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RESUMO

Em vertebrados, os musculos estriados esqueléticos se originam a partir das bordas
epiteliais do dermomiétomo, uma regido dos somitos, a partir da diferenciacdo de
mioblastos mononucleados. Os mioblastos se fusionam formando miotubos
multinucleados que comecam a expressar proteinas especificas de muisculo. Embora
se saiba que as metaloproteinases estdo envolvidas durante a morfogénese de
diferentes 6rgaos e tecidos, ha poucos estudos in vivo demonstrando sua expressao
durante a formacdo do musculo estriado esquelético. Dessa forma, o objetivo do
presente trabalho foi verificar se ha expressao de metaloproteinases 2, 9 e MT1-MMP
durante o desenvolvimento do musculo peitoral em galinhas nos tempos de E11, E15
e E19 dias de incubagédo. Para isso, foram utilizados ovos fertilizados, doados pela
Granja Econémica Avicola LTDA (Carambei-PR), mantidos em incubadora por 11, 15
e 19 dias. Nos tempos analisados, os embriées foram dissecados e parte do musculo
peitoral retirado foi mantido em cultivo por 24h em meio DMEM condicionado (sem
soro fetal bovino) e parte foi fixado. As amostras foram submetidas a métodos de
coloragao por Tricobmico de Masson, imunofluorescéncia para beta-actina, zimografia,
incluindo testes de inibicdo e imuno-histoquimica para as MMPs. A coloracdo com
Tricdbmico de Masson evidenciou as fases morfologicas da diferenciacédo, a partir dos
mioblastos até a formacao das fibras musculares. A imunofluorescéncia demonstrou
mudancas no padrdo de distribuicdo da actina no citoplasma das células, ao longo
dos estagios analisados. A zimografia mostrou bandas de atividade proteolitica acima
de 55 kDa sugestivas de MMP-2 e confirmadas pelos testes de inibicdo de proteases
que, além de MMP-2, mostraram haver expressao de serino proteases nas amostras.
A imuno-histoquimica detectou a expressdao de MMP-2 e MT1-MMP em todos os
tempos, ndo evideciando a presenca de MMP-9. Conclui-se, portanto, que as
proteases MMP-2, MT1-MMP e serino proteases sao expressas durante as fases de
diferenciacdo muscular em embrides de galinha.

Palavras-chave: muasculo; proteases; desenvolvimento.



ABSTRACT

In vertebrates, striated skeletal muscles originate from the epithelial borders of the
dermomyotome, a region of the somites, through the differentiation of mononucleated
myoblasts. The myoblasts fuse to form multinucleated myotubes that begin to express
muscle-specific proteins. Although it is known that metalloproteinases are involved in
the morphogenesis of different organs and tissues, there are few in vivo studies
demonstrating their expression during the formation of striated skeletal muscle. Thus,
the aim of this study was to verify whether there is expression of metalloproteinases 2,
9 and MT1-MMP during the development of the pectoral muscle in chickens at E11,
E15 and E19 days of incubation. For this purpose, fertilized eggs donated by Granja
Econdmica Avicola LTDA (Carambei-PR) were used and kept in an incubator for 11,
15 and 19 days. At the analyzed times, the embryos were dissected and part of the
removed pectoral muscle was kept in culture for 24h in conditioned DMEM medium
(without fetal bovine serum) and part was fixed. The samples were subjected to
Masson's Trichome staining, immunofluorescence for beta-actin, zymography,
including inhibition tests and immunohistochemistry for MMPs. Masson's Trichome
staining evidenced the morphological phases of differentiation, from myoblasts to the
formation of muscle fibers. Immunofluorescence demonstrated changes in the actin
distribution pattern in the cytoplasm of the cells, throughout the analyzed stages.
Zymography showed bands of proteolytic activity above 55 kDa suggestive of MMP-2
and confirmed by protease inhibition tests that, in addition to MMP-2, showed
expression of serine proteases in the samples. Immunohistochemistry detected the
expression of MMP-2 and MT1-MMP at all time points, but did not show the presence
of MMP-9. It is therefore concluded that the proteases MMP-2, MT1-MMP and serine
proteases are expressed during the muscle differentiation phases in chicken embryos.

Keywords: muscle; proteases; development.
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1 INTRODUCAO

O musculo estriado esquelético é um tecido formado por células alongadas e
especializadas, cuja principal funcdo € a contracdo (Mukund; Subramaniam, 2019).
Em galinhas, a literatura mostra que os musculos se originam a partir de somitos, que
se formam ao lado da notocorda e tubo neural com 20 horas de incubagéo e que logo
se subdividem em duas regifes: o esclerotomo e o dermomiotomo (Porquié, 2004;
Scaal; Marcelle, 2018). A diferenciacdo muscular em vertebrados ocorre em varias
etapas morfologicamente ja definidas, separadas em duas fases: uma fase
embrionaria, que ocorre entre os dias E3 e E7 em galinhas, e uma fase fetal, que
ocorre a partir do dia E8 em galinhas (Chal; Pourquié, 2017). A primeira fase se inicia
guando células do dermomiotomo se diferenciam em mioblastos mononucleados. Os
mioblastos se fusionam para formar os miotubos multinucleados e por fim, uma
segunda fase de fuséo celular (também chamada de fase fetal) ocorre entre novos
mioblastos mononucleados e miotubos multinucleados, resultando no crescimento
dos miotubos e diferenciacdo em células ou fibras musculares (Costa; Jurberg;
Mermelstein, 2021). Durante o desenvolvimento embrionario, metaloproteinases tém
sido relacionadas com processos importantes como o0s de remodelacdo e
morfogénese de tecidos (Duong; Erickson, 2004). Metaloproteinases (MMPSs) sao
enzimas responsaveis pela degradacdo de componentes da matriz extracelular,
permitindo a remodelacéo tecidual, de forma que possibilitam aos tecidos realizarem
processos como proliferagdo, diferenciagdo, apoptose, angiogénese, reparo de
tecidos e resposta imune, processos que resultam na morfogénese funcional dos
sistemas (Cui; Hu; Khalil, 2017). Porém, ainda existem poucos estudos in vivo
demonstrando a possivel expressao dessas proteases durante as diferentes fases da
morfogénese do tecido muscular estriado esquelético em galinhas, o que justifica o
presente estudo, no qual se analisou a expressao de MMPs em amostras do musculo
peitoral de embrifes de galinhas nos tempos de 11 (E11), 15 (E15) e 19 (E19) dias de
incubacdo, durante a fase secundaria, ou fetal, da miogénese, escolhidos com base

na literatura.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se ha expressdao de MMP-2, MMP-9 e MT1-MMPs durante a
diferenciacdo do musculo peitoral in vivo durante o estagio secundario, ou fetal, do

desenvolvimento de embrides de galinhas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar a morfologia das células musculares, nos diferentes tempos de incubacéo,

a fim de identificar as etapas de diferenciacdo muscular por coloracdo de Masson;

e Verificar a distribuicdo da proteina B-actina durante as fases de diferenciacédo

muscular utilizando imunofluorescéncia;

e Detectar MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP no musculo do peito de embrido de galinha
nos tempos de 11, 15 e 19 dias de desenvolvimento por zimografia e imuno-

histoquimica;

e Correlacionar os eventos da morfogénese de musculo esquelético em galinhas

com a expressao das metaloproteinases nos tempos avaliados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 HISTOLOGIA DA CELULA MUSCULAR ESTRIADA ESQUELETICA
DIFERENCIADA

O tecido muscular estriado esquelético é formado por um conjunto de células
multinucleadas alongadas, dispostas em arranjos paralelos, responsaveis pela
contracdo muscular. As células que compdem o musculo estriado esquelético sédo
também denominadas de fibras musculares (figura 1). Os nucleos dessas células séo
elipticos e localizados na periferia das células (Mukund; Subramaniam, 2019).

O musculo estriado esquelético é envolvido por uma camada de tecido
conjuntivo denso composto basicamente por fibras colagenas por onde passam vasos
e nervos denominado de epimisio, do qual partem septos que formam o perimisio,
separando os feixes de células musculares. Cada célula muscular € envolvida por
uma delicada camada de tecido conjuntivo denominada de endomisio. O tecido
conjuntivo presente no musculo tem como fungdo unir as células musculares e
transmitir a forca gerada pela contracdo muscular, além de conter capilares
sanguineos e nervos (Exeter; Connell, 2010). As células do tecido muscular estriado
esquelético possuem estriacbes transversais que, quando observadas em
microscépio de polarizacdo, se apresentam como faixas claras e escuras. As faixas
escuras sdo anisotrdpicas e recebem o nome de bandas A (predominam os filamentos
de miosina Il), enquanto as faixas claras séo isotropicas e sdo denominadas de
bandas | (flamentos de actina). Estas estriacdes ocorrem devido a presenca de
milhares de filamentos cilindricos denominados de miofibrilas presentes nas células
musculares. Cada miofibrila € composta por uma unidade repetida, denominada de
sarcomero (figura 2). Os sarcomeros sdo constituidos de filamentos de actina
(filamentos delgados) e filamentos de miosina Il (filamentos espessos), além de outras
proteinas estruturais e regulatérias, como, por exemplo, titina, tropomiosina,
troponina, tropomodulina e nebulina. Os sarcomeros sao delimitados por discos, ou
linhas, Z, onde se ancoram os filamentos de actina. A regido central dos sarcébmeros

€ denominada de banda H, sendo formada por filamentos espessos que estao presos
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entre si por conjuntos de proteinas que formam o disco, ou linha, M (Henderson et al.,

2017).

