al 2003). Estas moléculas coordenam a especificacdo das células
precursoras multipotentes nas fases mais precoces da miogénese (Braun et al 1992;
Rudnicki et al 1992). Uma superexpressao de MyoD é capaz de converter uma variedade
de tipos celulares em mioblastos, mostrando que este é o regulador central do programa
miogénico (Qin et al 2007). MyoD também é necessario para a regeneragao de miofibras
adultas em resposta a injuria (Megeney et al 1996). Em seguida, MRF4 é

transientemente expresso, sendo seguido pela Miogenina. Estas duas moléculas regulam
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a diferenciagdo e maturacao dos mioblastos (Hasty et al 1993; Braun e Arnold 1995). O
programa de diferenciacao executado por Miogenina e MRF4 leva a expressao de
proteinas estruturais do citoesqueleto musculo-especificas, e os miocitos fusionam-se
formando miotubulos multinucleados. Camundongos nulos para Miogenina sobrevivem o
desenvolvimento fetal, mas morrem ao nascimento devido a severas deficiéncias na
musculatura esquelética (Hasty et al 1993). Neste caso, os mioblastos formam-se e
migram para a correta localizagdo embrionaria, mas a maioria ndo se fusiona para formar

as miofibras.

Os fatores miogénicos estdo também envolvidos no crescimento da musculatura
em adultos, que é resultado do recrutamento de células musculares quiescentes, as
chamadas células-satélite (Yusuf e Brand-Saberi 2012). Elas estéo localizadas ao longo

das fibras musculares e, ap6s a ativacao, proliferam e fusionam-se a fibra, fornecendo

mais nucleos e, consequentemente, mais potencial de sintetizar proteinas musculares.

Nl Fusdo em
» Diferenciagéo% Adesao miotubos
O >
° g —

Mioblastos Miccitos Miotubos iniciais Miotubos maduros

Figura 4 — Representacao esquematica da maturacao das células precursoras musculares.
Os mioblastos ja comprometidos com o destino miogénico iniciam a diferenciacdo e param de
migrar, originando os miocitos. Estes passam a aderir-se uns aos outros, fusionando-se para a

formagao dos miotubos multinucleados maduros. Figura adaptada de Abmayr e Pavlath (2012).
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1.5. Miostatina

Em adicdo aos fatores miogénicos, fatores de crescimento desempenham um
importante papel no desenvolvimento da musculatura (Fuchtbauer 2002). A Miostatina €
uma das moléculas-chave envolvidas na regulacdo da miogénese. Esta proteina pertence
a familia TGF-B de fatores de crescimento e diferenciagéo e representa um regulador
negativo da deposicdo de musculatura esquelética (McPherron et al 1997). Em
camundongos, a inativacdo do gene da Miostatina leva a hiperplasia e hipertrofia das
fibras musculares, gerando musculos individuais duas a trés vezes maiores do que os de
animais selvagens. Além disso, mutacdes no gene da Miostatina estao associadas com o
feno6tipo de musculatura dupla em diversas outras espécies animais, como em ragas de
gado (Belgian Blue e Piedmontese) (McPherron e Lee 1997), além de caes (Mosher et al
2007) e ovelhas (Clop et al 2006). Na raca de gado Belgian Blue, o gene da Miostatina
contém uma delegéo de 11 nucleotideos no terceiro exon, o que causa uma mudanga no
quadro de leitura, eliminando virtualmente toda a regido ativa da molécula. A sequéncia
do gene da ragca Piedmontese contém uma mutacdo do tipo missense no terceiro exon,
resultando na substituicdo de tirosina por uma cisteina na regido madura da proteina
(McPherron e Lee 1997). Em cachorros da raga Whippet, foi observada uma delecéo de
dois pares de base no terceiro exon da Miostatina, que resulta em um coédon de término
prematuro no aminoacido 313 (Mosher et al 2007). No caso das ovelhas Texel, foi
observada uma transicdo de Guanina para Adenina na regidao da UTR 3', que cria um
sitio-alvo para dois microRNAs (mirl e mir206) altamente expressos no musculo
esquelético, causando uma inibicdo translacional do gene (Clop et al 2006). Estudos
demonstraram que animais da raca Belgian Blue que possuem mutacdes no gene da
Miostatina séao viaveis e férteis, além de produzirem maior quantidade de carne de boa

qualidade, o que indica um grande potencial de produgdo de maior massa muscular em
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outros animais, como ovelhas, porcos, galinhas, perus e peixes, que apresentam alto grau
de conservagao de sequéncia desta proteina (McPherron e Lee 1997).

A fungdo da Miostatina parece estar conservada até mesmo em humanos.
Schuelke et al (2004) relataram o primeiro caso de uma crianga nascida com mutagoes
neste gene, que ja apresentava musculatura mais proeminente que o normal a termo.
Uma transicao Guanina-Adenina no nucleotideo g.IVS1+5 mostrou-se presente em ambos
os alelos do paciente, resultando provavelmente em uma inser¢do de parte do intron 1 a

molécula, causando perda de fungao (Schuelke et al 2004).

Além disso, niveis aumentados de Miostatina sdo observados no sangue de
pacientes durante condi¢des de perda e atrofia muscular. A inibicao de sua expressao ou
atividade influencia significativamente a massa muscular, melhorando o processo de
regeneragao apoés injuria ou em doengas degenerativas como distrofias de Duchenne e
Becker (Joulia-Ekaza e Cabello 2007). A Miostatina também esta provavelmente
envolvida em processos de caquexia, uma sindrome degenerativa com processo de perda
de tecido adiposo e muscular esquelético acompanhado de injuria severa, doencgas
malignas crénicas ou em estdgio terminal (cancer) e doengas infecciosas (AIDS)
(Jespersen et al 2006). Por este motivo, algumas técnicas tém sido estudadas buscando
regular a expressao da Miostatina in vivo. Uma vacina de DNA contra a Miostatina esta
sendo estudada, e sua administracdo é responsavel por um aumento do peso corporal e
da massa muscular esquelética, mas sem aumento do tecido adiposo. Durante os testes
em camundongos, ndo foram observadas alteragdes na bioquimica do soro sanguineo ou
efeitos colaterais aparentes (Tang et al 2007). Um anticorpo neutralizador e um receptor
dominante-negativo também tém sido usados para bloquear a funcdo da Miostatina

(Takata et al 2007).
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O gene da Miostatina € altamente conservado entre as espécies, tanto em
estrutura quanto em fungéo. A regido codificadora da porgdo C-terminal demonstrou ser
idéntica em humano, rato, murino, porco, peru e galinha (McPherron et al 1997). A
Miostatina é sintetizada como um precursor de 376 aminoacidos, contendo uma
sequéncia sinal, um dominio pro-peptideo N-terminal e um dominio C-terminal (molécula
ativa) (Joulia-Ekaza e Cabello 2007) (Figura 5). Como outros membros da familia TGF-8,
a Miostatina é sintetizada como uma proteina precursora que sofre dois eventos de
processamento proteolitico para gerar a molécula biologicamente ativa. O primeiro
evento remove a sequéncia sinal N-terminal de 24 aminoacidos, necessaria para enviar a
proteina para vias de secregcdo. O segundo evento gera, através de clivagem, o
fragmento C-terminal, que possui atividade de ligagdo com os receptores de activina do
tipo 1l (Act RIIA e Act RIIB) (Lee 2004). Apds o processamento proteolitico, o pro-
peptideo e o dimero C-terminal, unidos por pontes dissulfeto, permanecem ligados nao-
covalentemente em um complexo latente, que pode também estar associado a outras
proteinas (Lee e McPherron 2001). Apds sua liberacdo, o dimero liga-se entdo aos
receptores de activina do tipo Il, ativando uma cascata de sinalizacdo interna, mediada

pelas proteinas SMADs (Lee e McPherron 2001).
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Figura 5. A mi é sil i como uma p ina p (A) que sofre dois eventos de
processamento proteolitico para gerar a ativa. O primeiro evento (B)
remove a sequéncia sinal N i de 24 i (em ), ia para enviar a
proteina para vias de secrecdo. O segundo evento (C) gera, através de clivagem, o fragmento C-
terminal (em verde) que possui atividade de ligagdo com o Apds o p o
proteolitico, o pré-peptideo (em azul) e o dimero C-terminal, ligado por pontes disulfeto, permanecem
ligados né em um latente. A IGi desse latente ocorre,
provavelmente, apos a quebra do pro-peptideo (D) e, sé entdo, o dimero C-terminal torna-se
biologicamente ativo (E).

Figura 5 — Representacdo esquematica do processamento da Miostatina. A: Proteina
precursora, contendo sequéncia sinal N-terminal (amarelo), pro-peptideo (azul) e fragmento C-
terminal (verde). B: primeiro evento proteolitico de remocdo da sequéncia sinal N-terminal. C:
segundo evento proteolitico gerando o fragmento C-terminal que permanece ligado nao
covalentemente ao pré-peptideo em um complexo latente. D: quebra do pro-pepetideo. E:

liberagao do dimero C-terminal ativo.

Através da via classica mediada por SMADs (Otten et al 2010), a ligacao de um
ligante especifico ao receptor de activina do tipo Il faz com ele recrute e fosforile o
receptor de activina do tipo |. Este, por sua vez, fosforila SMADs reguladas pelo receptor
(R-SMAD), que formam entdao complexos com SMADs mediadoras do tipo comum
(CoSMAD). Estes complexos se translocam para o nlcleo onde induzem a transcricao de
genes alvo, através da interagdo com fatores transcricionais especificos (FT). SMADs
inibidoras (I-SMAD) representam importantes estruturas de retroalimentacdo negativa,
podendo bloquear a sinalizagao através da ligacao competitiva ao receptor do tipo I, ou as

R-SMADs (Figura 6). A transcricao induzida por Miostatina necessita da participacao das
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R-SMADs 2 e 3 e da Co-SMAD4. A SMAD?7 inibitéria reduz a transcrigdo induzida por

Miostatina (Zhu et al 2004).

Receptorde Q Receptorde
activinatipol = ~activinatipo Il

Nucleo

Transcrigao

DNA

Figura 6 — Representacao esquematica da via de sinalizacdo mediada por SMADs. A
presenca do ligante causa a ativagcao do receptor de activina do tipo | pelo receptor de activina do
tipo Il, que passa, entdo, a fosforilar SMADs reguladas pelo receptor (R-SMAD). Estas formam
complexos com SMADs mediadoras comuns (Co-SMAD), sao translocadas para o nucleo e
interagem com fatores transcricionais (FT) para ativar a transcricdo de genes especificos. A
presenca de SMADs inibidoras (I-SMAD) bloqueia a sinalizacdo. Figura adaptada de Otten et al

2010.
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Estudos in vitro usando mioblastos C,Cs, de camundongos mostraram que a
superexpressado de Miostatina diminui a sua proliferagéo, gerando acumulo de células
C.Ci2 nas fases G1 e G2 do ciclo celular (Joulia et al 2003). Durante a fase de
proliferacao ativa dos mioblastos, a Miostatina regula negativamente a transicao de G1
para S através de vias dependentes e independentes de Rb (proteina retinoblastoma)
(McFarlane et al 2005). Além disso, através da inativacao dos fatores miogénicos MyoD e
Miogenina, a Miostatina inibe fortemente a diferenciagéo terminal, um evento crucial para
a formagédo das fibras musculares. Niveis aumentados desta proteina reduzem
significativamente a taxa de apoptose de mioblastos, indicando que a Miostatina
enddgena protege as células da apoptose. A proteina p21 (inibidora de Cdk-ciclina,
regula a transicao da fase G1 para S no ciclo celular) € um provavel alvo especifico da
Miostatina enddgena, envolvida na influéncia da Miostatina sobre a proliferacao,
diferenciacdo e apoptose, pois a superexpressao da Miostatina aumenta os niveis das

proteinas p21 e de p53 (regulador transcricional de p21) (Joulia et a/ 2003).

