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Avaliacdo do papel da calsarcina-1 no processo de diferenciacao de mioblastos in vitro.
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Resumo

O disco Z, parte do sarcomero em células musculares estriadas, é constituido por proteinas envolvidas na
mecanotransducdo do meio extracelular ao intracelular e a distribuicdo de suas proteinas ao longo do
desenvolvimento € necessaria para a homeostase. Contudo, distdrbios na estrutura do sarcomero, seja por desarranjo
das miofibrilas ou proteinas do disco Z, podem causar o desenvolvimento de cardiopatias ou distrofias musculares.
Deste modo, o objetivo deste trabalho é elucidar alterac6es morfolégicas e moleculares durante a diferenciacao de
mioblastos com formacédo de miotubos e sarcomerogénese para facilitar a compreensao das disfuncdes de proteinas

associadas ao sarcomero.
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Introducéo
Distarbios no sarcomero, particularmente no disco Z,
podem resultar no desenvolvimento de cardiopatias ou
distrofias muscularest. O disco Z limita os sarcémeros
nas células musculares. Diversas proteinas participam
da constituicdo do disco Z, como a a-actinina que
promove a formacdo de um arcabouco para a insercao
de proteinas estruturais que estdo envolvidas na
mecanotransducdo entre o0 meio extracelular e
intracelular. Além disso, moléculas sinalizadoras como
Calcineurina, PKC e RhoA, caracterizam o disco Z como
nicho de sinalizagdo molecular para integracdo de
mudltiplas vias de transducdo de sinais, como NFAT?34,
Destaca-se no disco Z, a via Calcineurina-NFAT,
sensivel a concentracdo de célcio, por meio da sua
atividade fosfatase medeia respostas de hipertrofias. A
calcineurina possui reguladores: as calsarcinas cujas trés
isoformas sdo especificas do musculo estriado e se
localizam no disco Z. No musculo estriado esquelético, a
ativacdo da calcineurina tem se mostrado necesséria
para o crescimento hipertréfico, levando a disfungbes
musculares associadas ao sarcémerob. Assim, o objetivo
deste trabalho é elucidar as alteracdes morfoldgicas e
moleculares durante a diferenciacdo de mioblastos com
formacédo de miotubos e sarcomerogénese para facilitar
a compreensdo das disfun¢bes de proteinas associadas
ao sarcbmero.
Resultados e Discusséo

A partir da pergunta biolégica e desenho experimental,
foram utilizados mioblastos de mdusculo estriado
esquelético, C2C12 derivadas de camundongos C3H
para obtencao dos resultados. As células foram mantidas
em meio de manutencdo, DMEM FBS [10% de soro fetal
bovino + 1% penicilina-estreptomicina (PS)] e ao
atingirem 70% de confluéncia, foram plaqueadas para
inducéo a diferenciacdo. A inducéo foi realizada quando
as células atingiram 100% de confluéncia em duas
condigfes: 1) com o meio de manutencdo DMEM FBS
ou 2) com meio de diferenciacdo DMEM HS (2% soro de
cavalo + 1% PS), trocados diariamente. Assim, foram
estabelecidos os grupos: dia 0 (DO0), dia 3 (D3) e dia 5
(D5) com FBS ou HS, para ensaios de microscopia de
fluorescéncia com marcacdo de a-actinina (proteina
especifica de disco Z), microscopia eletrbnica de

transmissdao de células em monocamada (MET) para
avaliagdo morfolégica da sarcomerogénese e PCR em
tempo real para investigacdo da expressdo de genes
envolvidos no processo de diferenciacdo e
sarcomerogénese dos mioblastos em miotubos. Os
resultados de imunofluorescéncia revelaram a expressao
de a-actinina nas células tratadas com DMEM HS D3 e
D5, sugerindo que ha o inicio da formacdo de
sarcomeros e fusdo células para formacdo de tubos
alongados, morfologia inicial tipica de uma fibra
muscular estriada. Ja as células tratadas com DMEM
FBS ndo apresentam essas caracteristicas. Os ensaios
ultraestruturais confirmaram os resultados obtidos nos
ensaios de imunofluorescéncia que as células D3 e D5
tratadas com DMEM HS apresentam estruturas elétron-
densas dispostas perpendicularmente a organizacdo das
miofibrilas do citoesqueleto, semelhantes ao disco Z. E,
em consonancia aos resultados morfolégicos, a analise
por PCR em tempo real da expressdo de genes
envolvidos no processo de diferenciacdo de células
musculares, tais como Troponina T, Troponina |, GATA
4, Nkx 2.5 e Calsarcina-1, mostrou que em células
tratadas com HS houve uma maior expressdo destes
genes em relacdo as células tratadas com FBS. A
préxima etapa do trabalho avaliara os efeitos do
silenciamento da Calsarcina-1 no processo de
diferenciacdo dos mioblastos in vitro.

Conclusdes

Portanto, com este trabalho estabelecemos uma
metodologia satisfatéria para analise de formagéo
miotubos e sarcomerogénese in vitro, a qual pode ser
utilizada para compreensdo de mecanismos gue alteram
a diferenciacdo de células musculares e resultam em
cardiopatias ou distrofias musculares.
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