Figura 1 Fibras musculares estriadas esqueléticas

Legenda: Cortes representativos de fibras musculares estriadas esqueléticas coradas por
Hematoxilina e eosina. A: corte transversal, onde as fibras estéo indicadas por asteriscos (*), 0s nucleos
sédo dispostos na periferia das células. B: corte longitudinal, onde as fibras estdo indicadas por baras.
Também é possivel visualizar as estrias transversais das fibras.

Fonte: adaptado de Junqueira e Carneiro (2023).
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Figura 2 Representagdo da estrutura de um sarcomero

L Sarcomero R
[ &
< Bandal L Banda A 0 Banda | -
Disco Z ! Banda H ! Disco Z

Filamento fino Filamento grosso Titina

Sarcomero

Legenda: A: Representacdo esqueméatica de um sarcomero ilustrando os principais sistemas de
filamentos: Filamentos finos de actina (cinza), filamentos grossos de miosina Il (branco). Os limites
laterais do sarcomero séo os discos Z. As bandas | localizam-se em ambos os lados do disco Z e s&o
regides onde os filamentos finos ndo se sobrepdem aos filamentos grossos. A regido da banda A
contém filamentos finos e grossos. A banda M se localiza dentro da banda H. B: Eletromicrografia de
sarcomero do musculo estriado esquelético.

Fonte: adaptado de Henderson et al. (2017); Alberts et al. (2017).

3.2 MORFOGENESE DO TECIDO MUSCULAR EM VERTEBRADOS

Os musculos esqueléticos de vertebrados se originam dos somitos, que séo
estruturas formadas a partir do mesoderma paraxial (Scaal; Marcelle, 2018).
Em galinhas, os somitos se formam bilateralmente, ao lado do tubo neural e

notocorda, a partir do mesoderma intraembrionario paraxial, ap6s 20 horas de
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incubacédo. Os somitos sdo formados periodicamente aos pares a cada 90 minutos de
incubacédo. Do dia 1 ao dia 5 de desenvolvimento, 52 pares de somitos sdo formados
(Porquié, 2004). Apos a sua formacao, os somitos se subdividem em duas porcdes: o
compartimento ventral mesenquimal denominado de escler6tomo, que d& origem ao
esqueleto axial (coluna vertebral), e o compartimento dorsal mesenquimal
denominado de dermomidétomo, que origina os musculos esqueléticos (Scaal;
Marcelle, 2018).

O dermomiotomo possui duas regides, uma dorsomedial e uma ventrolateral.
Os musculos epaxiais, que se localizam nas costelas e vértebras, séo originados da
regido dorsomedial, enquanto que os musculos hipaxiais, que se localizam nos
membros, surgem da regido ventrolateral (Scaal; Marcelle, 2018).

Durante a morfogénese muscular, as células que surgem das bordas do
dermomiétomo respondem a moléculas de vias de sinalizacdo, como Wnt/Beta-
Catenina, Sonic Hedgehog (Shh), Proteina Morfogenética Ossea (BMP) e Notch,
produzidas pelas células que formam o tubo neural, o ectoderma superficial, a
notocorda e o mesoderma da placa lateral. Essas vias de sinalizagdo ativam, nas
células do dermomiétomo, genes como MyoD e Myf5, que em conjunto com Myogenin
e MRF4 sado conhecidos como fatores reguladores miogénicos (MRFs). Essas
moléculas sdo responsaveis por controlar a diferenciacdo do musculo esquelético,
assim como a expressdo de proteinas musculares e miofibrilares (Costa; Jurberg;
Mermelstein, 2021).

A miogénese em galinhas pode ser separada em duas fases: embrionaria ou
fase primaria, entre os dias E3 e E7, e fase fetal ou secundéria, que ocorre a partir do
dia E8. Em aves, a primeira fase da diferenciacdo muscular ocorre quando as células
do dermomiotomo se diferenciam em mioblastos mononucleados, ou pré-mioblastos
(figura 3), que, apds proliferarem, saem do ciclo celular. Eles se alongam, formando
mioblastos bipolares e se alinham de ponta a ponta uns aos outros e se fundem,
formando miotubos multinucleados. Inicialmente, os ndcleos dessas células
localizam-se no centro e depois migram para a periferia. Uma segunda fase de fuséo
celular, também conhecida como fase fetal, ocorre entre novos mioblastos
mononucleados e miotubos multinucleados que resulta no crescimento dos miotubos.
Os miotubos iniciam a sintese das proteinas miofibrilares como actina, miosina,

troponinas, tropomiosinas, alfa-actina, nebulina, desmina, miomesina e
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tropomodulina, que se organizam em miofibrilas, o que caracteriza a célula muscular
funcional (Chal; Pourquié, 2017; Costa; Jurberg; Mermelstein, 2021; Scaal; Marcelle,
2018).

Figura 3 Representacéo das etapas da miogénese em galinhas

9

‘ Proteinas miofibrilares § Sarcomeros

Legenda: Representagdo da miogénese esquelética em galinhas, mostrando as células possiveis de
serem vizualizadas em modelo de cultivo de misculo em desenvolvimento. 1: Os pré-mioblastos,
representados em amarelo, sdo células mononucleadas (ndcleos representados em azul)
arredondadas que ndo expressam proteinas miofibrilares. 2, 3: Apés sua retirada do ciclo celular
(células representadas em verde), se alongam e comecam expressar proteinas miofibrilares, se
alinhando com outros mioblastos. 4: Fusdo dos mioblastos formando miotubos multinucleados com
miofibrilas (formadas por sarcémeros). 5: crescimento dos miotubos a partir de fuséo de miotubos com
mioblastos. Fibroblastos (células triangulares e vermelhas) também podem ser vizualizados em todas
as etapas da miogénese em culturas obtidas a partir de tecido muscular de galinhas.

Fonte: adaptado de Costa, Jurberg e Mermelstein (2021).

3.3 PROTEASES

As proteases, também conhecidas como peptidases ou enzimas proteoliticas,
catalisam a hidrolise de ligacdes peptidicas em proteinas alvo (substratos),
desempenhando diversas fun¢des. Elas sado classificadas de acordo com o residuo
de aminoécido reativo que atua dentro do sitio catalitico (serina, cisteina, aspartil,
treonina ou glutamil proteases), ou de acordo com o cofator para a atividade catalitica
(metaloproteinases). Elas podem, ainda, ser classificadas como endopeptidases,
quando clivam ligacBes peptidicas em regides internas da cadeia polipeptidica, ou
como exopeptidases, quando a clivagem ocorre préxima das extremidades das
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cadeias polipeptidicas. As proteases atuam em diferentes mecanismos biolégicos por
meio da regulacdo da localizacéo e atividade de muitas proteinas, modulacao das
interacbes proteina-proteina, criacdo de novas moléculas bioativas e contribuindo
para o processamento da informacao celular na replicacdo e transcricdo do DNA.
Dessa forma, elas influenciam na proliferagcéo e diferenciacéo celular, morfogénese e
remodelacéo tecidual, angiogénese, neurogénese, ovulacéo, fertilizacdo, reparo de
feridas, coagulacdo sanguinea, inflamacdo, imunidade, autofagia, senescéncia,
necrose e apoptose. A atividade das proteases € controlada por varios mecanismos,
que incluem a regulacéo da expressao de seus genes, ativacdo de suas pro-formas
(zimogénios), autocataliticamente ou por outras proteases, modificacbes poOs-
traducionais, como glicosilagdo e fosforilacdo, e atuacéo de inibidores e cofatores
(L6pez-Otin; Bond, 2008; Carroll et al., 2021; Koistinen et al., 2023).

3.4 METALOPROTEINASES

Entre as familias de proteases, as MMPs sao endopeptidases dependentes
de zinco, que possuem como principal funcéo a degradacdo dos componentes da
matriz extracelular, levando a remodelacdo dos tecidos. Essa remodelacdo dos
tecidos permite que haja diferenciagdo celular, apoptose, angiogénese e reparo
tecidual (Cui; Hu; Khalil, 2017).