1.6. Promotor da Miostatina

A regido 5’ que antecede o gene da Miostatina de humano, bovino, porco e murino
tem consideravel homologia de sequéncia e compartilha muitos sitios de ligacdo para
fatores transcricionais (Salerno et al 2004). Alguns sitios E (E-boxes), aos quais se ligam
os fatores miogénicos, sdo conservados em posi¢cdo e sequéncia dentre as diferentes
espécies, indicando que a expressao conservada da Miostatina pode ser atribuida a

conservagao do promotor (Spiller et al 2002).

Apesar do vasto conhecimento sobre sua fungdo, pouco se sabe sobre a

regulacdo da expressao do gene da Miostatina. Com o intuito de localizar elementos cis-
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regulatorios que regulam a expressao deste gene, realizamos previamente a identificacao
e caracterizagao funcional do promotor génico da Miostatina (Grade et al 2009). Através
de ensaios de bioinformatica de alinhamento do I6cus deste gene, foi identificada uma
regido de 259 pares de base (pb) antecedendo imediatamente o inicio de transcricao,
altamente conservada entre vertebrados amniotos (92% de identidade de sequéncia entre
humano e camundongo, 77% entre humano e galinha). Esta regido foi entao isolada e
sua capacidade de dirigir a expressdao de um gene reporter foi testada in vitro e in vivo
(Figura 7), comprovando assim seu papel de promotor génico. Apesar de ser capaz de
dirigir a expressdo do gene reporter GFP na regido do dominio hipaxial dos somitos
(Figura 7Aiii), o promotor nédo foi capaz, como esperado, de fazé-lo na regidao do dominio
epaxial dos somitos e no tubo neural (Figura 7Aiv e 7Biii) (Grade et al 2009), onde
normalmente ndo ha expressdo do gene da Miostatina (Amthor et al 2002). Visando
identificar os componentes ativos que possam conferir esta especificidade espacial ao
promotor, uma analise refinada dos sitios de ligagdo para fatores transcricionais no
promotor da Miostatina demonstrou a presenca de um sitio TATA, além de sitios para

CREB, NFY, Meis e FXR, conservados entre os vertebrados (Figura 8).
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Figura 7 — A: Analise in vivo do promotor da Miostatina em somitos de embrides de galinha.
(i) viséo lateral da regido dos somitos entre membros onde foi realizada a eletroporagé@o, dorso
para cima, E: domino epaxial, H: dominio hipaxial; (ii) expressdo da construgdo reporter controle
pCAB/RFP na regidao dos dominios epaxial e hipaxial dos somitos (setas pretas); (iii) expressao da
construgao repérter pPPMM/GFP contendo o promotor da Miostatina, na regido hipaxial dos somitos
(setas brancas); (iv) sobreposicao de (ii) e (iii), indicando a expressao concomitante de GFP e RFP

em amarelo (setas brancas); apenas RFP é expresso na regido epaxial dos somitos (setas pretas),
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indicando que o promotor da Miostatina possui especificidade espacial. B: Analise in vivo do
promotor da Miostatina no tubo neural de embrides de galinha. (i) Visdo geral do corte
transversal na regido entre membros, dorso para cima, NT: tubo neural; (ii) RFP é expresso na
regidao do tubo neural (setas brancas); (ii) GFP nao & expresso no tubo neural, reforcando a
existéncia de especificidade espacial no promotor da Miostatina. Figura adaptada de Grade et al

2009.

CTTTCATGATTTGGGGATTTATTTCATTTATGAAGTAGTCAAATGAATCAGCTTGCCCTCGACTGT

AACAAAATACTGCTTGGTGACTTGTGACAGACALCI I "I "IAACC I CTGACAGCGAGATTCATTGTG

FER
MEIS

GAGCAGGAGCCAATCATAGATCCTGACGACACTTGTCTCCTCTAAGTTGGAATATAAAAAGCCACT

NFY TATA
CREB

TGGAATACAGTATACAGGACTCCCTGGCGTGGCAGGTTGTCTCTCGGACGGTACATGCACTAATAT

TTCACT

Figura 8 — Estrutura do promotor da Miostatina em vertebrados. Disposicao dos sitios de
ligacdo conservados para os fatores transcricionais CREB, NFY, Meis e FXR, além de TATA,

encontrados em peixes, aves e mamiferos.

1.7.  Fatores transcricionais cujos sitios sao conservados no promotor

CREB é um membro da familia CREB de fatores de transcricdao do tipo Basic
Leucine Zipper, que também inclui ATF e CREM. Estes fatores se ligam ao elemento
responsivo ao cAMP (ou cAMP responsive element - CRE) como homo ou heterodimeros
e ativam a transcricdo de genes alvo, uma vez fosforilados por PKA (Chen et al 2005). A

via classica de sinalizagdo mediada por cAMP (Figura 9) é induzida por GPCR, uma
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familia de receptores transmembrana ligados a proteina G, que transmite sinais externos
para o nucleo (Pourquié 2005). A sinalizacao inicia com a ativacdo de uma proteina G
trimérica associada ao receptor. O GTP ligado a subunidade a da proteina G é hidrolizado
e faz com que esta subunidade se dissocie, regulando a atividade da adenilil ciclase. Uma
vez ativada, esta enzima converte ATP em cAMP, que se liga e ativa a proteina quinase A
(ou protein kinase A — PKA). A subunidade catalitica da PKA entra no nucleo e fosforila os
fatores de transcricdo da familia CREB, que regulam a expressdo de genes contendo o

sitio de ligacao CRE (Pourquié 2005).

. PK

g

inativa ‘

Figura 9 — Esquema representativo da via de sinalizacao mediada por cAMP. O ligante induz
a quebra de GTP em GDP e a subunidade a da proteina G é entdo dissociada e passa a regular a

enzima adenilil ciclase que, por sua vez, transforma ATP em cAMP. Este libera a subunidade ativa
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de PKA, que vai para o nucleo e fosforila os fatores da familia CREB, regulando a transcricao de

genes especificos. Figura adaptada de Pourquié 2005.

NFY (Nuclear Transcription Factor Y) € uma proteina heteromérica (formada pelas
subunidades A, B e C) amplamente expressa e se liga principalmente ao sitio CCAAT
(Mantovani 1999). Estes sitios sdo elementos ubiquos, encontrados em diversos
promotores génicos, especialmente aqueles que possuem também um sitio CRE (Zhang
et al 2005), e sao envolvidos na regulacao de genes alvo. Tipicamente, os sitios CCAAT
sdo flanqueados por pelo menos um elemento de promotor funcionalmente importante, e
a interagdo entre eles € essencial para o funcionamento da unidade reguladora

(Mantovani 1999).

Meis pertence a familia TALE (Three Aminoacid Loop Extension) de fatores de
transcricdo, que possuem em comum um homeodominio (Coy e Borycki 2010). Os
membros da familia homeobox sdo fortemente envolvidos com o controle génico do
desenvolvimento do padrdo anatémico, como é o caso dos genes Hox. Meis esta
relacionado ao correto desenvolvimento de membros em camundongo, galinha e

Drosophila (Mercader et al 1999).

Por fim, FXR (Farnesoid X Receptor) esta envolvido na reducdo da producao
enddgena de 4cidos graxos e acelera sua biotransformacéo e excregédo. Adicionalmente,
FXR possui um papel critico no metabolismo de lipidios € no controle de carboidratos
hepaticos. Camundongos mutantes para este gene apresentam uma diminuicdo de tecido
adiposo, baixa concentragdo de leptina no soro e niveis elevados de &cidos graxos no

plasma (Sinal et al 2000). De fato, ja foi demonstrado que a Miostatina € expressa no
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figado e no tecido adiposo de aves e mamiferos (Sundaresan et al 2007; McPherron et al

1997).

O presente trabalho teve por intuito verificar o papel que cada um destes sitios de
ligacdo possui sobre a atividade do promotor génico da Miostatina, através do uso de
mutagénese sitio-dirigida. Os resultados encontrados permitiram compreender como o
promotor da Miostatina se comporta ao longo da diferenciacdo de mioblastos de
camundongo, e como os fatores transcricionais que a ele se ligam orquestram sua
dindmica atividade. Um melhor entendimento da atividade do promotor génico da
Miostatina pode fornecer ferramentas para a criacdo de estratégias terapéuticas que
visam amenizar os sintomas causados pela elevagéo dos niveis desta proteina no sangue

de pacientes com distrofia.
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2. OBJETIVOS

21. Geral

Determinar o papel dos sitios de ligacdo para fatores de transcricdo conservados

encontrados no promotor do gene da Miostatina.

2.2. Especificos

a. Analisar o padrao de expressao dos fatores transcricionais CREB, NFY, Meis e
FXR para os quais ha sitios de ligagdo conservados no promotor génico da

Miostatina, através de ensaios de hibridacao in situ de embrides de galinha.

b. Verificar a presenca dos fatores transcricionais para os quais ha sitios de ligacao
conservados no promotor génico da Miostatina em mioblastos C,Ci, de
camundongo em condi¢des de proliferagdo e diferenciagédo, através de RT-PCR

qualitativo.

c. A partir de uma construcdo contendo o promotor da Miostatina dirigindo a
expressao de um gene reporter (Luciferase), produzir mutantes delecionais,
contendo diferentes combinagdes de mutagdes nos sitios para a ligagédo de CREB,

NFY, Meis e FXR.

d. Analisar o papel das construgcdes delecionais geradas na capacidade de dirigir a
expressdao do gene reporter, utilizando transfeccdo de mioblastos C,Ci, de

camundongo em condigdes de proliferagao.
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e. Analisar o comportamento do promotor da Miostatina ao longo do processo de

diferenciagdo de mioblastos C.C, de camundongo.

f. Analisar o comportamento das construgdes delecionais geradas, utilizando

transfecgéo de mioblastos C,C, de camundongo em condi¢gbes de diferenciagéo.

g. Estabelecer um esquema didatico que explique o papel de cada fator de

transcricdo sobre o promotor da Miostatina durante condicbes de proliferacao e

diferenciacdo de mioblastos C.Ci».
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Ensaios de hibridacao in situ

3.1.1. Coleta de embrioes

Buscando verificar o padrao de expressao das moléculas analisadas no presente
estudo, foram conduzidos ensaios de hibridagdo in situ. Embrides de galinha foram
coletados a partir de ovos fertilizados da granja Yamaguishi apds incubacéo a 38,5°C em
atmosfera umedecida. O estagio escolhido para as andlises, de acordo com a
classificacao dada por Hamilton e Hamburguer (1951), foi HH25, que representa o maior
pico de expressdo da Miostatina em somitos (Amthor et al 2002). Ap6s a coleta, os
embrides foram lavados em PBS, tiveram suas membranas extraembrionarias removidas
com auxilio de pingas e foram fixados overnight em PFA 4%.

Apos a fixacao overnight, os embrides foram entdo preparados para os ensaios de
hibridacao in situ, sendo lavados em PBT (PBS + 0,1% Tween 20) e desidratados em uma
sequéncia de solugdes de metanol a 25%, 50% e 75% em PBT, seguido de um banho de
uma a duas horas de H.O, 6% em Metanol, para finalmente serem armazenados em

metanol 100% a -20°C.