Tipicamente, como ilustrado na figura 4, as MMPs sao proteinas compostas,
por um peptideo sinal N-terminal, conhecido como pré-dominio, de comprimento
variavel; um pré-dominio, que consiste em cerca de 80 residuos de aminoacidos, que
mantém as MMPs inativas até ser removido; um dominio catalitico dependente de
zinco que consiste de 160 a 170 residuos de aminoacidos; um peptideo ligante flexivel
rico em prolina, conhecido como regido de dobradica, que consiste entre 14 e 69
aminoacidos; e um dominio semelhante a hemopexina de cerca de 200 a 210
residuos. O pré-dominio das MMPs possui um grupo cisteina sulfidrila responséavel
por quelar o zinco no sitio ativo, mantendo as MMPs em sua forma zimogénica (pro-
MMPs). Um ion zinco se liga ao sitio ativo do dominio catalitico por trés residuos de
histidina e trés ions célcio. O acido glutamico adjacente ao primeiro residuo de

histidina é essencial para o processo catalitico. Um segundo ion zinco encontrado no
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dominio catalitico possui funcdo estrutural, mantendo a conformacao da proteina. A
regido de dobradica é responsavel pela estabilidade enzimatica, influenciando a

atividade colagenolitica da enzima (Radzki et al., 2024).

Figura 4 Esquema da Estrutura de MMPs

-COOH

Legenda: Representacdo esqueméatica da estrutura das MMPs. PS — peptideo sinal (pré-dominio);
PRO — pré-dominio; CAT — dominio catalitico; Regido de dobradica — sitio do peptideo ligante flexivel.
PEX — dominio semelhante a hemopexina; Cis — grupo cisteina sulfidrila; S — interruptor de cisteina;
Zn?* - sitio de ligagéo ao zinco; Linha vermelha vertical: regido de clivagem.

Fonte: adaptado de RADZKI et al. (2024).

A ativacdo das MMPs pode ocorrer de diversas maneiras, por exemplo,
quando o residuo de cisteina é clivado por outras enzimas proteoliticas (como serino
proteases, endopeptidase furina e plasmina), levando a liberacdo do pré-dominio e
consequente ativacdo da MMP. Além disso, uma MMP também pode ser ativada por
outras MMMPs, como as MMPs contendo furina, como MMP-11, 21, 28 e MT-MMPs
(metaloproteinases transmembranares) que tém uma sequéncia de reconhecimento
de pro-proteina convertase semelhante a furina no C-terminal do pré-peptideo
(Corcoran et al, 1996; Cui; Hu; Khalil, 2017).

MT-MMPs sofrem ativacao intracelular pela furina e depois ativam outras
MMPs. As MMPs também podem ser ativadas por varios agentes fisico-quimicos,
como calor, baixo pH, agentes modificadores de tiol, como acetato de 4-
aminofenilmercurio, cloreto de mercurio, N-etiimaleimida, glutationa oxidada e
dodecilsulfato de sédio. A maioria desses ativadores interrompe a coordenacao
cisteina-Zn?*. Outros ativadores de MMPs incluem a plasmina, que ativa a MMP-9.
Além disso, tanto a MMP-3 quanto o acido hipocloroso ativam a MMP-7, a qual ativa
a MMP-1 (Corcoran et al, 1996; Cui; Hu; Khalil, 2017).

A regulacdo da atividade das MMPs envolve inibidores teciduais de
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metaloproteinase (TIMPs). Os TIMPs consistem de peptideos com 184 a 194
aminoacidos. Sd8o compostos por um subdominio N-terminal e um subdominio C-
terminal. Os dominios N-terminal e C-terminal contém trés ligacbes dissulfeto
conservadas. O dominio N- terminal se dobra como uma unidade independente com
atividade inibitéria de MMP. Essa inibigcdo ocorre pela ligagdo entre o dominio N-
terminal e o sitio catalitico das MMPs, quelando o atomo de zinco (Nagase; Visse;
Murphy, 2006). As MMPs também podem ser inibidas utilizando-se reagentes
inibidores quelantes de ions metélicos como 1,10 — Fenantrolina (Beek et al., 2012) e
pelo EDTA (Rao; Tanksale; Ghatge; Deshpande, 1998).

As MMPs séo classificadas com base em sua estrutura e especificidade de
substrato. As colagenases incluem MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18. As
gelatinases compreendem a MMP-2 e MMP-9, enquanto que as estromelisinas
incluem a MMP-3, MMP-10 e MMP-11. Entre as matrilisinas estdio MMP-7 e MMP-26.
As transmembranares sdo a MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 e MMP-
25. Além disso, ha grupos nao classificados de MMPs, que incluem MMP-12, MMP-
19, MMP-20, MMP-21, MMP-23, MMP-27 e MMP-28 (Nagase; Visse; Murphy, 2006).

A metaloproteinase 2 (MMP-2) € também conhecida como gelatinase A. Esta
protease é capaz de clivar um amplo espectro de substratos que incluem
componentes da matriz extracelular, como colagenos do tipo I, IV, V, VII, X, XI,
fibronectina e elastinas, além de mediadores metabdlicos soldveis, como
apolipoproteinas e citocinas (Duong; Erickson, 2004; Hardy; Hardy; Fernandez, 2018).
A MMP-2 é expressa em uma ampla variedade de tipos celulares, como por exemplo
em midcitos cardiacos, hepatécitos e células epiteliais (Solliet al., 2013). No
desenvolvimento, MMP-2 é descrita com funcdo na morfogénese de varios érgaos e
tecidos, como cerebelo (Verslegers et al., 2015), coracdo (Cai et al., 2000), ossos
(Mosig et al., 2007), pulmdes (Fukuda et al., 2000) rins (Lelongt et al., 2001) e no
musculo estriado esquelético (Carmeli et al., 2004).

A metaloproteinase 9 (MMP-9) pertence a familia de gelatinases, sendo
conhecida como gelatinase B, participando da degradacéo de componentes da matriz
extracelular. Ela é capaz de degradar colagenos do tipo IV, V, XI e XVI durante a
remodelacdo tecidual. A MMP-9 é secretada por varios tipos de células como, por
exemplo, células epiteliais, macréfagos, fibroblastos e neutréfilos (Mondal et al.,

2020). Da mesma forma, MMP-9 também ja foi detectada durante o desenvolvimento
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do coracdo (Ratajska; Cleutjens, 2002), cérebro (Ethell; Ethell, 2007) e pulmdes
(Hendrix; Kheradmand, 2017).

A metaloproteinase 14 (MMP-14), também conhecida por MT1-MMP, é uma
colagenase ligada & membrana que € capaz de degradar colageno tipo I, 1l e I,
fibronectina, laminina-1, -2, -4 e 5, fibrina e proteoglicanos. A MMP-14 também
participa da ativacdo da MMP-2 por clivar a ligacao desta com sua molécula inibidora,
a TIMP-2. A MMP-14 também pode clivar proteinas como EphA2, CD44 e integrinas,
envolvidas na interacdo célula-célula e na adesdo entre célula e matriz (Snyman;
Niesler, 2015). Esta protease é expressa em varios tipos celulares, como por exemplo
em osteoblastos, condrocitos e células tumorais (Attur et al., 2020). Além disso, a
MMP-14 ja foi descrita durante o desenvolvimento dos sistemas nervoso e

cardiovascular (Moracho et al., 2021) e do intestino (Camargo et al., 2016).

3.5 METALOPROTEASES E MUSCULO ESTRIADO ESQUELETICO

Em relacdo ao musculo estriado esquelético, as MMPs regulam processos
como reparo de lesdes e inflamagbes, sendo essenciais para a regeneracao das
células musculares. Além disso, as MMPs e seus inibidores, as TIMPs, podem servir
como biomarcadores para varios disturbios musculares (Kumar et al., 2022).

As metaloproteinases também estao relacionadas a doencas que afetam o
tecido muscular como a distrofia muscular de Duchenne, sendo fundamentais na
remodelacdo da matriz extracelular em pacientes com esta doenca, que causa
necrose e fibrose, levando a fraqueza muscular e aumento da rigidez. Esta doenca é
causada pela auséncia da proteina distrofina. Em cdes com distrofia muscular, foi
demonstrado que a MMP-9 esta relacionada com processos inflamatorios durante a
degeneracdo muscular, enquanto que a MMP-2, ativada no endomisio de grupos de
fibras em regeneracéo, esta associada a remodelagéo da matriz extracelular durante
a regeneracao muscular e crescimento das fibras (Fukushima et al., 2007; Chen; Li,
2009). Alem disso, foi demonstrado em camundongos com distrofia muscular de
Duchenne, em diferentes masculos, durante as fases de degeneracdo muscular (4
semanas nestes animais) e regeneracdo muscular (12 semanas nestes animais) a

atividade de MMP-2 e MMP-9 relacionadas a remodelacédo e reparo tecidual que
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ocorre nos musculos afetados por esta doenca (Gaglianone et al.,, 2020;
Gaglianone et al., 2021).

No musculo esquelético de ratos, em que os musculos soéleo e extensor longo
dos dedos foram lesionados, foi demonstrada a expressdo de MMP-2 e 9 durante o
processo de regeneracdo muscular. Entretanto, a expressdo de MMP-2 e MMP-9
depende do tipo do musculo e da fase de regeneracdo muscular (Zimowska et al.,
2008).

Em camundongos, MMP-13 também apresenta importancia na regeneracao
muscular, regulando a migracao de células satélites apés danos no tecido (Smith et
al., 2020). Em ratos, durante o desenvolvimento embrionario, estudos in vitro
correlacionaram a presenca de algumas MMPs com a miogénese. Estes estudos
correlacionam o envolvimento de diferentes MMPs, como MMP-7, MMP-2 e MT1-
MMP, com a fusdo de mioblastos (Alameddine, 2012). Além disso, estudos
demonstraram que MMP-2 e MT1-MMP séo coexpressos em linhagens de mioblastos
de camundongos, porém somente MMP-2 é secretada e ativada no ambiente
extracelular, enquanto que MMP-9, analisada em células musculares humanas e
células de linhagem C2C12, é secretada apenas por mioblastos antes da formacéao
de miotubos (Carmeli et al., 2004).

Belichenko et al (2009) demonstraram, por meio de método fluorométrico, a
atividade de metaloproteinases na diferenciagdo do musculo esquelético em embrides
de galinha com 10-11, 14-15 e 18-19 dias de incubacao, porém nao identificaram
guais delas estariam envolvidas nesse processo, 0 que abre possibilidade de
aprofundamento nos estudos das MMPs durante a morfogénese muscular. Conclui-
se que os estudos envolvendo as metaloproteinases demonstram a relevancia dessas
enzimas em diferentes processos como crescimento, regeneracdo muscular,
migracao celular, organogénese, dentre outros. Contudo, embora os estudos in vitro
fornegam informagdes importantes sobre as fases morfologicas da diferenciagdo
muscular, ainda h& poucos estudos in vivo demonstrando a expressdo das MMPs,

considerando a diversidade de musculos que formam o corpo dos vertebrados.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 OBTENCAO E MANUTENCAO DOS OVOS

Ovos fertilizados de galinhas, Gallus Gallus domesticus (linhagem ROSS, lote
238-B Steklain), foram obtidos por meio de doacéo feita pela Granja Econdmica
Avicola Ltda, situada na cidade de Carambei, PR. Apds higienizacdo com alcool etilico
70%, os ovos foram mantidos em incubadora automatica (Eclo), com temperatura
constante de 37,8°C e umidade de 60%, no Laboratério de Biologia Celular e do
Desenvolvimento, Bloco M, da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), até
o0 momento da eutanasia. Os experimentos foram realizados apos a aprovacao do
Comité de Etica Animal — CEUA — da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(Processo CEUA/UEPG - 23.000028800-9).

4.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Calculo do tamanho amostral

O célculo foi feito baseado em um trabalho anterior, no qual foi medida a altura
de 30 vilosidades do intestino delgado de trés fetos de galinha nas idades de 16 e 17
dias de vida intra-ovo. Essas medidas foram feitas por Araujo et al. (2024) usando o
programa Image J (dominio publico), sendo expressas em um depois da calibracédo
em pixel a partir de uma barra de 20 um. As medidas foram importadas para o
programa de dominio publico Bioestat 5.3 (http
s:/lwww.mamiraua.org.br/downloads/programas/). As medidas foram primeiramente
testadas quanto a normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk e posteriormente
transformadas em raiz quadrada. Apos, foram obtidos valores de estatistica descritiva,
0s quais foram submetidos ao teste Z de duas amostras para obtencédo dos dados
amostrais de média e desvio padrdao. Na sequéncia, essas informacdes foram

submetidas ao teste t de amostras independentes para se chegar ao calculo do
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tamanho da amostra para cada tempo avaliado. Considerando as médias e desvios
padrdo da altura das vilosidades dos tempos avaliados, a bilateralidade do teste, a
relacdo entre as amostras de 1:1, o poder do teste de 80% e o nivel alfa de 0.05 de
confiabilidade, o tamanho da amostra obtida foi de 3 animais/galinhas para cada

tempo a ser avaliado, totalizando 9 animais.

4.2.2 Tempos avaliados

Os animais foram eutanasiados nos tempos de E11l, E15 e E19 dias de
desenvolvimento embrionario. Estes tempos foram escolhidos com base nos
trabalhos de Possidonio et al. (2014), Belichenko et al. (2009) e na experiéncia a partir
de trabalhos ja realizados no laboratério de Biologia Celular e do Desenvolvimento
(Camargo et al., 2016; Paiva et al., 2019). Todos os ovos, antes de serem colocados
na incubadora, foram avaliados quanto a integridade da sua casca. Além disso, foram
avaliados rotineiramente, durante o tempo de incubacéo, para verificar se os embrides
estavam em crescimento ou morreram. Para isso, foi utilizado um ovoscépio. Os ovos

cujos embrides estavam mortos foram substituidos.

4.2.3 Coleta das amostras

Os embrides foram removidos dos ovos dentro do fluxo laminar a partir da
camara de ar do ovo, ap0s a casca ser quebrada. Eles foram transferidos para placa
de petri e banhados em solucédo de PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na2HPO4 4,3
mM; KH2PO4 1,47 mM, pH 7,4) estéril para retirada dos tecidos externos. Esse
procedimento foi feito até que o embrido estivesse totalmente limpo. Na sequéncia,
foram eutanasiados através de decapitacdo com o uso de tesoura cirdrgica
(RESOLUCAO N° 1000, DE 11 DE MAIO DE 2012: dispde sobre procedimentos e
métodos de eutandsia em animais e d& outras providéncias; Guia Brasileiro de Boas
Praticas em Eutanasia em Animais - Conceitos e Procedimentos Recomendados) por
serem animais que pesam menos de 100 gramas. Depois, 0os embrides foram

dissecados utilizando material cirdrgico. Parte das amostras coletadas do musculo
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peitoral foi cultivada em meio de cultivo, que foi utilizado para determinar a
concentracdo de proteina total para posterior andlise proteica por eletroforese SDS-
PAGE e de proteases por zimografia. Parte das amostras do tecido coletado seguiu
ainda para os métodos de imuno-histoquimica, imunofluorescéncia e coloracdo de

Masson, conforme os procedimentos descritos a seguir.

4.3 CULTIVO DAS AMOSTRAS DE MUSCULO

Fragmentos de musculo peitoral de trés embrides nos diferentes tempos
avaliados foram coletados e, apds o tecido ser dissociado mecanicamente utilizando
um bisturi, foram incubados por 24h em meio de cultivo Eagle Modificado de Dulbecco
(DMEM) sem soro fetal bovino em placas de cultivo de 24 pocos a 37° C (Gomes et
al., 2011). As amostras de cada animal, de cada tempo, foram incubadas em triplicata.
Apos, foi coletado 500 puL de meio de cultivo de cada poco, contendo fragmento de
musculo peitoral, centrifugado por 1 minuto, a 6000 RPM e a porcao liquida de cada

amostra de meio, dos mesmos tempos, foi misturada em um microtubo de 2 mL.

4.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA TOTAL DO MEIO DE
CULTIVO

As amostras foram submetidas ao teste de Bradford (1976) para quantificacao
de proteina total. A curva padrdo foi feita usando amostras de Albumina de Soro
Bovino (BSA) nas concentracdes de 0,015; 0,031; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 mg/mL
em placas de cultivo de 96 pocos. 20 uL das diferentes concentracdes de BSA e das
amostras do meio de cultivo nos diferentes tempos avaliados foram colocados em
cada poco (em triplicata) e 200 pL do reagente de Bradford foi adicionado. A leitura
da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 595
nm. Os valores de absorbancia obtidos foram importados para o software Excel 2019
e a curva padrdo e equacdo da reta foram geradas através dos valores obtidos pela
absorbancia das amostras de BSA. Utilizando a equacéo da reta gerada, foi estimada
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a concentracdo de proteina total por pL do meio de cultivo onde estavam o0s

fragmentos de musculo que posteriormente foi avaliado por eletroforese.

4.5 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Fragmentos de musculo foram coletados e imersos em Paraformaldeido 2%
por 48h. As amostras foram entdo desidratadas em solu¢des com concentragao
crescente de &lcool etilico (70% a 100%), por 60 minutos em cada solugcdo, em
temperatura ambiente. Foram ent&o diafanizadas em Xilol, por 2 vezes, 30 minutos
cada, em temperatura ambiente. Os fragmentos foram incluidos em Paraplast por 3
banhos de 1h cada e emblocados em Paraplast. De cada animal, cortes seriados de
7 um foram obtidos e montados em seis laminas silanizadas para imunofluorescéncia
e imuno-histoquimica e duas laminas foscas comuns para coloracdo de Masson,

contendo trés cortes por lamina, de cada embrido e tempo avaliado.