3.1.2. Sintese da sonda
A introducédo de RNases em qualquer momento de um experimento de hibridagéo,
desde a coleta até a formacéao do hibrido de RNA endbgeno/sonda, pode causar um sinal
fraco ou ausente. Para que isto ndo acontega, a 4gua e todas as solugdes utilizadas no
procedimento sdo tratadas com dietilpirocarbonato (DEPC, 100uL de DEPC por litro de

solugéo), um forte inibidor enzimatico que atua desnaturando as proteinas, como as
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RNAses. Depois de tratadas, as solucbes sao deixadas overnight em uma capela para

evaporacgao do DEPC, sendo em seguida autoclavadas para entdo serem utilizadas.

As sondas de RNA utilizadas nos ensaios de hibrida¢do in situ para Miostatina,
Meis e MyoD foram preparadas a partir de seu respectivo cDNA molde. O clone da
Miostatina foi fornecido pelo Dr. Luiz Lehmann Coutinho, da Esalq/USP — Brasil; o clone
para Meis foi fornecido pelo Dr. Miguel Torres, da Fundacion CNIC — Espanha; e o clone
para MyoD foi fornecido pelo Dr. Bodo Christ, da Universidade de Freiburg — Alemanha.
Os plasmidios contendo os DNAs de interesse foram inicialmente submetidos a técnica de
PCR utilizando os primers M13 direto (5° CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3’) e M13
reverso (5 TCACACAGGAAACAGCTATGAC 3’) a fim de amplificar somente a sequéncia-
molde. Para a reagédo de amplificagdo (PCR), foi preparada uma reagédo de volume final
de 50uL, na qual foram adicionadas quantidades equivalentes a 300ng de DNA molde; 0,2
mM de cada dNTP; 2 mM de MgCly; 2,5% de DMSO; 1,25 u/50 yL de Tag DNA
Polimerase (Fermentas); 1X Taq buffer fornecido pelo fabricante; 0,5 uM de cada um dos
primers (direto e reverso); e, por fim, agua tratada com DEPC, em suficiente quantidade
para completar o volume final da reacao para 50 pL.

Esta reacdo foi submetida a 35 ciclos de amplificagdo que consistem em uma fase
de desnaturacao (94 -96°C), uma fase de pareamento dos primers (55°C) e uma fase de
extensdo do DNA (72-76°C) em que ira ocorrer a sintese de uma nova fita antiparalela
sobre a fita anteriormente desnaturada, funcdo que € exercida pela enzima Tag DNA

polimerase.

No caso de CREB, NFY e FXR, as sondas foram preparadas através de uma
estratégia de amplificagdo por PCR. Neste caso, um fragmento de interesse de cDNA foi
gerado por RT-PCR a partir de RNA total extraido de embrides de galinha, utilizando

primers especificos (ver Tabela 1). O produto desta reacdo foi usado como molde para
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uma segunda PCR, utilizando novos primers (ver Tabela 1) contendo adicionalmente a
sequéncia do promotor da T7 RNA polimerase, ou na regido 5 (para a sonda anti-senso)
ou na regiao 3’ (para a sonda senso, usada como controle), com o intuito de
artificialmente introduzir um sitio que permite a sintese de transcritos de RNA sem a

necessidade de clonar.

Apos verificagdo em gel de agarose 1,5%, o produto da PCR foi quantificado para
entdo ser utilizado no preparo das sondas de RNA. No preparo da reacao foi utilizado de
250 a 500ng do produto de PCR; 2 uL de tampéao de transcricdo 10X (10X transcription
buffer - Ambion), 2 uL de 0,1M de DTT, 2 pL de uma mistura contendo ribonucleotideos e
UTP conjugado a Digoxigenina (DIG), 0,5 pyL de inibidor de RNAse, 1 uL da T7 RNA
polimerase e agua livre de ribonucleases para completar o volume final de 20 pL. Esta

reacgao foi entdo incubada a 37°C por duas horas.

O RNA transcrito foi entdo tratado com 2uL de DNase | (2U) (Fermentas) por 15
minutos a 37°C e, em seguida, purificado em coluna (SigmaSpin Sequencing Reaction
Clean-Up - Sigma). Apos quantificagdo do material, a sonda po6de entao ser diluida em um
tampao de Pré-hibridagdo (formamida 50%, SSC 5X pH 4,5, 50 pg/mL de RNA de

levedura, SDS 1% e 50 pug/mL de heparina) a uma concentragao final de 1 pg/mL.
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Tabela 1 — Primers desenhados para a sintese das sondas anti-senso, utilizadas na

hibridacao in situ. A sequéncia do promotor da T7 RNA polimerase esta sublinhada.

Nome Referéncia Primer direto Primer reverso
do Gene
NFY NM_001006 | TTCCTGTCCCTTCTGCAAGT ACCCCCTTCAGTTTCTGTCA
12PCR | 325.1
NFY TTCCTGTCCCTTCTGCAAGT TAATACGACTCACTATAGGGAGAACCCCCT
22 PCR TCAGTTTCTGTCA
FXR NM_204113 | GGCATTCTTTCAGAGCCAAT | CCATTTGCTTGCATTTCCTT
12PCR | 2
FXR GGCATTCTTTCAGAGCCAAT | TAATACGACTCACTATAGGGAGACCATTTG
22 PCR CTTGCATTTCCTT
CREB NM_ 204450 | CCACAGGTCCAGACAGTTCA | TGCCATGACTACTCCAGGTG
12PCR | o2
CREB CCACAGGTCCAGACAGTTCA | TAATACGACTCACTATAGGGAGATGCCATG
22 PCR ACTACTCCAGGTG

3.1.3. Hibridacao in situ

Com os embrides coletados armazenados em metanol 100% e as sondas prontas,
pdde-se dar inicio aos ensaios de hibridagdo in situ. A principio os embrides foram
reidratados através de banhos seriados decrescentes de metanol em PBT (75%, 50% e
25%), seguidos de mais duas lavagens de cinco minutos de PBT. Depois de feitas tais
lavagens, os embrides foram tratados com uma mistura de detergentes contendo Igepal
1%, SDS 1%, Deoxicolato 0,5%, Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0 e NaCl 150
mM, que atuam facilitando o acesso da ribossonda ao RNAm no interior de cada célula no
momento da hibridacdo, sem que o embrido tenha sua integridade comprometida. Apds
seguidos banhos da mistura de detergentes os embrides foram entdo refixados em PFA
4% e lavados em PBT. Ao final destas etapas os embrides foram lavados primeiramente
com tampao de Pré-hibrida¢do (formamida 50%, SSC 5X pH 4,5, 50 ug/ml de RNAt de
levedura, SDS 1% e 50 ug/ml de heparina) pré-aquecido no banho a 70°C, preparada a

50% em PBT, para em seguida serem lavados em um tampao de Pré-hibridacdo 100%
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também aquecido. Depois de serem lavados, foram deixados durante uma hora no
mesmo tampao, mas agora no banho a 70°C, para somente enfim serem incubados em

tampao de hibridacdo com a sonda de interesse overnight no banho a 70°C.

Apos ficarem overnight no banho a 70°C com a sonda, os embrides foram lavados
exaustivamente com uma Solugdo X aquecida, que contém 50% de Formamida, SSC 2X
pH 4,5 e 1% de SDS. Em seguida, foram dados quatro banhos de 30 minutos cada € um
banho de 10 minutos com a mesma Solugéo X 50% diluida em MABT (Acido maléico 100
mM, NaCl 150 mM, Levamisole 2 mM e Tween 20-0,1%, em pH 7,5). Apds esta etapa, os
embrides foram pré-bloqueados em reagente de bloqueio Boehringer Mannhein (BBR) a
2% em tampao MABT durante uma hora a temperatura ambiente. Posteriormente, os
embrides foram bloqueados em uma solugado de alta concentragdo protéica (BBR 2%,
soro de ovelha inativado 10% em tampao MABT) por 2 horas. A etapa de bloqueio é
importante para bloquear sitios aos quais o anticorpo pode eventualmente se ligar
inespecificamente. Apds o bloqueio, os embrides foram incubados em solugao contendo
2% de BBR em tampdo MABT, 1% de soro de ovelha inativado e anticorpo anti-DIG
conjugado a fosfatase alcalina na titulagao de 1:2000 durante pelo menos 16 horas a 4°C.
No dia seguinte, os embrides foram lavados sete vezes com intervalos de 1Th em tampao
MABT a temperatura ambiente, e por mais pelo menos 16 horas a 4°C para completa

eliminacdo de marcagao inespecifica pela fosfatase alcalina.

Antes de comecar a revelacdo do sinal, os embrides foram lavados quatro vezes
por 10 minutos em solugéo tampao NTMT (NaCl 100 mM, Tris 100 mM pH 9,5, MgCI2 50
mM, Tween-20 0,1%, Levamisole 2 mM) a temperatura ambiente. Posteriormente as
lavagens, os embrides foram tratados com Tampao NTMT juntamente ao substrato para

fosfatase alcalina, NBT/BCIP (18,75 mg/ml de NBT, 9,4 mg/ml de BCIP) em NTMT,
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protegidos da luz, a fim de detectar a agdo da fosfatase alcalina até a reagcao atingir a

intensidade desejada.

Para interromper a reagdo, os embrides foram lavados em PBT 1X, fixados em
PFA 4% a 4°C por pelo menos 20 minutos. Apéds a fixagdo os embrides foram lavados em
PBS 1X, tratados em série crescente de glicerol em PBT (25%, 50% e 80%) e

armazenados em glicerol 80%.

Os embrides foram entdo embebidos em gelatina a 20% em PBS, em dois banhos
de 1 hora cada, a 55°C. Ap6s os banhos, o material foi emblocado em pequenas formas
e, apbs secar, levado ao PFA 4% por pelo menos um periodo overnight. Apds o
endurecimento dos blocos de gelatina, foram realizados cortes de 50 um em vibratomo na
regido do tronco entre membros. Os cortes foram entdo analisados e fotografados ao

microscépio Nikon E800 utilizando a objetiva de 20x.

3.2. RT-PCR qualitativo

Com o intuito de verificar a presenca de transcritos dos fatores transcririonais
estudados, bem como da Miostatina, foram realizados ensaios de RT-PCR qualitativo.
Primeiramente foi extraido o RNA total dos mioblastos C.C>, de camundongo. Apés terem
sido cultivadas normalmente em meio de proliferacdo ou de diferenciacao, as células
foram lavadas com PBS e receberam 1 mL do reagente Trizol. Elas foram deixadas em
temperatura ambiente por alguns minutos, e em seguida foram homogeneizadas com
auxilio de seringa e agulha. Ap6s cinco minutos em temperatura ambiente, foram
adicionados 200 pL de cloroférmio e os tubos foram invertidos por 15 segundos. Apds
mais trés minutos em temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas por 15

minutos, a 11.400 rpm, 4°C. O sobrenadante foi recuperado para um tubo limpo e a ele
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foram adicionados 0,5 mL de isopropanol, seguido de agitacdo por inversao. Apos
descansar por dez minutos em temperatura ambiente, foi realizada uma centrifugacao de
15 minutos, a 11.400 rpm, 4°C. O pellet foi entdo lavado com 1 mL de etanol 75% e
centrifugado por cinco minutos a 8.900 rpm, 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e, apds secagem de dez minutos, o pellet foi ressuspendido com 50 uL de
agua tratada com DEPC. Apés verificar a qualidade e quantidade do RNA, este foi

estocado a -80°C.