4.6 COLORACAO POR TRICOMICO DE MASSON

Para coloragéo por Tricobmico de Masson, os cortes foram desparafinizados
em Xilol, 3 vezes, por 5 minutos cada, e reidratados em solugbes decrescentes de
alcool etilico (100% a 70%). Em seguida os cortes foram lavados em agua destilada,
2 vezes cada. Em seguida foram banhados em Hematoxilina de Mayer por 5 minutos
e lavados em agua corrente por 5 minutos. Os cortes foram entdo banhados no
corante Rouge (Fucsina &cida 0,3%; Orange G 0,1%; Acido acético 1%) por 2 minutos
e lavadas em agua destilada por 2 vezes. Em seguida, os cortes foram banhados em
Acido Fosfomolibdico 10% por 10 minutos e lavados em agua destilada por 2 vezes.
Os cortes foram banhados em Azul de Anilina 1% por 5 minutos e lavados em agua
destilada por 2 vezes. Os cortes entédo foram desidratados em estufa a 37°, imersos
em Xilol e montados usando Permount e uma laminula. As laminas foram visualizadas
em microscopio Olympus DP72, utilizando o programa CellSens para a captura das

imagens. As andlises foram feitas de forma visual, comparando as imagens obtidas.
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4.7 IMUNOFLUORESCENCIA PARA B-ACTINA

Os cortes foram desparafinizados em Xilol, 3 vezes, por 5 minutos cada, e
reidratados em solucdes decrescentes de alcool etilico (100% a 70%) por 2 minutos
cada. Em seguida os cortes foram lavados em agua destilada, 2 vezes, a temperatura
ambiente. Foram entdo incubados em BSA 3%, por 1h, & temperatura ambiente, em
camara umida. Em seguida, foram lavados em 1X PBS (NaCl 137mM; KCI 2,7mM;
Na2HPO4 4,3mM; KH2PO4 1,47 mM, pH 7,4) por 3 vezes a temperatura ambiente.
Apoés o bloqueio, os cortes foram incubados com anticorpo monoclonal anti B-actina
de camundongo (BA3R, ThermoFisher Scientific, Cat. N° MAb5-15739), na
concentracao de 1:500, preparado com 1XPBS/Triton X-100 0,1%, por 16h a 4° C, em
camara umida. Em seguida, os cortes foram lavados em 1XPBS, 3 vezes, a
temperatura ambiente. Os cortes foram incubados com anticorpo anti-imunoglobulinas
de camundongo conjugado com Alexa488 (Life Technologies, Brasil, Cat. No A11059,
Lote No 1832425), na concentracdo de 1:1000, preparado em BSA 1%, por 1 hora, a
temperatura ambiente, em camara Umida, no escuro. Em seguida, os cortes foram
lavados em 1XPBS, 3 vezes, por 5 minutos cada, a temperatura ambiente, no escuro.
O nucleo das células foi corado com DAPI (2ug/mL, Sigma-Aldrich, USA), por 30
minutos, a temperatura ambiente, em cdmara Umida, no escuro. Os cortes foram
lavados em 1XPBS, 3 vezes, a temperatura ambiente, e montados com laminulas
usando Fluorescence Mounting Medium (DAKO, USA), no escuro. O controle negativo
da marcacéo por imunofluorescéncia foi feito utilizando-se 1XPBS em vez de anti 3-
actina no primeiro corte de cada lamina. As demais condi¢cdes da imunofluorescéncia
ndo foram alteradas. As laminas foram visualizadas em fotomicroscopio de
epifluorescéncia (Leica, China), com filtros de excitacdo e emissdo para a faixa de
comprimento de onda do DAPI (461 nm - azul) e do Alexa488 (520 nm - verde),
utilizando-se o software Leica Application Suite para a obtencdo das imagens. As

analises foram feitas de forma visual, comparando as imagens obtidas.
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4.8 GEL DE PROTEINA SDS-PAGE

Um total de 0,5 pg de proteina total de cada amostra foi misturada em tampéo
Laemmli ndo reduzido (Tris HCI 0,25 M pH 6,8; SDS 8%; Glicerol 30%; azul de
bromofenol 0,2%) e foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. A
corrida eletroforética foi realizada a 4 °C. Inicialmente, a corrida foi realizada a 80 V
por aproximadamente 15 minutos até as amostras chegarem ao gel de corrida. Depois
disso, a tensdo foi aumentada para 120 V para a realizacdo da corrida por
aproximadamente 2h e 30 min. Posteriormente, os géis foram corados com prata,
conforme descrito adiante, até que as bandas de proteinas pudessem ficar visiveis.
Os géis foram escaneados para registro da identificacdo da altura da atividade das
proteases tendo como comparacdo um padrdo de peso molecular PageRuler
Prestained Protein Ladder (Fermentas SM0671).

4.8.1 Coloracao do gel de proteina SDS-PAGE por prata

Apoés a corrida eletroforética, os géis foram mantidos em metanol 50% sob
agitacdo por 1h em temperatura ambiente. Em seguida, os géis foram banhados em
solucéo de nitrato de prata preparado da seguinte forma: em um béquer foi dissolvido
0,8g de nitrato de prata (AgNOs3). Esta solucéo foi lentamente gotejada sobre uma
solucéo de hidroxido de sédio e hidroxido de aménio (21 mL de NaOH 0,36%; 1,4 mL
NH4sOH 30%) preparada previamente e o volume final da solugédo resultante foi
completado para 100 mL com agua destilada. Os géis foram banhados nesta solugéo
por 20 minutos sob agitacdo lenta em temperatura ambiente. Em seguida os géis
foram lavados em agua destilada 4 vezes por 5 minutos cada. As bandas foram
reveladas em solucdo de formaldeido (0,5 mL de &cido citrico 1% e 50 pL de
formaldeido PA em 100 mL de agua destilada) até ficarem visiveis, em agitacdo lenta.
Por fim, os géis foram lavados em agua destilada e mantidos em solucao de metanol
50%.
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4.9 ZIMOGRAFIA

Foram misturados 0,5 pg de proteina total de cada amostra em tampéo
Laemmli ndo reduzido e foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
10%, contendo 5% de gelatina. A corrida eletroforética foi realizada a 4 °C.
Inicialmente, a corrida foi realizada a 80 V por aproximadamente 15 minutos até as
amostras chegarem ao gel de corrida. Depois disso, a tenséo foi aumentada para 120
V para a realizag&o da corrida por aproximadamente 2h e 30 min. Apos a eletroforese,
os géis foram lavados duas vezes (30 minutos cada) em 2% de Triton X-100 sob
agitacdo e, em seguida foram imersos em tampao de ativacdo de enzimas (CaCl> 2M,;
Tris-HCI 1M) durante 16h a 37° C. Os géis foram entdo corados com Coomassie Blue
até que as bandas de degradacdo de gelatina pudessem ser detectadas. Os géis
foram escaneados para registro da identificacdo da altura da atividade das proteases
tendo como comparagéao o padrao de peso molecular PageRuler Prestained Protein
Ladder (Fermentas SM0671). O controle positivo, para o qual foi utilizado amostra de
intestino de rato de 25 dias ap6s o0 nascimento, foi preparado conforme descrito por
Reis, Soares e Gomes (2019) da seguinte forma: a amostra foi homogeneizada em
tampao de extracao (Tris-HCI 50mM pH 7,5, CaCl 5mM e NaCl 0,9%), centrifugada a
15.000g por 15min a 4°C e o sobrenadante coletado foi utilizado para a zimografia.
Segundo os autores citados, o intestino de rato de 25 dias ap0s 0 nascimento

expressa metaloproteinase 9, na altura de 90 kDa.

410 TESTE DE INIBICAO DE PROTEASES

A fim de confirmar a presenca de MMPs nos géis obtidos, testes de inibicdo
foram realizados com adicdo ao tampéo de ativacéo, de 1,10-Fenantrolina 0,5mM
(inibidores de MMPs); Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) 0,5 mM (inibidor de
MMPSs); Fluoreto de Fenilmetilsulfonilo (PMSF) 2 mM (inibidor de serino proteases);
Benzamidina 2 mM (inibidor de serino proteases do tipo tripsinas e quimiotripsinas) e
N-Etil-Maleimida (NEM) 0,5 mM (inibidor de cisteino proteases). As amostras foram

mantidas no tampéao de ativacdo com os inibidores por 16h a 37°C.
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4.11IMUNO-HISTOQUIMICA PARA MMP-2, 9 E MT1