Para o preparo do cDNA, foi utilizado o kit Quantitative Reverse Transcription, da
Qiagen, conforme instrugdes do fabricante. Foram misturados 1 pg de RNA, 2 pL do
reagente gDNA e 11,3 puL de 4gua, e mantidos a 42°C por 5 minutos. Em seguida, foram
acrescentados 4 uL de buffer TR, 1 uL de Primer Mix e 1 pL da enzima TR (Transcriptase
Reversa). O tubo foi entdo mantido por 30 minutos a 42°C, seguido de 3 minutos a 95°C.

O cDNA foi estocado a -20°C.

Para a reacao de RT-PCR, foram misturados 2 uL de Buffer 10x, 0,4 uL de dNTP,
0,5 uL de cada um dos primers (direto e reverso — Tabela 2), 1 uL de cDNA, 0,1 uL da
enzima Taqg DNA polimerase e 15,5 uL de agua ultrapura. As condigbes de termociclagem
foram: 94°C por 3 minutos, seguido de 34 ciclos de 94°C por 1 minuto, temperatura de
anelamento (ver Tabela 2) por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Por fim, 72°C por 10 minutos
para a extensdo final e 12°C para sempre. Os primers usados e suas informagdes estdo
representados na Tabela 2. Em seguida, as amostras foram checadas em gel de agarose

1,5%.
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Tabela 2 — Sequéncia e informagdes dos primers utilizados para o experimento de RT-

PCR qualitativo. 18s foi utilizado apenas como um controle endégeno.

Nome do Referéncia Primer direto Primer reverso Tamanho Temperatura
Gene do de

(5°>3) (5°>3) produto anelamento
Miostatina | NM_010834 ACGCTACCACGGAAACAATC GCAGTCAAGCCCAAAGTCTC 482 pb 55°C
NFY NM_010913 AGCCAATACCAACACAAC TCTTCTTCCAGCATCTCT 168 pb 55°C
Meis NM_001193271 | TCGTCAGAGTCATTCAAT AATCATCAAGTTATCCAGTTC 102 pb 55°C
FXR NM_009108 CCAACCTGGGTTTCTACCC CACACAGCTCATCCCCTTT 185 pb 54°C
CREB NM_001037726 | CCTGCCATCACCACTGTA CCATCCGTACCATTGTTAGC 113 pb 55°C
MyoD NM_010866.2 GATGGCATGATGGATTACAGC | GACTATGTCCTTTCTTTGGGG 528 pb 55°C
Miogenina | NM_031189.2 GCTCAGCTCCCTCAACCAG ATGTGAATGGGGAGTGGGGA 424 pb 58°C

3.3. Mutagénese sitio-dirigida

O promotor da Miostatina (259 pb) de camundongo (Chr1: 53118271-53118530)
foi previamente clonado em um vetor de expressdao (pGL3-Basic) antecedendo a
sequéncia que codifica 0 gene repdrter da Luciferase (Grade et al 2009). A partir desta
construcdo, que chamaremos pPMM, foram produzidas onze outras contendo mutacoes

em sitios especificos, visando analisar o papel de cada um deles.

Os ensaios de mutacao sitio-dirigida foram realizados utilizando o kit QuickChange

Il - Site-Directed Mutagenesis, da Agilent. O programa disponivel no site

www.genomics.agilent.com foi utilizado para desenhar os primers de acordo com

instrucdes fornecidas pelo fabricante. O programa permite a troca de no maximo sete
nucleotideos, a fim de possibilitar o desenho de primers com as caracteristicas sugeridas
pelo catédlogo, dentre as quais: ambos os primers devem conter a mutagdo desejada e
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devem anelar na mesma sequéncia em fitas opostas do plasmideo; devem ter entre 25 e
45 bases (primers maiores podem ser usados, mas quanto maior for o tamanho do primer,
maiores as chances de formagao de estruturas secundarias); Tm = 78°C; conteudo GC =
40%; terminar em uma ou mais bases C ou G; além disso, a mutacao desejada deve estar

no meio do primer com cerca de 10—15 bases de sequéncia correta dos dois lados.

3.3.1. Estratégia do desenho dos primers utilizados na mutagénese

A estratégia para o preparo das constru¢cdes de mutacao foi elaborada de modo
que a mutagénese fosse dividida em quatro ciclos, a fim de utilizar as construgées mais
simples para o preparo das constru¢gdes com diversos sitios mutados. Para cada um
destes ciclos, foi escolhido um sitio de uma enzima de restricdo especifica para ser
inserido no sitio de ligagéo de interesse, a fim de facilitar a verificagdo do sucesso da
mutagénese posteriormente, utilizando a digestdo das construcdes. Os sitios de ligacao
mutados sdo representados por A seguido da letras C, N, M ou F, onde C representa

CREB, N representa NFY, M representa Meis e F representa FXR (Tabela 3).

Para cada ciclo, o desenho dos primers foi feito pela troca de alguns nucleotideos.
A troca dos nucleotideos foi feita com base em uma prévia revisdo bibliografica, onde
foram levantados trabalhos contendo estratégias eficientes de mutacdo dos sitios em
estudo. Para os sitios CREB e NFY, foi utilizado como base o trabalho de Osawa et al
(1996); para o sitio Meis, foi considerado o trabalho de Chang et al (1997) e para o sitio

FXR foi utilizado como base o estudo de Forman et al (2005).

As construgdes com mutagbes em apenas um dos sitios (pPPMMAC, pPMMAN,
pPMMAM e pPMMAF), geradas diretamente a partir da construgdo pPMM, constituiram o

Ciclo 1 e receberam a insergao da enzima de restricdo EcoRI (5-GAATTC-3’).
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As construcbes com mutagdes em dois sitios, geradas a partir das construgoes
obtidas no Ciclo 1, fizeram parte do Ciclo 2 e tiveram um sitio para a enzima de restricao
Clal (5-ATCGAT-3’) inserido. Neste caso, a construgdo pPMMAC deu origem a

construcao pPMMACN e a construgdo pPMMAM deu origem a constru¢ao pPMMAMF.

As construgcdes com mutacdes em trés sitios, geradas a partir das construcoes
obtidas no Ciclo 2, fazem parte do Ciclo 3. Neste caso, foram utilizadas duas diferentes
estratégias. Primeiramente foi utilizada a insercao de um sitio para a enzima de restricao
Pstl (5-CTGCAG-3’) e a construgdo pPMMACN deu origem as construgdbes pPMMACNM
e pPMMACNF. No segundo caso, foi utilizada a inser¢ao do sitio para a enzima Smal (5’-
CCCGGG-3), e a partir da construgcdo pPMMAMF foi gerada a constru¢ao pPMMACMF e

também a construgdo pPMMANMF.

Por fim, a construcdo contendo mutagbes em todos os sitios, pPPMMACNMF,
gerada a partir da construcdgo pPMMACNM obtida no Ciclo 3, foi produzida no Ciclo 4,

utilizando a insercao do sitio para a enzima de restricao Notl (5-GCGGCCGC-3’).

Os primers utilizados estéo listados na Tabela 3. Todas as construgbes produzidas

foram posteriormente sequenciadas para verificagao do sucesso das mutagéneses.
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Tabela 3 — Primers desenhados para a obtengdo das constru¢des delecionais. D: primer

direto; R: primer reverso. Nucleotideos mutados estdo sublinhados.

pPMMAC D [GTGGAGCAGGAGCCAATCATAGATCCAGAATTCTCTTGTCTCCTCTAAGT TGGAATATAA
R|TTATATTCCAACTTAGAGGAGACAAGAGAATTCTGGATCTATGATTGGCTCCTGCTCCAC
pPMMAN D |AGCGAGATTCATTGTGGAGCAGGAGAATTCCATAGATCCTGACGACACTTGTCTC
R |GAGACAAGTGTCGTCAGGATCTATGGAATTCTCCTGCTCCACAATGAATCTCGCT
pPMMAM D |GGTGACTTGTGACAGACAGGGTTTTAACCTGAATTCACGAGATTCATTGTGGAGCAGGAGCCAA
R |TTGGCTCCTGCTCCACAATGAATCTCGTGAATTCAGGTTAAAACCCTGTCTGTCACAAGTCACC
pPMMAF D |ACTGCTTGGTGACTTGTGACAGACAGAATTCTATTCTCTGACAGCGAGATTCATTGTGGAG
R |CTCCACAATGAATCTCGCTGTCAGAGAATAGAATTCTGTCTGTCACAAGTCACCAAGCAGT
pPMMACN | D|CTGACAGCGAGATTCATTGTGGAGCAGGAGAATCGATTAGATCCAGAATTCTCTTGTCTCCTCTAAG
R |CTTAGAGGAGACAAGAGAATTCTGGATCTAATCGATTCTCCTGCTCCACAATGAATCTCGCTGTCAG
pPMMAMF | D |AATACTGCTTGGTGACTTGTGACAGACAGGAATCGATTCTGAATTCACGAGATTCAT TGTGGAGCAGG
R |CCTGCTCCACAATGAATCTCGTGAATTCAGAATCGATTCCTGTCTGTCACAAGTCACCAAGCAGTATT
pPMMACNM | D|GTGACTTGTGACAGACAGGGTTTTAACCTCAGCTGCAGTGATTCATTGTGGAGCAGGAGAATCGATTAG
R |CTAATCGATTCTCCTGCTCCACAATGAATCACTGCAGCTGAGGTTAAAACCCTGTCTGTCACAAGTCAC
pPMMACNF | D|ACTGCTTGGTGACTTGTGACAGACAGGACTGCAGTCTCTGACAGCGAGATTCATTGTGGAGC
R |GCTCCACAATGAATCTCGCTGTCAGAGACTGCAGTCCTGTCTGTCACAAGTCACCAAGCAGT
pPMMACMF | D |TTCATTGTGGAGCAGGAGCCAATCATAGATCAGGAGTACCCGGGTCTCCTCTAAGTTGGAATATAAAAAGCCAC
R|GTGGCTTTTTATATTCCAACTTAGAGGAGACCCGGGTACTCCTGATCTATGATTGGCTCCTGCTCCACAATGAA
pPMMANMF | D [CTGAATTCACGAGATTCATTGTGGAGCCCGGGAAAAGCATAGATCCTGACGACACTTGTCTCCT
R |AGGAGACAAGTGTCGTCAGGATCTATGCTTTTCCCGGGCTCCACAATGAATCTCGTGAATTCAG
pPMMACNMF | D [AATACTGCTTGGTGACTTGTGACAGACAGCGGCCGCATCTCAGCTGCAGTGATTCATTGTGGAGCAG
R

CTGCTCCACAATGAATCACTGCAGCTGAGATGCGGCCGCTGTCTGTCACAAGTCACCAAGCAGTATT
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3.3.2. Purificacao dos Primers

Inicialmente, os primers desenhados para os ensaios de mutagénese sitio-dirigida
foram purificados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 5% (PAGE). Para
realizar este procedimento, foi preciso fazer uma corrida eletroforética com os primers em
gel de poliacrilamida 5%, que foi posteriormente corado em banho de brometo para
possibilitar a visualizagdo das bandas de primers com um transiluminador. As bandas
contendo os primers foram cortadas do gel e eluidas com auxilio de um buffer de eluicao
contendo acetato de aménio, acetato de magnésio, EDTA pH 8,0, e SDS, durante 12-16h
a 37°C. No dia seguinte o material foi filtrado em |1a de vidro para remover os residuos de
gel e foi submetido a lavagens com isobutanol saturado para remover o brometo. Em
seguida, foi realizada uma extragdo com butanol para redugédo de volume e a amostra foi
submetida a uma purificacdo com fenol/cloroférmio, seguida de uma extragdo com
cloroférmio e, por fim, uma precipitagdo com NaCl e etanol. Para finalizar, o material foi
entdo lavado duas vezes com etanol 70% para a retirada dos sais, e ressuspendido em

50 pL de agua, deixando, assim, os primers prontos para serem utilizados.

3.3.3. Mutacao sitio-dirigida

Com os primers purificados, primeiramente, realizou-se uma reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), contendo como enzima a Pfu Ultra HF DNA polimerase, que possuli
ultra-fidelidade de sintese de DNA, copiando a mutacdo apresentada nos primers de
maneira exata para as moléculas-filhas. A reacao de PCR foi preparada contendo 5 pL de
Buffer de reacao 5x concentrado, 50 ng de DNA molde (pPMM), 125 ng tanto do primer
direto como do primer reverso e 1 uL de dNTP mix. O programa utilizado foi o mesmo

sugerido pelo kit de mutagénese, composto por 30 segundos de pré-desnaturacao a
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95°C, seguidos de 18 ciclos de desnaturacdao a 95°C por 30 segundos, alinhamento de
primers a 55°C por 1 minuto e extensdo a 68°C por 4 minutos. Em seguida, foi feita a
digestdo do DNA parental molde ndo mutado, com a enzima Dpn |, que degrada DNAs
metilados e hemimetilados. Foram acrescentados 1 uL da enzima Dpn | ao produto de
PCR e a amostra foi entdo incubada por 1 hora a 37°C. Finalmente, foi feita a
transformacéao térmica de bactérias competentes, com intuito de amplificar os plasmidios

de interesse.

3.3.4. Transformacao e Isolamento de DNA plasmidial

Para a transformacao térmica, as bactérias termo-competentes foram
descongeladas em gelo e ao seu tubo foi acrescentado 4 ng do DNA de interesse
(construgbes de mutagédo). Em seguida foi aplicado o choque térmico, sendo as bactérias
rapidamente submetidas a banho de 42°C por 90 segundos, e imediatamente resfriadas
em gelo por 5 minutos. Apds o procedimento, foi acrescentado meio de cultura LB (Luria-
Bertani) e as bactérias foram crescidas por 1 hora, a 37°C sob agitagdo. Em seguida,
foram peletadas e plagueadas em meio seletivo (LB agar + ampicilina). Transcorrido um
periodo overnight, colbnias isoladas foram utilizadas para o preparo de inéculos em meio
LB liquido e, ap6s crescimento de 12-16 horas a 37°C sob agitacao, foram utilizadas para

extragdo do DNA plasmidial das bactérias (minipreparagao).

As culturas liquidas de bactérias foram inicialmente peletadas e ressuspendidas
em 200 pL de solugao tampéo, contendo um tampao (Tris-HCI), EDTA, que € um quelante
de Mg* e Ca** (para impedir seu uso como ativador de DNase) e glicose. Em seguida,
foram acrescentados 300 pL de solucdo de lise, que contém NaOH e um agente de

solvatacdo SDS (dodecilsulfato de sodio). Esta faz com que as proteinas sofram
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desnaturagéao parcial e o SDS liga-se a elas misturando sua cadeia alifatica ao cerne
hidrofobico das proteinas semi-desnaturadas. O DNA da bactéria ndo se desliga das
proteinas semi-desnaturadas e é alvo de precipitacdo pela agdo da préxima solugdo, a
chamada solucdo precipitadora, que contém K'. O sal de K' do SDS precipita
prontamente, levando consigo o DNA bacteriano e deixando o plasmidio no
sobrenadante. Este ultimo foi precipitado mudando-se a constante dielétrica do meio com
alcool, utilizando isopropanol. Por fim, o DNA foi lavado com etanol, para retirar o excesso
de sais. Em seguida, foi feita a precipitacdo do DNA com NaCl, e foi adicionada uma
solucao de PEG 13%, para uma purificacao mais eficiente do DNA. Por fim, novamente o
DNA foi lavado com etanol para retirada dos sais em excesso. Apds o término da
extracao, foi feita uma digestdo com a enzima de restricdo apropriada, acrescentando-se
10 puL de DNA, 5 pL de buffer 10x, 2 yL da enzima e 33 pL de agua, totalizando 50 pL, de
modo que estes reagentes foram submetidos a 37°C por 1h30min. Por fim, a verificacao
da digestao foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1%. Para confirmar a

insercao da mutacao, as construcdes foram enviadas para sequenciamento.

3.3.5. Isolamento de DNA plasmidial em larga escala

Ao final, para uma producdo em grande quantidade dos vetores de interesse, foi
realizado um isolamento do material em grande quantidade, utilizando o kit EndoFree®
Plasmid Maxi, da Quiagen. Inicialmente, foi realizada a transformacao de cada construgéao
em bactérias termo-competentes, e, a partir de uma coldnia isolada, foi preparado um pré-
indculo contendo 5 mL de meio LB acrescido de antibiético, que cresceu sob agitacao a
37°C por um periodo overnight. No dia seguinte, 250 pL desta cultura liquida foram
transferidos para 250 mL de meio LB acrescido de antibi6tico, crescendo sob agitagéo a

37°C, por 12-16h. Depois disso, as bactérias foram peletadas e ressuspendidas em 10 mL

40



de Buffer P1, que contém RNase A, Tris-HCI pH 8,0 e EDTA, os quais facilitam a
ressuspensao. Em seguida, para realizar a lise das células, foram adicionados 10 mL de
Buffer P2 contendo NaOH e SDS, e apdés mistura dos tubos por inversédo, eles
permaneceram por 5 minutos a temperatura ambiente (15-25°C). Apds este periodo de
incubacao, foram adicionados 10 mL de Buffer P3, um tampao de neutralizagdo composto
por acetato de potassio pH 5,5, que deve estar pré-resfriado para aumentar a eficiéncia
da precipitacdo do DNA gendmico, de proteinas, de restos celulares e do dodecil sulfato
de potassio (KDS). Apds mistura por inversao, o lisado foi transferido para uma seringa
QIAfilter cuja ponta estava tampada para evitar vazamento, e incubado a temperatura
ambiente por 10 minutos. A seringa QIAfilter permite a limpeza do lisado sem a
necessidade de centrifugacao, reduzindo o tempo para purificacdo do plasmideo, e
tornando-o livre de endotoxinas, permitindo que futuramente ele possa ser utilizado em
ensaios de transfeccao de células. Passado este tempo, a tampa foi removida € 0 émbolo
foi inserido para realizar a filtracdo do lisado em um novo tubo. Ao filtrado foram entéo
acrescentados 2,5 mL de Buffer ER contendo isopropanol e Triton® X-100, e apds mistura
por inversdo, o tubo foi incubado em gelo por 30 minutos. Enquanto isso, a coluna de
purificacdo QUIAGEN-tip 500 foi equilibrada pela aplicagdo de 10 mL de Buffer QBT, que
contém 750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH7,0, 15% isopropanol (v/v) e 0,15% Triton® X-100
(v/v), de modo que o fluxo do tampé&o iniciou-se automaticamente pela reducao da tenséo
superficial causada pelo detergente e pela acao da gravidade. A coluna QUIAGEN-tip 500
permite uma purificacdo rapida do material, tornando-o livre de endotoxinas sem a
necessidade de utilizar brometo de etidio, fenol, cloroférmio ou CsCl. Apds o término da
incubacao do filtrado em Buffer ER, o filtrado foi transferido para a coluna de purificagao,
de modo a entrar na resina pela agdo da gravidade. Foram feitas, entdo, 2 lavagens da
coluna com 30 mL de Buffer QC, composto por 1,0 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0 e 15%
isopropanol (v/v). O DNA foi, entao, eluido com 15mL de Buffer QN, composto por 1,6 M
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NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0 e 15% isopropanol (v/v), de modo que o conteudo eluido foi
coletado em um novo tubo. Foram entdo adicionados 10,5 mL (0,7 volumes) de
isopropanol ao DNA eluido, e apds misturar, foi feita a centrifugagdo a 15.000 x g por 30
minutos a 4°C, para precipitar o DNA. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
pellet de DNA foi lavado com 5 mL de etanol 70% e foi feita a centrifugacao a 15.000 x g
por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado, o pellet ficou secando por 5-10
minutos e o DNA foi redissolvido em 100 puL de Buffer TE. Em seguida, foi feita a

quantificacdo do material em espectrofotometro (NanoDrop).

3.4. Ensaios em cultura celular

Células C,Cq» (mioblastos de camundongos) foram cultivadas normalmente em
meio de proliferagio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) contendo 1% de

penicilina/estreptomicina e 10% de soro fetal bovino.

Em preparacdo para as transfeccdes, os mioblastos foram tripsinados e entéo
plagueados em semi-confluéncia (aproximadamente 60%) em placas 6-wells. Para os
experimentos em proliferacdo, a transfeccdo foi realizada no dia seguinte ao
plaqueamento. J& para os experimentos em diferenciacdo, no dia seguinte o meio de
proliferagéo foi substituido por meio DMEM contendo 1% de penicilina/estreptomicina e
2% de soro equino. A transfeccao foi entdo realizada ap6s um, dois, trés, quarto e cinco

dias de diferenciagéo.
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3.4.1. Transfeccao

Para os ensaios de transfeccao, o PEI (polyethyleneimine) foi utilizado como vetor
para carregar as constru¢des delecionais para dentro dos mioblastos. Para tanto foram
misturados a 500 pL de meio DMEM (apenas acrescido de 1% de
penicilina/estreptomicina) 10 ug de PEI, 10 ug da construgdo delecional a ser testada,
juntamente com 5 pg do vetor controle pTK-RL (que contém o promotor ubiquo TK
dirigindo a expresséo do gene reporter Renilla). Para os ensaios de co-transfec¢ao, foram
utilizados 13 pug de PEI para 10 ug da construgéo delecional de interesse, 5 ug do vetor
de expressdo pRc/cytomegalovirus (CMV)-ACREB, ou apenas ACREB (gentilmente
fornecido pelo Dr. Chuck Vinson, do National Institutes of Health, EUA), e 5 ug do vetor
controle pTK-RL. Para um volume final de 6 mL foram entdo acrescidos 5,5 mL de meio
DMEM contendo 1% de penicilina/estreptomicina e 10% de soro fetal bovino. Os
mioblastos foram entdo lavados com meio DMEM acrescido de antibi6tico e cada pogo
recebeu 3 mL da solugcao contendo os DNAs de interesse. Ap6s 5-6 horas, esta solucao
foi removida, e substituida por meio de proliferacdo ou diferenciagdo, conforme

necessario.

3.4.2. Lise e medicao de luciferase/renila

Para a lise e medicdo dos valores de luciferase/renila foi utilizado o kit Dual-
Luciferase Reporter Assay System, da Promega. ApOs aproximadamente 18 horas da
transfeccéo, o meio foi retirado e as células lavadas duas vezes com 2 mL de PBS. Em
seguida cada poco da placa recebeu 250 puL da solugao de lise Passive Lysis Buffer
(Promega) e as células foram entdo removidas com ajuda de um raspador e todo o

volume foi transferido para tubos de 1 mL. Em seguida foram realizados dois ciclos de
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congelamento/degelo em nitrogénio liquido, seguidos de uma centrifugacao por 1 minuto,
a 12.000 rpm (4°C). O sobrenadante foi entdo transferido para um tudo limpo e
imediatamente utilizado para a medigcdo de luciferase/renila (ver Anexo 1). Para esta
etapa foi utilizado um luminémetro. Seguindo a instrucdo do fabricante do kit, foram
utilizados 20 pL de cada amostra, para 100 mL do reagente para medir a luciferase,
seguido de 100 mL do reagente para medir a renila. Cada medicao foi feita por um

periodo de 10 segundos.