Os cortes foram desparafinizados em Xilol, 3 vezes, por 5 minutos cada, e
reidratados em solucdes decrescentes de alcool etilico (100% a 70%). Em seguida
foram lavados em agua destilada, 2 vezes, a temperatura ambiente. Para a
recuperagio antigénica, os cortes foram banhados em Acido Citrico 10 mM por 20
minutos a 95 °C, seguido por banho de agua corrente por 5 minutos e dois banhos de
agua destilada. Para inibicdo da peroxidase endogena, os cortes foram banhados 3
vezes por 10 min cada em peroxido de hidrogénio 20 volumes. Em seguida foram
lavados em agua corrente por 5 minutos, seguido de banho em agua destilada. Os
cortes foram entdo incubados em BSA 3% por 1h, a temperatura ambiente, em
camara umida para bloqueio de ligacfes inespecificas. Em seguida, foram lavados
em 1X PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na2HPO4 4,3 mM; KH2PO4 1,47 mM, pH
7.,4) por 3 vezes a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, os cortes foram incubados
com anticorpo monoclonal anti MT1-MMP (Milipore MAB3317); com anticorpo
monoclonal anti MMP-2 (Milipore MMP-2 MAB3308 lote: LV1482696) e com anticorpo
monoclonal anti MMP-9 (Neomarkers MMP-9 AB-8 Mouse MAB MS — 820 — P lote:
820P403C) todos na concentracdo de 1:200 por 16h em camara umida a 4 °C. Os
cortes foram entdo lavados em 1X PBS e incubados com anticorpo secundario usando
o kit universal DAKO LSAB, por 30 minutos, a 37 °C. Foram entdo lavados novamente
em 1XPBS e a marcacgao foi revelada por meio de incubagdo com um substrato da
peroxidase, o 3,3 Diaminobenzidina (DAB) 3% (Sigma-Aldrich) preparado em
1XPBS/H202 1,25%/DMSO 1,25%, por 5 minutos, a temperatura ambiente. Os cortes
foram lavados em agua destilada e contra-corados com Hematoxilina de Mayer por 1
minuto. Apds a coloragdo, os cortes foram desidratados em estufa a 37 °C, imersos
em Xilol e montados em laminulas usando Permount. De cada lamina, do primeiro
corte, foi substituido o anticorpo primario por 1XPBS (controle negativo). Como
controle positivo para MMP-9, foram utilizadas laminas com cortes de cerebelo e de
dente incisivo de rato. As laminas foram visualizadas em microscopio Olympus DP72,
utilizando o programa CellSens para a captura das imagens. As analises foram feitas

de forma visual, qualitativa, comparando as imagens obtidas.
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5 RESULTADOS

5.1 COLORACAO POR TRICOMICO DE MASSON

Na coloragdo com Tricomico de Masson (Figura 5), sdo demonstradas as
fases morfologicas da diferenciacdo das células musculares. Em E11 (Figura 5 A), é
possivel observar agrupamentos de mioblastos com nucleo esférico (elipse) iniciando
um estabelecimento intercelular através de projecdes celulares (setas). Em E15
(Figuras 5 B, C), observa-se células com varios nucleos elipticos formando uma
estrutura em forma de sincicio (elipse). Observa-se também miotubos formados. Os
nacleos dos miotubos se apresentam com uma morfologia eliptica (setas). Em
algumas regides do citoplasma podem ser detectadas estrias transversais evidentes
(linhas tracejadas). Além disso, ainda podem ser observados mioblastos com nucleo
arredondado (pontas de setas). Como pode ser visto nas figuras 5 D, em E19 dias de
desenvolvimento, os miotubos se apresentam mais espessos, quando comparados
com 15 dias, com regides em forma de bast&o no citoplasma com coloragéo vermelha
mais forte (setas), indicando miofibrilas nascentes. A figura 5 E mostra estrias
transversais (linhas tracejadas) assim como finas estruturas coradas de azul
ramificando-se sobre células musculares (setas), que podem ser ramificacbes de

fibras nervosas.
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Figura 5 Coloragcdo com Tricomico de Masson

Legenda: Coloragdo com Tricobmico de Masson. A: E11 dias de incubacédo. As setas mostram as
projec¢Oes celulares dos mioblastos, enquanto a elipse mostra mioblastos com nucleo esférico. B: E15
dias de incubacéo, a elipse mostra mioblastos em fusdo formando um sincicio. C: E15 dias de
incubacdo. As setas mostram os nucleos elipticos, as linhas tracejadas mostram as estrias transversais
e a ponta de seta mostra um mioblasto. D: E19 dias de incubac&@o. As setas mostram a coloracéo
vermelha onde se encontram as miofibrilas nascentes. E: E19 dias de incubacéo. As linhas tracejadas
mostram estrias transversais, enquanto as setas podem mostrar extensoes de fibras nervosas
crescendo nas células musculares. Barra de escala: 20 pum.

Fonte: o autor.

5.2 IMUNOFLUORESCENCIA PARA B-ACTINA

A figura 6 representa os resultados obtidos para a imunofluorescéncia para f3-
actina demonstrada em verde. No dia E11, a actina aparece distribuida no citoplasma
dos mioblastos (Figura 6 A1). Em E15, a marcacgao para actina é mais evidente (forte)
em regides especificas dos miotubos, conforme se observa na figura 6 B1 em um
corte longitudinal, indicado pelas setas e na figura 6 C1 em um corte transversal,
indicado pelo circulo e pela seta, onde a forte marcacao para actina aparece na forma
de um anel delimitando uma regido central menos marcada, que pode ser interpretada
como uma marcacao nas regides proximas a membrana das fibras. Em E19 dias, em
corte longitudinal das células musculares, apontada pelas setas brancas, a marcagéo
para actina aparece nas mesmas regides ao longo da célula (figura 6 D1). Além disso,
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a marcacdo para actina ndo € continua nesta estrutura, sendo interrompida por
pequenos espacos escuros, conforme representado pelas setas brancas na figura 6
D2.

Figura 6 Imunofluorescéncia para 3-actina

11 dias 15 dias 15 dias 19 dias

DAPI

ACTINA

MERGE

Legenda: Imunofluorescéncia para 3-actina em células musculares de embrides de galinha. A, A1, A2:
E11 dias. A2.1: detalhe mostrando a distribuigdo da -actina nos mioblastos. B, B1, B2: E15 dias em
corte longitudinal. B2.1: detalhe mostrando a distribuigdo da 3-actina nos miotubos. C, C1, C2: E15
dias, em corte transversal. O Circulo mostra a organizacao dos miotubos e as setas indicam a marcagéo
para B-actina nas células musculares. C2.1: detalhe mostrando a distribuigdo da -actina em forma de
anel nas células musculares; D, D1, D2: E19 dias. As setas mostram a presenca da actina nas células
musculares. Barra de escala: 20 um.

Fonte: o autor.

5.3 GEL DE PROTEINA SDS-PAGE

A figura 7 mostra o resultado da eletroforese do gel de proteinas totais corado
com prata. O padréo de bandas obtido no gel mostra a integridade das proteinas com
peso molecular variando de 26 a 95 kDa, sendo elas mais evidentes em 15 e 19 dias

e menos evidentes em 11 dias.
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Figura 7 Analise do perfil proteico em SDS-PAGE relevado com prata

11 dias 15 dias 19 dias

95 kDa
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Legenda: Andlise do perfil proteico das amostras de meio de cultivo de células musculares de peito de
embrido de galinha nos tempos de incubac¢do de 11, 15 e 19 dias em SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida 10%. Para cada tempo foi aplicado 0,5 ug de proteina total e o gel foi corado com prata.
Fonte: o autor.

5.4 ZIMOGRAFIA

A figura 8 mostra o resultado da zimografia para as amostras de meio de
cultivo apos incubacgéo por 24h a 37 °C. O controle positivo, para o qual foi utilizada
uma amostra de intestino de rato, mostra uma banda na altura de 90 kDa, que é
definida como sendo de metaloproteinase 9 (Reis; Soares; Gomes, 2019). O Controle
negativo representa uma amostra de meio de cultivo DMEM, sem soro fetal bovino.
Em E11, E15 e E19 dias, onde foi aplicado 0,5 ug de proteina total, sdo visiveis duas
bandas de atividade proteolitica com pesos moleculares entre 55 kDa e 72 kDa.
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Figura 8 Zimografia

Controle Controle

positivo negativo 11 dias 15 dias 19 dias

95 kDa

MMP-9
72kDa

55 kDa

43 kDa

Legenda: Zimograma de amostras de meio condicionado de células musculares do peito de embrido
nos tempos de incubagédo de 11, 15 e 19 dias. Controle positivo: amostra de intestino de embrido de
rato, que mostra uma banda de MMP-9 em 90 kDa (Reis; Soares; Gomes, 2019). Controle negativo:
meio de cultivo ndo condicionado.

Fonte: o autor.

5.5 TESTES DE INIBICAO

A figura 9 mostra os testes de inibicdo de proteases com 0,5 pg de proteina
total para cada tempo de desenvolvimento avaliado. A Benzamidina (inibidor de
tripsinas e quimiotripsinas), aplicada em concentragéo de 2 mM, néo inibiu a atividade
proteolitica nas amostras. O NEM (inibidor de cisteino proteases), aplicado a 0,5 mM,
nao inibiu a atividade das proteases. A Fenantrolina (inibidor de metaloproteinases),
aplicado a 0,5 mM, inibiu totalmente a segunda banda em 11 e 19 dias, assim como
todas as bandas em 15 dias reduzindo também, mas parcialmente, a primeira banda
em 11 e 15 dias. O EDTA (inibidor de metaloproteinases), aplicado a 0,5 mM e o
PMSF (inibidor de serino proteases) aplicado a 2 mM, inibiram totalmente a atividade

proteolitica das amostras.
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Figura 9 Testes de inibicdo de proteases

11D 15D 19D 11D 15D 19D 11D 15D 19D 11D 15D 19D 11D 15D 19D

Benzamidina NEM Fenantrolina EDTA PMSF

Legenda: Testes de inibicdo de proteases para os tempos de 11, 15 e 19 dias de incubacéo, onde foi
adicionado ao tampéo de ativacdo Benzamidina 2 mM (inibidor de serino proteases do tipo tripsinas e
quimiotripsinas); NEM 0,5 mM (inibidor de cisteino proteases); Fenantrolina 0,5mM (inibidor de MMPs);
EDTA 0,5 mM (inibidor de MMPs) e PMSF 2 mM (inibidor de serino proteases).