3.4.3. Analise dos resultados dos ensaios com luciferase/renila

Cada construgdo teve sua atividade analisada em pelo menos 4 experimentos
independentes, com 2 replicatas cada. Para a padronizacdo dos resultados, os valores
utilizados nas andlises foram sempre a razdo entre os valores de luciferase e renila

encontrados em cada amostra.

Os valores obtidos pelo lumindmetro, em Unidades Relativas de Luz (Relative
Light Units — RLU) foram transformados para “vezes de mudanga” (fold change). Estes
resultados foram entédo analisados quanto a sua distribuicdo normal (Gauss) e os valores
com menos de 5% de probabilidade de fazerem parte da populacéao foram excluidos. Em

seguida, as médias foram comparadas através do teste t de Student.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise de expressao dos fatores transcricionais localizados no

promotor da Miostatina.

Uma vez que a relagdo entre o gene regulado (Miostatina) e seus reguladores
putativos (CREB, NFY, Meis e FXR) necessita que haja dominios de expressao
coincidentes ou complementares, iniciamos o estudo através do estabelecimento do
padrao de expressao destas moléculas em embrides de galinha em estagio HH25, que
representa um pico de expressdo de Miostatina na regido entre membros (Amthor et al
2002). Como pode ser observado na Figura 10, neste estagio de desenvolvimento,
Miostatina e Meis sao proeminentemente expressos no dermomiétomo hipaxial, enquanto
CREB e NFY sao expressos ubiquamente neste nivel axial dos embrides. Estes achados
dao suporte a ideia de que estes fatores transcricionais estdo se ligando ativamente ao
promotor e regulando a expresséo da Miostatina durante o desenvolvimento muscular dos
embrides de galinha. Entretanto, FXR demonstrou ser expresso exclusivamente na regido
da notocorda. MyoD foi usado como marcador miogénico devido ao seu papel muito bem

estabelecido durante a miogénese de vertebrados (Francis-West et al 2003).
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Myostatin CREB

Figura 10 — Seccbes transversais da regiao entre membros de embrides de galinha em
estagio HH25 submetidas a hibridacao in situ. Os padrdes de expressao de (A) Miostatina, (B)
CREB, (C) NFY, (D) Meis, (E) FXR e (F) MyoD estao representados. A regidao dorsal esta voltada

para cima. As flechas indicam a expressao proeminente de Miostatina e Meis na regiao do

47




dermomidtomo hipaxial; a cabeca de seta indica a expressdo de FXR na notocorda. TN: tubo

neural; Nt: notocorda.

4.2. Ensaios mutacionais

Com o intuito de caracterizar funcionalmente o papel de cada um dos quatro sitios
de ligagdo para fatores transcricionais identificados no promotor da Miostatina, foram
criados diversos vetores mutacionais (Figura 11), que foram utilizados nos ensaios de

transfecgéo descritos a seguir.

Luc

FXR
MEIS
NFY
CREB

Wt
pPMMAC
pPMMAN
pPMMAM
pPMMAF
pPMMACN
pPMMACNM
pPMMACNF
pPMMAMF
pPMMACMF
pPMMANMF
pPMMACNMF

\
IR

Figura 11 — Representacao esquematica das construcoes delecionais utilizadas no presente
estudo. As mutagdes séo representadas por um (X) nos sitios de ligagéo para CREB (C), NFY (N),

Meis (M) e/ou FXR (F); Wt: wildtype (tipo selvagem); Luc: Luciferase.
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4.3. Papel dos fatores de transcricao em mioblastos C,C;, em proliferacao

A transfeccdo de mioblastos C,Ci, € um sistema conveniente para testar a
modulacdo da expressao génica por diferentes moléculas e é extensivamente usada para
estudos sobre os mecanismos da miogénese (Rios et al 2001). Portanto, este sistema foi
escolhido para analisar o papel dos reguladores putativos do promotor génico da

Miostatina, através de ensaios mutacionais.

Inicialmente, foram analisados mioblastos submetidos a condigcbes normais de
proliferacdo. Para verificar se os fatores transcricionais em estudo, e também a
Miostatina, estdo presentes neste contexto, foram realizados ensaios de RT-PCR
qualitativo (Figura 12A). MyoD e Miogenina foram usados como controles miogénicos, e o
RNA ribossomal 18s como um controle enddgeno. Os resultados mostram que todas as
moléculas testadas estao presentes em células C,Cs, em proliferacao. FXR apresentou
um tamanho diferente do esperado (183 pb) e, por isso, foi utilizado RNA de figado para
realizar um controle para este fator transcricional. Os resultados indicam que o FXR é

expresso como transcritos diferentes em células C,C2 e no figado.

Em seguida, todas as construgbes mutacionais produzidas previamente para este
estudo foram transfectadas em mioblastos em proliferacdo. Adicionalmente, uma forma
dominante negativa da proteina CREB (ACREB) foi co-transfectada com o promotor
selvagem (pPMM), que teve sua expressao repérter analisada. Os resultados obtidos

estao representados na Figura 12B.

A mutagdo gerada no sitio de ligacao para CREB (pPMMAC) resultou em um
aumento de 1,4 vezes na atividade do promotor, quando comparado ao promotor
selvagem, indicando que esta molécula atua como um repressor durante a proliferacdo de
mioblastos. Da mesma forma, a co-transfeccdo do vetor ACREB com a construgao

contendo o promotor intacto resultou em um aumento na atividade do promotor (1,2
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vezes). O mesmo foi observado para a mutagao no sitio para o fator Meis (pPPMMAM), que
causou um aumento de 1,3 vezes na atividade do promotor da Miostatina. Em contraste,
quando a mutacao foi gerada no sitio para NFY (pPMMAN), houve uma queda de 3,8
vezes na atividade do promotor, sugerindo que o NFY atua como um ativador durante a
proliferacdo dos mioblastos. A mutacido no sitio para FXR (pPMMAF) nao resultou em

alteracao significativa na atividade do promotor.

Construgcbes contendo mutacdes multiplas resultaram ora em um aumento e ora
em uma diminui¢cdo na atividade do promotor. A construgao contendo mutagées nos sitios
para Meis e FXR (pPMMAMF) gerou um aumento de 1,5 vezes na atividade de luciferase,
e a construgdo com sitios mutados para CREB, NFY e Meis (pPPMMACNM) resultou em
um aumento de 2,6 vezes de expressdao reporter. Todas as demais construgdes
apresentaram uma diminuicdo na atividade do gene repérter: quando os sitios para CREB
e NFY foram mutados (pPMMACN), um decréscimo de 4,1 vezes foi observado; quando
as mutacgdes foram localizadas nos sitios para CREB, NFY e FXR (pPMMACNF), a
diminuicdo foi de 8,3 vezes; a constru¢cdo com alteragées nos sitios para CREB, Meis e
FXR (pPMMACMF) apresentou um decréscimo de 1,9 vezes na atividade da luciferase;
quando as mutag¢des eram localizadas nos sitios para NFY, Meis e FXR (pPMMANMF), a
diminuicdo foi de 3,2 vezes; finalmente, quando todos os sitios foram mutados

(PPMMACNMF), a atividade do gene repérter diminuiu 2,4 vezes.
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Figura 12 — A: Ensaios de RT-PCR qualitativo. Expressao dos fatores de transcricdo analisados
e da Miostatina durante a proliferacdo de células C,Cyz in vitro. A primeira coluna corresponde ao
indicador de peso molecular de 100 pb. B: Analise da atividade das construcoes delecionais
através de transfeccao de células C,C;, durante a proliferacdo. Resultados mostram a variagdo
da expressao do gene repérter das construgdes mutacionais em relagdo ao promotor selvagem, e
sdo apresentados de acordo com a variagdo em “vezes” (eixo y), barras indicam médias + desvio

***P<0.05.
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4.4. Anadlise do comportamento do promotor da Miostatina através da
diferenciacao dos mioblastos C,C;,

Sabendo que a Miostatina apresenta maior expressao em estagios mais tardios da
miogénese (Amthor et al 2002), foi realizado em seguida um ensaio de curso temporal,
para determinar o ponto de maior expressdo do promotor em células C,Ci, em
diferenciagdo. Para isso, mioblastos C,Ci, foram submetidos a condicbes de
diferenciagdo por um, dois, trés, quatro e cinco dias, e foram entao transfectados com a
construcao contendo o promotor intacto (pPMM), para que o comportamento do promotor
pudesse ser testado ao longo do processo de diferenciacado (Figura 13). O promotor da
Miostatina apresentou um pico de atividade a partir do terceiro dia de diferenciagao, e
esta regulagéo positiva foi mantida até o quinto dia. Por esse motivo, o terceiro dia foi

escolhido para as analises envolvendo C,C;, em diferenciagéo.

Relative fold change compared to proliferation
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Figura 13 — Anadlise da atividade do promotor da Miostatina ao longo da diferenciacao.
Resultados mostram a variagdo da expressao do gene reporter da construgcdo pPMM apo6s um,
dois, trés, quatro e cinco dias de diferenciagao em relagdo ao promotor selvagem em condigbes de
proliferagéo, e sdo apresentados de acordo com a variagdo em “vezes” (eixo y), barras indicam

médias * desvio ***P<0.05.
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4.5. Papel dos fatores de transcricao em mioblastos C.,Ci; em
diferenciacao

A regulagéo positiva sofrida pelo promotor da Miostatina durante o processo de
diferenciacdo dos mioblastos indica que esta regido regulatéria encontra-se sob a
influéncia de estimulos variaveis, que controlam sua atividade de uma forma dinamica
através do curso da diferenciacdo. Os fatores de transcricdo analisados no presente
estudo sdo potenciais candidatos a tais reguladores, e podem promover a regulagédo
positiva observada na atividade do gene rep6rter. Com o intuito de analisar esta hipétese,
primeiramente foi verificado se todos os fatores estudados sdo expressos em mioblastos
submetidos a trés dias de diferenciacao (Figura 14A). Os ensaios de RT-PCR qualitativo
mostram que, mais uma vez, FXR é o unico fator transcricional que ndo é expresso da
forma esperada, produzindo um padrao de corrida diferente do que aquele observado em

figado.

Em seguida, para verificar se os fatores transcricionais que se ligam ao promotor
da Miostatina se comportam de forma diferente durante o processo de diferenciagéo,
permitindo o aumento da sua atividade, as quatro constru¢cdes contendo mutagdes
simples foram transfectadas em células diferenciadas por trés dias (Figura 14B). Como
pode ser observado, as mutac¢des individuais geradas nos sitios de ligagédo para CREB,
Meis e FXR néo resultaram em diferencga significativa quando comparadas ao promotor
selvagem. Entretanto, quando a mutacao foi realizada no sitio para NFY, foi observado
um decréscimo na atividade do promotor, sugerindo que este fator atua como um ativador

durante o processo de diferenciagéo.
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Figura 14 — A: Ensaios de RT-PCR qualitativo. Presenca dos fatores de transcricao analisados e
da Miostatina durante o terceiro dia de diferenciacdo de células C,Cy, in vitro. A primeira coluna
corresponde ao indicador de peso molecular de 100 pb. B: Analise da atividade das construcoes
delecionais através da transfeccao de células C,C;; durante a diferenciacdo. Resultados
mostram a variagdo da expressao do gene repérter das construgdes mutacionais em relagdo ao
promotor selvagem, e sao apresentados de acordo com a variagdo em “vezes” (eixo y), barras

indicam médias * desvio ***P<0.05.
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5. DISCUSSAO

A Miostatina é uma proteina que comecga a ser expressa em estagios tardios do
desenvolvimento, aparecendo in vivo apds a compartimentalizacdo dos somitos em
dermomiétomo e esclerétomo (Amthor et al 2002). Em células C.C. in vitro, a Miostatina
€ gradualmente regulada positivamente ap6s a indugao da diferenciagao, e atinge um pico
de expressao durante o terceiro dia de diferenciacdo (Rios et al 2001). De fato, a
Miostatina € um regulador negativo da formacao de musculatura (McPherron et al 1997) e
sua atividade deve ser estritamente regulada, permitindo que os mioblastos se
multipliguem apropriadamente antes de sair do ciclo celular para iniciar a diferenciagao.
Durante a proliferacdo dos mioblastos, a Miostatina regula negativamente a transicao da
fase G1 para a fase S do ciclo celular (Mcfarlane et al 2005) e sua superexpressao gera
um acumulo de células nas fases G1 e G2 (Joulia et al 2003). Por isso, a Miostatina deve
ser mantida inicialmente em niveis baixos, permitindo mais ciclos de proliferacéo, antes
de ter sua atividade estimulada. O promotor da Miostatina parece obedecer a esta mesma
dindmica, apresentando um aumento significativo de expressdao apenas a partir do
terceiro dia de diferenciacdo. Isto demonstra que os elementos presentes no promotor
nao apenas sao responsaveis por sua atividade basal, mas também controlam os seus

niveis de atividade, dependendo do ambiente celular.