Fonte: o autor.

5.6 IMUNO-HISTOQUIMICA PARA MMP-2, MMP-9 E MT1-MMP

Os resultados da imuno-histoquimica para MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP sé&o
apresentadas na figura 10. Em E11, E15 e E19 dias houve deteccdo da MMP-2
(Figura 10 A, B, C) e MT1-MMP (Figura 10 D, E, F) com distribuic&o visivel tanto nos
mioblastos no tempo de 11 dias como nos miotubos com 15 e 19 dias, sendo a MMP-
2 mais evidente quando comparada com a MT1-MMP. Em nenhum dos tempos de
desenvolvimento avaliados houve marcacdo para MMP-9 (Figuras 10 G, H, I). As
figuras 10 J, K e L representam controles positivos da imuno-histoquimica para MMP-
9 sendo representados por cortes da camada molecular (J) e substancia branca (K)
de cerebelo e nas fibras nervosas de cortes de incisivos de ratos (L). A marcacao é

apontada pelas setas.
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Figura 10 Imuno-histoquimica

MMP-2

MT1-MMP |

MMP-9
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controles
positivos

Legenda: Imuno-histoquimica do musculo do peito de embriées de galinha nos dias E11 (A,D,G) , E15
(B,E,H) e E19 (C,F,l) para MMP-2, MT1-MMP e MMP-9, durante o processo de diferenciacdo das
células musculares. MMP2 e MT1-MMP foram marcadas em todos os dias de desenvolvimento,
enguanto que MMP-9 ndo apresentou imunodetec¢do em nenhum dos dias. Os controles positivos para
MMP-9 sdo demonstrados pelas setas na camada molecular (J) e substancia branca (K) no cerebelo e
nas fibras nervosas (L) das sec¢des dos incisivos de ratos. Barra de escala: 20 pm.

Fonte: o autor.
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6 DISCUSSAO

A literatura demonstra, que em desenvolvimento de galinhas, o periodo
compreendido entre o dia embrionario 3 (E3) ao dia embrionario 7 (E7) é conhecido
como estagio embrionario da miogénese, quando os mioblastos comecam migrar do
miétomo para as diferentes partes do corpo. Neste periodo, os mioblastos sofrem
fus@o para formar células musculares primarias, também chamadas miotubos. A partir
de EB8, inicia-se a fase fetal da miogénese marcada pela segunda onda de
diferenciacdo de mioblastos, onde os miotubos (as células musculares primarias)
aumentam integrando novos mioblastos em sua estrutura. Durante a fase muscular
secundéaria as células produzem diferentes isoformas de proteinas musculares que se
organizam em miofibrilas (Stockdale, 1992; Kahane; Cinnamon; Bachelet; Kalcheim,
2001; Chal; Pourquié, 2017).

Nesse contexto, 0s processos de diferenciagdo muscular sdo extensivamente
estudados, com a maioria dos achados provenientes de estudos in vitro usando
culturas primarias ou linhagens celulares estabelecidas, como as células C2C12 de
camundongos. Estes estudos sdo uma abordagem importante para entender o papel
de diferentes moléculas que podem estar envolvidas durante a diferenciacdo sem a
interferéncia do metabolismo geral do corpo (Hirst; Marcelle, 2015; Chal; Pourquié,
2017; Nguyen et al., 2023; Nejad et al., 2024; Scaal; Marcelle, 2018; Costa et al., 2021,
Malila et al., 2022).

Por outro lado, estudos in vivo, sdo necessarios para confirmar os resultados
obtidos in vitro. Embora as fases gerais de diferenciacdo sejam bem estabelecidas a
partir de estudos in vitro, ha poucos relatos sobre esse processo em musculos
especificos, como o peitoral, por exemplo. Diante disso, no presente estudo,
examinou-se in vivo a morfologia da diferenciacdo do musculo peitoral durante os dias
E11l, E15 e E19. Esses pontos de tempo sdo considerados como a fase fetal do
desenvolvimento miogénico das galinhas e, usando alguns métodos béasicos de
morfologia, alguns resultados diferem em comparacdo com os in vitro descritos na
literatura.

Os resultados obtidos através da coloracao de Masson mostram em E11 dias
a presenca de mioblastos sem presenca de miotubos. Esse resultado contrasta com

a maioria dos estudos comparativos que indicam que nesse tempo esta ocorrendo a
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segunda onda de diferenciacdo muscular (Stockdale, 1992; Picard et al., 2010). No
dia E11 podem ser observados mioblastos individuais, com nucleos esféricos, ou
aglomerados de mioblastos com processos de membrana se tocando, indicando
adesdo ativa levando a sua fusao.

No dia E15, os mioblastos passaram ativamente pelo processo de fuséo,
formando estruturas sinciciais, enquanto outros apareceram como miotubos finos com
varios nucleos ovais na periferia, sugestivos do inicio das células musculares
primarias neste momento. Em E15, foi detectado em alguns miotubos, usando a
coloracdo de Masson, a presenca de finas bandas estriadas ao longo dessas células,
indicando uma formacéo ativa de miofibrilas nascentes. Portanto, para o musculo
peitoral observa-se em E15 uma morfologia de células em processo de diferenciagédo
consistente com a fase primaria de diferenciacdo muscular.

No dia E19, a coloracdo de Masson revelou miotubos com dimensdes
transversais mais espessas em comparacdo com o dia E15, mostrando extensa
coloragédo vermelha citoplasmatica. Isso se refere ao estagio fetal de diferenciacéo
quando novas células musculares sao produzidas e a formacao de miofibrilas esta em
andamento para aumentar a espessura das células musculares. Portanto, para este
estudo e para o musculo peitoral, descobriu-se que as células musculares primarias
sdo produzidas no dia E15, e a diferenciacdo das células musculares secundarias
ocorre mais tarde no dia E19. Considerando os resultados, embora demonstrem que
0 momento da fase primaria e secundaria da diferenciacéo celular no masculo peitoral
difere do que tem sido relatado na literatura, os resultados morfoldgicos do presente
trabalho suportam descri¢cdes anteriores de estagios de diferenciacéo celular obtidos
in vitro, ou seja, agregacado de mioblastos, fusdo para formar miotubos e apés, durante
a segunda fase, o crescimento das células musculares (Sanger et al., 2002; Picard et
al., 2010; Abmayr; Pavlath, 2012).

Durante a diferenciagdo muscular, muitas proteinas sao produzidas e podem
caracterizar esse processo. Dentre elas, estd a actina, que além de compor a estrutura
da miofibrila e entrar no processo de contragcdo muscular, parece estar diretamente
envolvida no alinhamento e fusdo dos mioblastos. A dindmica dessa proteina, como
sua montagem em F-actina a partir de mon6meros de G-actina, facilita o
reconhecimento e a fusdo dos mioblastos durante as interacdes ceélula-célula. Esse

fendbmeno é crucial para a formacdo dos miotubos multinucleados (Nguyen et al.,
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2023).

Essa funcdo da actina durante a orientacdo das células na formacédo dos
miotubos é regulada pela via de sinalizacdo do FGF (do inglés Fibroblast Growth
Factor), onde essa via de sinalizacao regula a atividade do citoesqueleto de actina
levando a altera¢gdes que possibilitam a fusdo dos mioblastos e o direcionamento das
bordas do miotubo para os locais corretos de fixacdo muscular (Yang et al., 2020).

Neste trabalho utilizou-se a técnica de imunofluorescéncia para detectar a -
actina, isoforma presente na maioria das células, inclusive nas células musculares
(Madsen et al., 2018), a fim de verificar a distribuicdo e organizacdo desta proteina
nestas células durante seu processo de diferenciacdo. Os resultados da
imunofluorescéncia para 3-actina no tempo de E11 dias, demonstraram que a actina
esta presente em todo o citoplasma dos mioblastos, indicando que nenhuma célula
muscular primaria foi observada neste momento. No entanto, em E15 e E19 dias a
mesma aparece mais concentrada em pontos especificos do citoplasma, o que é
mostrado pela intensidade da fluorescéncia maior nas regifes proximas a membrana
das fibras, reforcando os resultados anteriormente obtidos através da coloracédo de
Masson. E possivel que a B-actina observada no tempo de 11 dias de
desenvolvimento embrionario, como descrito por Nguyen et al. (2013), esteja
envolvida na formacao dos prolongamentos dos mioblastos observados em nosso
estudo nesse tempo de incubacéo, possivelmente com regulacdo de FGF como
demonstrado por Yang et al. (2020) enquanto que em 15 e 19 dias ela esteja envolvida
também na formacédo da estrutura das fibras musculares.