5.1. O papel dinamico de CREB

Um dos elementos regulatérios encontrados no promotor da Miostatina é o CREB.
Chen et al (2005) demonstraram uma expressao ubiqua da proteina CREB em cortes de
tecido embrionario de camundongo em estagio E9.5 e E10.5 do desenvolvimento. Da

mesma forma, os ensaios de hibridagcdo in situ realizados no presente trabalho
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demonstraram que CREB apresenta um padrdo de expressao generalizado, como seria
esperado para um regulador deste tipo (Figura 10B). O padrdao de expressao ubiquo de
CREB em embrides de galinha em estagio HH25 ja foi reportado pelo banco de dados do
National Institutes of Health (2013), Geisha — Gallus Expression in Situ Hybridization

Analysis, através do Identificador CREB1.UApcr.
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Figura 15 — Representacao esquematica dos resultados obtidos nos ensaios de transfecc¢ao
durante (A) proliferacdo e (B) diferenciacao dos mioblastos. Aumento e diminuicdo da
expressao do gene reporter Luciferase em relagdo ao promotor selvagem séo indicados por 1 € |,

respectivamente.
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A delecao no sitio de ligacao para CREB na regidao do promotor da Miostatina
(PPMMAC) resultou em um aumento significativo da expressdo do gene repérter em
mioblastos em proliferacao (Figura 15A), indicando um papel como repressor para esta
proteina durante este contexto celular. De fato, ja foi demonstrado que CREB possui um
papel de repressor no promotor de varios genes (Giono et al 2001; Ofir et al 1991;
Lamphet al 1990; Vallejo et al 1995). Nestes casos, a atividade de repressdao de CREB
esté relacionada a auséncia de fosforilagdo por PKA. Enquanto desfosforilado, CREB
pode se ligar ao sitio CRE, mas ndo consegue transativar o gene alvo. Entretanto, sua
presenca fisica parece atrapalhar a ligacao de outros fatores cruciais para a transcricao,
resultando em uma inibicdo da atividade génica. Foi demonstrado que esta condigéo é
temporaria, e uma vez fosforilado por PKA, CREB libera a repressao, permitindo que a
expressado do gene seja regulada positivamente. Este mecanismo parece ser observado
no promotor da Miostatina, onde o papel de repressor apresentado por CREB durante a
proliferacao parece ser perdido com a diferenciacéo das células, quando a mutacao neste
sitio resulta em nenhuma alteracdo na atividade do promotor (Figura 15B), quando
comparado ao selvagem. Isto pode indicar que a partir de determinado ponto, CREB,
previamente desfosforilado e impedindo a expressao, estd sendo fosforilado, liberando a
inibicdo e permitindo que outros fatores se liguem e ativem a expressdo de uma forma
mais eficiente. Se este for 0 caso, a presenca da PKA ativa seria um fator limitando para a
mudanga da fungdo de CREB. A transicdo de um estado desfosforilado para um de
fosforilagdo deve ser altamente controlada, restringindo a atividade da Miostatina de uma
forma adequada que permita a sua fungdo apenas em momentos cruciais. Assim, nao é
estranho observar que os valores obtidos pelas construgées com delecdo no sitio CREB
durante a diferenciagcdo apresentam consideravel variagdo, as vezes com picos de
regulacdo positiva. Esta heterogeneidade de resultados se da devido ao fato de que
durante a diferenciacao, os mioblastos respondem diferentemente a mudancga de meio, de
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forma que em uma mesma placa é possivel observar mioblastos ainda proliferando e
miotubos ja em formagado. Consequentemente, em um mesmo ambiente ha células que
apresentam CREB desfosforilado, atuando como repressor, e outras onde a fosforilagéo
ja aconteceu e a atividade do gene repérter estd aumentada. De fato, esta variacao foi

observada para todas as construgdes testadas durante a diferenciacao.

Os ensaios de co-transfecgao, testando a atividade do promotor intacto juntamente
com um vetor expressando o dominante negativo de CREB (ACREB) nos mioblastos em
proliferagéo resultaram em um aumento significativo na expressdo do gene reporter. Isto
esta de acordo com os demais resultados, uma vez que ACREB interage com o CREB
enddégeno e impede sua ligacdo ao DNA (Ahn et al 1998). Desta forma, ACREB
provavelmente previne que a presenca de CREB desfosforilado iniba a formagdo dos
complexos de transcricdo adicionais, permitindo que a atividade do promotor seja mais

eficiente.

5.2. O papel estavel de NFY

O segundo sitio de ligacao testado foi aquele onde se liga o fator transcricional
NFY. Este sitio esta localizado imediatamente ao lado do sitio CRE, que, por sua vez,
esta situado a 18 pb de distancia do sitio TATA. Como seria esperado para uma molécula
envolvida na regulacédo de diversos genes, NFY foi amplamente expresso nos cortes de
embrides de galinha em estagio HH25 analisados nos ensaios de hibridagéo in situ
(Figura 10C), assim como previamente pelo National Institutes of Health (2013) -

Identificador: FYA.UApcr.

A construcado delecional criada atraves da dele¢cdo do sitio NFY (pPMMAN)

mostrou uma diminuicdo na expressao do gene reporter, durante ambos os periodos de
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proliferacao e diferenciagdo dos mioblastos (Figura 15A e B). Isto indica que o NFY atua
como um ativador da atividade basal do promotor em ambos os contextos. De fato, NFY
apresenta um papel similar no promotor génico da Hexoquinase Il (HKIl) (Osawa et al
1996). A regido reguladora deste gene contém um sitio TATA préximo ao sitio de
iniciagao, seguido por um sitio CRE, ao qual se ligam CREB e ATF. Em seguida, ha um
sitio CCAAT e um sitio Y, aos quais o NFY se liga. Os sitios Y, CCAAT e CRE contribuem
para a atividade basal do gene da HKII. Adicionalmente, os sitios CCAAT e CRE possuem
um papel importante na expressdo induzida por cAMP. No caso do promotor da
Miostatina, é relevante notar que o sitio para NFY esta localizado imediatamente ao lado

do sitio CRE, e esta proximidade pode ter um efeito sobre a ligacao destas proteinas.

5.3. O papel dinamico de Meis

O terceiro sitio de ligacao analisado no promotor da Miostatina foi o sitio para a
ligacdo de Meis. Esta proteina é expressa desde estagios precoces do desenvolvimento
na mesoderme e nos somitos. De acordo com Coy e Borycki (2010), a partir do estagio
HH24, Meis se torna restrito ao dermomiétomo hipaxial, que coincide com os principais
sitios de expressao da Miostatina (Amthor et al 2002). Nossos ensaios de hibridacdo in
situ também mostraram padrées de expressao sobrepostos de Meis e Miostatina no
dermomiétomo hipaxial dos somitos localizados na regido entre membros de embrides de

galinha em estagio HH25 (Figura 10D).

A delecao do sitio de ligacado para Meis encontrado no promotor da Miostatina
(PPMMAM) gerou um aumento significativo de atividade durante a proliferagdo dos
mioblastos (Figura 15A), indicando um papel como repressor durante este contexto.

Entretanto, durante o processo de diferenciacdo, a mesma construcido apresentou
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atividade equivalente ao promotor intacto (Figura 15B), demonstrando uma mudanca de
funcdo. De fato, o complexo Hox-Pbx, formado por proteinas homeobox como o Meis, é
capaz de mudar de um estado de repressor para ativador, através da interacdo com
diferentes coreguladores e esta mudanca € dependente da sinalizagdo mediada por PKA
(Saleh et al 2000). Poderia ser possivel extrapolar este comportamento para o Meis
durante a diferenciacdo dos mioblastos, sugerindo que a PKA possa ser responsavel pela
mudanga de estado de Meis de repressor para neutro. Desta forma, a presenga de PKA
na sua forma ativa (por exemplo, através da sua liberacao por algum possivel repressor,
ou devido a aumento nos niveis de cAMP) seria um fator limitante para a mudanga de um
estado de repressdo para outro de relaxamento da repressdo, tanto pra CREB
(provavelmente através de fosforilagéo), e para Meis (possivelmente através da interacao
diferencial com coreguladores), permitindo que o promotor da Miostatina eleve sua
atividade durante a diferenciacdo dos mioblastos. Seria relevante verificar alteragbes na

presenca da PKA ativa e de cAMP durante este processo.

5.4. A auséncia de FXR em mioblastos de camundongo

O ultimo fator de transcrigao identificado no promotor da Miostatina é o FXR. A
mutacdo no sitio de ligacao para esta proteina (pPMMAF) n&o conferiu nenhuma
alteracdo no promotor da Miostatina durante a proliferacdo ou diferenciacdo dos
mioblastos (Figura 15A e B). De acordo com Cariou et al (2006), FXR ndo € expresso na
musculatura esquelética mas é observada em baixos niveis no tecido adiposo, sendo
induzido durante a diferenciagdo dos adipdcitos in vitro. Da mesma maneira, 0s ensaios
de hibridacao in situ revelaram que em HH25, FXR ndo é expresso em somitos, mas
apenas na notocorda (Figura 10E). Ja os ensaios de RT-PCR qualitativo realizados neste

estudo mostraram que o FXR é aparentemente expresso como um transcrito alternativo
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em células C,C,,, gerando uma banda diferente do que aquela produzida quando os
mesmos primers foram usados juntamente com RNA de figado. De fato, como ja citado
anteriormente, a Miostatina é expressa no figado e no tecido adiposo de aves e
mamiferos (Sundaresan et al 2007; McPherron et al 1997). Assim, é possivel que FXR
tenha um papel ativo na regulagdo da Miostatina de uma maneira tecido-especifica,
atuando no promotor em figado e tecido adiposo, mas nao na musculatura esquelética.
Seria interessante testar esta hipétese em diferentes culturas celulares. Além disso, seria
relevante efetuar uma expressao ectdpica de FXR em mioblastos para verificar se sua

presenca é capaz de causar alguma alteracao na atividade do promotor da Miostatina.

5.5. Analise do papel sinergistico de mutacées multiplas em mioblastos

em proliferacao.

Apos olhar para cada fator transcricional individualmente, comegcamos a analisar o
efeito de mutacdes multiplas nos sitios de ligacao durante a proliferacao de células C,Ci»,
para verificar possiveis papéis sinergisticos ou antagonistas dos fatores transcricionais

neste contexto (Figura 15A).

A construcdo contendo mutagdes nos sitios para CREB e NFY (pPMMACN)
apresentou uma queda na atividade do gene repdérter. Isto ja era esperado, considerando-
se que quando CREB e NFY estdo mutados, os Unicos sitios ativos sdo aqueles para a
ligacdo de FXR e Meis. O primeiro € considerado neutro por estar ausente do contexto, e
o segundo foi apontado como um forte repressor da atividade do promotor. Da mesma
forma, a construcdo contendo mutacdo no sitio FXR, juntamente com CREB e NFY

(PPMMACNF), também apresentou uma queda forte na atividade do promotor.
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Uma construgdo contendo mutagdes nos sitios para Meis e FXR (pPMMAMF)
causou um aumento na atividade reporter. Neste caso, os sitios para o ativador NFY e o
repressor CREB estéo ativos. Aparentemente, o efeito de ativador de NFY é mais forte do
que a repressao causada por CREB, demonstrando que a repressdo de Meis é muito
importante para manter niveis baixos de expressdo da Miostatina durante a proliferagao.
Por outro lado, quando as mutagdes foram realizadas nos sitios para NFY, Meis e FXR
(PPMMANMF), deixando apenas o CREB ativo, a atividade repérter foi diminuida,
demonstrando o papel de repressor que CREB desempenha sobre o promotor durante a
proliferacdo. Uma construcdo contendo mutacdes nos sitios para Meis, NFY e CREB
(PPMMAMNC) resultou em um aumento na atividade do promotor, uma vez que ambos os
repressores estavam inativos. Isto também demonstra que o NFY nao é o Unico
responsavel pela ativagdo do promotor da Miostatina, indicando que outras moléculas

ligam-se ao promotor e estimulam a expresséo.

Uma construcdo contendo mutacdes nos sitios para CREB, Meis e FXR
(PPMMACMF), deixando apenas o NFY ativo, apresentou uma diminuicdo na atividade do
promotor. Este resultado foi inesperado, uma vez que o NFY foi considerado um ativador
do promotor. Uma possivel explicacao para isto poderia ser o fato de que NFY possa
necessitar da interagdo com o CREB para se ligar apropriadamente ao DNA e promover a
transcricdo. De fato, o NFY interage com diversos outros elementos reguladores e a
distancia entre eles é crucial para sua atuacdo (Mantovani 1999). Desta forma, poderia
ser possivel que a auséncia de CREB no sitio vizinho previna a ligagdo apropriada de

NFY ao DNA, dificultando a transcri¢ao.

Finalmente, quando todos os quatro sitios de ligacdo foram mutados
(PPMMACNMF), o promotor apresentou atividade reduzida, apesar de nao ter sido tao

acentuada como quando os repressores estavam ativos.
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5.6. Promotor da Miostatina: um regulador dinamico da expressao génica

O presente estudo demonstrou que o promotor da Miostatina possui uma atividade
dindmica, e que os fatores transcricionais que se ligam a ele possuem sua atividade
modificada ao longo da diferenciacdo, e apresentam influéncia uns sobre os outros,
interagindo de uma forma ativa para fornecer os niveis apropriados de atividade
promotora em diferentes contextos celulares. Estudos futuros poderdo desvendar os

mecanismos responsaveis pela mudanga de fungao observada para CREB e Meis.

A Figura 16 mostra um diagrama esquematico que sumariza o papel de cada sitio
de ligacao do promotor da Miostatina, durante a proliferagéo e diferenciacado, de acordo
com os achados deste estudo. Como pode ser observado, durante a proliferagcdo dos
mioblastos, NFY ativa o promotor da Miostatina, enquanto CREB e Meis funcionam como
blogueadores da sua expressdo. Como resultado, a expressdo do gene repdrter é
reduzida. Entretanto, durante a diferenciacdo dos mioblastos, Meis e CREB possuem sua
atividade modificada e deixam de reprimir o promotor, que, contando ainda com a
ativacao de NFY, tem sua atividade aumentada. Em ambos os momentos, FXR néo esta

presente.

64



FXR
MEIS
NFY
CREB
TATA

_ & bb o=

Figura 16 — Representacdao esquematica do papel de cada fator sobre a atividade do

promotor da Miostatina. Os tridngulos representam alteracdes nas proteinas durante a transicao
de (A) proliferagcdo para (B) diferenciacao (possivelmente por fosforilagdo ou associagdo com

diferentes coreguladores). As setas amarelas representam os niveis de transcricao.
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6. CONCLUSOES

o Os fatores transcricionais para 0s quais sao encontrados sitios de ligacao
conservados no promotor génico da Miostatina sao expressos durante o desenvolvimento
embrionario de aves, sendo que CREB e NFY apresentam um padrdao ubiquo de
expressao, enquanto Meis esta presente especialmente na regido do dermomidétomo,

assim como a Miostatina, e FXR nédo € expresso nos somitos, mas apenas na notocorda.

o O promotor da Miostatina comporta-se de maneira dindmica ao longo da transicao
do estado de proliferacdo para diferenciagdo dos mioblastos C.Ci,, aumentando sua

atividade a partir do terceiro dia apdés a mudanca do meio.

o Todos os fatores transcricionais analisados sdo expressos durante a proliferacao e
diferenciacdo de mioblastos C.C;,, entretanto os RNAms para FXR apresentam-se na

forma de um possivel transcrito alternativo.

o NFY atua como um ativador da atividade do promotor da Miostatina tanto na

proliferacao quanto na diferenciacdo dos mioblastos C.Ci..

o CREB e Meis apresentam papel de repressores durante a proliferacdo de
mioblastos C,C1,, liberando esta inibicao conforme a diferenciacao das células acontece,

permitindo que a atividade do promotor da Miostatina aumente.

o FXR nao é expresso nas situagbes analisadas e por este motivo ndo apresenta
papel funcional sobre o promotor da Miostatina no contexto de mioblastos C,Cy,, tanto em

proliferagdo quanto em diferenciacao.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Dados obtidos nos experimentos de transfeccao e utilizados para as analises
estatisticas, em Unidades Relativas de Luz (Relative Light Units — RLU). Os valores
marcados em vermelho foram excluidos das analises por teste t de Student por
apresentarem menos de 5% de probabilidade de pertencerem a populagdo, de acordo

com a distribuicdo normal de Gauss.
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Dados obtidos pelos experimentos de transfec

a0 das construcoes em proliferacao

pPMMA1 | pPMMA2 | pPMMA3 | pPMMA4 | pPMMAS5 | pPMMAG | pPMMA7 | pPMMAS
1,475618 | -2,24852 | 1,318905 | -1,19085 | -4,24894 | 4,536033 | -6,61269 | 1,660284
1,1246 | -1,51127| 1,6400| -1,1507| -2,7453| 25833 -4,5939| 1,4149
1,3022| -4,4294| 1,1113| -1,5458| -2,8658| 2,9675| -5.5523| -1,1943
2,4386 | -4,85616| 1,4286| -1,10384 | -2,88523 | 3,563995 | -6,01756 | 1,401851
1,2202 | -1,60032| 1,7725|2,431759 | -2,57876 | 1,215167 | -11,1184 | 1,689486
1,970 | -4,04689| 1,1066| 1,6586| -4,3096| 1,7141| -14,7657| 2,0023
1,9770| -1,9454| 1,2124| 1,9287| -58345| 2,3085| -9,3628| 1,2064
1,3915| -3,60825| 1,1244| 1,2840| -7,3376| 2,1784| -8,3102| 1,3701
-2,93764 4,3914
-2,53183 2,0928
-5,60117 -1,4539
-5,53911 2,2365
-2,53244
-2,70392
-10,0329
-7,24442
-5,25887
-6,01818
-1,55044
-1,82927
-7,2026
-8,95974
-2,07332
-2,13892
-3,61371
-3,91349
Média 1,5283 | -4,07416| 1,3393| 0,7982| -4,1007| 2,6334| -8,2917| 1,1939
Desvio | 0,449453 | 2,346928 | 0,25491 | 1,989002 | 1,719845 | 1,053517 | 3,38525 | 0,995956
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Dados obtidos pelos experimentos de transfeccao das
construcdes em proliferacado (continuacao)

pPMMA9 |pPMMA10 |pPMMA11 |ACREB
-2,88662| -1,75723| -3,97446| -1,46646

-2,9699| -2,02156| -4,20664 | -1,57171

-3,4028| -2,48591| -4,38219| 1,234538

-3,62627| -2,60118| -4,09153| 1,367918

-1,53542 -1,2906 -1,8290| -1,0005

-1,5968 | -1,27644| -1,80634 | 1,067037

-1,7531 -2,1997 -2,7869 | -1,04937

-1,7703| -1,94866| -3,09531| -1,26784

2,405074

2,343527

3,000872

3,067422

3,03634

3,615792

2,70245

2,465558

Média -2,4427 -1,9477 -3,2715|  1,2469
Desvio 0,86718| 0,493438| 1,053435| 1,885979
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Dados obtidos pelos experimentos de transfeccao da
construcao com o promotor intacto em diferenciacao

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

1,046446

1,7054

4,5862

1,2062

1,5957

-1,0741

1,5261

5,6633

1,6773

1,1907

1,207038

-1,8845

-1,3673

-1,7394

1,1026

-1,04292

-1,83717

-1,5439

-1,31073

-1,40125

-1,3762

1,451363

1,131437

6,787359

1,629714

1,020286

1,189642

1,301119

6,804925

2,795845

2,104175

1,164408

1,207507

-1,21674

2,300484

1,870653

1,165762

1,669869

1,436278

1,478812

-1,84138

-1,79649

1,085613

6,162658

1,605068

-1,91675

-2,36249

1,251831

3,528762

1,926386

-1,0164

1,443782

11,1447

3,430091

6,027146

-1,15362

1,663051

7,814906

3,007092

2,569537

-1,2447

2,040521

2,175258

2,031552

1,646903

-1,26106

3,281942

3,236949

1,763276

2,510801

Média -0,33418

0,625087

2,811247

2,397756

1,927038

Desvio |1,432044

1,787216

3,477035

2,813652

1,552648
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Dados obtidos pelos experimentos de transfeccao
das construcoes em diferenciacao

pPMMA1 |pPMMA2 |pPMMA3 |pPMMA4
-1,35488 | -4,18918| -1,90048| -1,10721
-1,51383 | -4,80674| -1,80171| -1,10641
3,654133 | 1,136028 | 2,840227 | 2,362206
3,218841| 1,106799 | 3,071019| 3,140818
1,24964 | -3,34851| -1,44681| -1,8064
1,352467 | -2,92449| 1,097995| -1,04487
-1,66514 | -2,04578| 2,263515| 1,527548
1,168238 | -2,09812| 1,683088| 2,157514
1,523035 | -3,17219| 1,042247| -1,16678
-1,09458 | -1,76104 | 2,442559 | -1,09538
1,395213 | -2,14646| 1,37891| 1,216732
1,26324 | -1,87527| 2,518057 | 1,21966
-1,53483 | -3,23312| -1,57045| -1,26703
-1,21279| -3,26292| -1,62315| -1,30357
14,70494 | -2,60013| 1,62146| 6,587105
2227578 | 1,41041| 1,236548 | -1,32148
-1,81633| -3,37825| -1,01225| -2,0026
-1,45479| -2,60059 | -1,98443| -2,62812
6,335271 | -1,60394| -1,07262| 1,285081
1,749421| -1,55731| 1,388844| -1,0177
Média | 1,409743| -2,14754| 0,508628 | 0,131455
Desvio | 3,813532| 1,679514 | 1,821403 | 2,253268
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