Ja em relacdo as proteases, sabe-se que essas enzimas estdo envolvidas
durante o desenvolvimento embriondrio. Dentre elas, as metaloproteinases de matriz
sdo as mais estudas e demonstradas como participantes no processamento e
renovacao da matriz extracelular durante a morfogénese dos tecidos (Cai et al., 2000;
Fukuda et al., 2000; Lelongt et al., 2001; Ratajska; Cleutjens, 2002; Duong; Erickson,
2004; Mosig et al., 2007; Verslegers et al., 2015; Camargo et al., 2016; Hendrix;
Kheradmand, 2017; Moracho et al., 2021). Assim, o presente estudo investigou a
existéncia de proteases nas fases de diferenciacdo do musculo de peito de galinha,
utilizando métodos como a zimografia, testes de inibicAo de proteases e imuno-

histoquimica.
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Para a deteccao de atividade proteolitica nas amostras, foi utilizada a técnica
de zimografia do sobrenadante do meio de cultivo DMEM na auséncia de soro fetal
bovino, onde as amostras de musculo esquelético do peito dos embribes foram
incubadas por 24h a 37 °C. Esta € uma técnica sensivel para verificar a atividade
proteolitica em uma amostra biolégica, onde pode-se obter a estimativa da massa
molecular das proteases (Leber; Balkwill, 1997). Os resultados demonstram atividade
de proteases nos trés tempos avaliados através de duas bandas, acima de 55 kDa,
que podem corresponder a MMP-2. Em zimografia de gelatina, bandas de MMP-2 em
sua pré-forma e ativada correspondem a 72 kDa e 62 kDa, respectivamente, conforme
demonstrado por Duong e Erickson (2004) em analises por zimografia do meio
condicionado de células da crista neural de embribes de galinha. As bandas de
zimografia foram posteriormente submetidas ao método de inibicdo das proteases,
onde reagentes inibidores podem ser adicionados ao tampédo de ativacdo e assim
verificar se ha ou nao inibicdo da atividade proteolitica das amostras na gelatina
adicionada ao gel podendo-se assim, com a zimografia, verificar a que classe de
proteases as bandas observadas pertencem.

Neste trabalho, foram utilizados inibidores de proteases. O PMSF € um
inibidor de serino proteases geralmente empregado para inibir reacdes de protedlise
atuando por sulfonilacdo no residuo de serina no sitio catalitico, obliterando o sitio
ativo e levando a inibicdo irreversivel da atividade catalitica em serino proteases (Rao
et al, 1998; Sharma; Kishan, 2011). A Benzamidina € capaz de inibir alguns tipos de
serino proteases que incluem tripsina e quimiotripsina (Chakravarthula; Zeng; Alves,
2022). Ja as metaloproteinases podem ser inibidas por quelantes de ions metalicos
como 1,10 — Fenantrolina (Beek et al., 2012) e pelo EDTA (Rao; Tanksale; Ghatge;
Deshpande, 1998). A inibicdo de cisteino proteases pode ser feita através do N-
proteases (Liu; Levy; Chirico, 1996; Beyer et al., 2013).

Os resultados dos testes de inibicdo demonstraram que a Benzamidina, que
€ um inibidor de serino proteases do tipo tripsina e quimiotripsina, ndo causou inibicao,
indicando que as bandas ndo eram desses tipos de serino proteases. O NEM, inibidor
de cisteino proteases, ndo causou inibicAo para as proteases nos trés tempos
avaliados, indicando que essas bandas ndo se tratavam da atividade de cisteino

proteases. Ja na incubacdo com PMSF, inibidor de serino proteases, houve inibicéo
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total das bandas indicando que se referem a serino proteases de outros tipos que néo
as tripsinas ou quimiotripsinas. Por outro lado, o EDTA, que é um inibidor de
metaloproteinases, também inibiu completamente a atividade proteolitica nos trés
tempos avaliados, demonstrando haver também a presenca de metaloproteinases nas
amostras, confirmando a possibilidade das bandas apresentadas pela zimografia
serem de MMP-2. Com relac&o a Fenantrolina, também inibidor de metaloproteases,
houve inibi¢cdo parcial da atividade proteolitica nos géis de zimografia nos tempos E11
e E19, e inibicdo total em E15. Isso nos permite sugerir que as bandas de atividade
proteolitica apresentadas podem conter tanto metaloproteinases quanto serino
proteases nos tempos de E11 e E19 e que, dependendo do inibidor utilizado, como
no caso do EDTA, pode ocorrer uma inibicdo completa. Isso pode sugerir que em um
tecido em processo de diferenciacdo, as moléculas de proteases serino e
metaloproteinases talvez possam conter regides sensiveis a ambos os inibidores que
podem responder a concentracdes diferentes dependendo do inibidor usado.

Entretanto, esse resultado abre a possibilidade de estudos com foco na
estrutura molecular desses tipos de proteases que sao expressas em tecidos em
processo de diferenciacdo, como o observado em nossos resultados para o tecido
muscular.

Belichenko et al. (2009) demonstraram através de método fluorométrico a
presenca de metaloproteinases em amostras obtidas de musculo esqueléticos
toracicos de embrides de galinhas nos tempos de 10-11, 14-15 e 18-19 dias de
incubacdo. Contudo estes autores ndo demonstraram quais metaloproteinases
estavam presentes nessas amostras como neste trabalho que, além de mostrar,
caracterizou o tipo dessas proteases nas fases de diferenciacdo muscular.

Ainda, os resultados de imuno-histoquimica confirmaram a presenca de
proteases observadas na zimografia, especialmente MMPs, que eram o interesse
neste trabalho. De fato, a imuno-histoquimica revelou a presenca de MMP-2 e MT1-
MMP nos tempos de desenvolvimento embrionarios E11, E15 e E19 dias. Mas
demonstram néo haver a expressdo de MMP-9 durante os trés tempos avaliados, 0
gue confirma a inexisténcia dessa metaloproteinase anteriormente nao detectada na
zimografia.

A presenca dessas MMPs e serino proteases detectadas neste estudo

corroboram com alguns relatos encontrados na literatura que, embora em outras
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condicbes experimentais, utilizaram células musculares. Stupka et al. (2013)
demonstraram, em células em cultivo de musculo dos membros de embrides de
camundongos, que a degradacédo de componentes da matriz extracelular, como por
exemplo, a degradacdo de Versican (um proteoglicano presente na matriz
extracelular) por meio de proteases ADAMTS Versicanases, € um passo essencial
para a fusdo dos mioblastos e formacédo dos miotubos multinucleados. Ren, Lamb
e Murphy (2019) demonstraram a presenca de MMP-2 em tecido muscular de ratos e
humanos jovens. Estes autores demonstraram que a maior parte da MMP-2 (70%)
esta localizada dentro das fibras musculares e apenas 30% esté localizada na matriz
extracelular e que a maior parte da MMP-2 intracelular € livremente difusivel pelo
citoplasma e o restante esta ligada a proteinas estruturais e contrateis, participando
da degradacédo de proteinas presentes nas células musculares.

Os resultados do presente estudo, in vivo, utilizando amostras de tecido
muscular de embrido de galinha, demonstram que MMP-2 é expressa e é exportada
para o meio de cultivo. Além disso, a imuno-histoquimica demonstrou a expressao
também de MT1-MMP nos trés tempos de desenvolvimento avaliados nas fases de
diferenciacdo do musculo do peito de embrido de galinha. Sendo a MT1-MMP
responsavel pela ativacdo de MMP-2 (Murphy et al., 1999), a deteccdo de ambas
MMPs neste estudo nos tempos avaliados, seja por imuno-histoquimica no caso de
MT1-MMP e zimografia para MMP-2, reforga a relagéo existente entre essas duas
MMPs e corroboram com os resultados de Alameddine (2012) que, embora em ratos,
mostraram o envolvimento de diferentes MMPs, como MMP-7, MMP-2 e MT1-MMP,
durante a morfogénese de musculo esquelético de ratos, in vitro, indicando que estas
enzimas atuam diretamente na migracéo, alinhamento e fusdo de mioblastos.

Entretanto, neste estudo, diferente dos encontrados na literatura, mostramos
por meio dos testes de inibicdo que, além de MMP-2 e MT1-MMP, sdo expressas por
células musculares em diferenciacdo serino proteases, indicando também a
participacdo dessas proteases no processo de diferenciagdo muscular que precisam

ser melhor avaliadas no futuro.
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CONCLUSOES

A morfologia da diferenciacdo dos mioblastos possui similaridade com o descrito

in vitro na literatura, mas o tempo cronoldgico in vivo é diferente;

A B-actina apresenta diferentes localizac6es em funcéo das fases morfoldgicas de

diferenciagdo muscular,

MMP-2, MT1-MMP séo expressas durante o desenvolvimento embrionario de
galinhas nos tempos de 11, 15 e 19 dias de incubacédo enquanto que a MMP-9 néo

foi expressa em nenhum dos tempos de desenvolvimento avaliados;

Existe uma relacdo entre a expressdo de MMP-2 e MT1-MMP e as fases de

diferenciacdo muscular, sendo aparentemente mais expressa a MMP-2;

Além de MMPs, ha expressdo de serino proteases durante a diferenciagdo do

musculo estriado esquelético.
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