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Resumo 

A miogênese é um processo complexo que se inicia com o 

comprometimento de células precursoras mononucleadas que saem do ciclo 

celular. Esses mioblastos se alongam, enquanto se alinham uns com os outros, 

guiados pelo reconhecimento de suas membranas. Essa etapa é seguida da fusão 

celular e da formação de miotubos estriados e multinucleados. Nosso grupo de 

pesquisa mostrou recentemente, que a retirada de colesterol membranar pela 

metil-β-ciclodextrina (MCD) induz a diferenciação muscular. O objetivo desta tese 

foi investigar os efeitos da retirada de colesterol na via de Wnt/β-catenina durante 

a diferenciação muscular. Os resultados deste trabalho mostraram que a retirada 

de colesterol promove um aumento significativo na expressão de β-catenina, sua 

translocação para o núcleo e a ativação da via de Wnt. Além disso, a ativação da 

via de Wnt após a depleção de colesterol pode ser inibida pela proteína solúvel 

Frzb-1. Também foi demonstrado que o meio condicionado proveniente de uma 

cultura tratada com a MCD acelerou a miogênese de uma forma semelhante ao 

tratamento com MCD, sugerindo que os efeitos induzidos após a depleção de 

colesterol podem ser causados por fatores solúveis presentes no meio de cultura. 

A proteína Wnt-3 em uma forma solúvel aumentou significativamente no meio 

condicionado MCD. Um meio enriquecido com Wnt-3a induziu a diferenciação 

muscular tanto quanto o tratamento com a MCD, enquanto que um meio 

enriquecido com Wnt5a inibiu a fusão de mioblastos. Nós também mostramos que 

o tratamento com MCD aumentou a proliferação celular e induziu um aumento no 

número de células monucleadas positivas para desmina. O tratamento de células 

miogênicas com a substância anti-mitótica araC logo após a retirada de colesterol, 

bloqueou os efeitos da MCD na diferenciação. Ensaios de incorporação de 5 

bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) mostraram mais células positivas para BrdU e para 

desmina em culturas tratadas com MCD. Estes resultados sugerem que alterações 

no conteúdo de colesterol membranar de células miogênicas podem ativar a 

proliferação e a diferenciação miogênica, e que o colesterol pode modular a via de 

sinalização de Wnt/β-catenina nos estágios iniciais da diferenciação muscular 

esquelética. 
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Abstract 
 

Skeletal muscle differentiation is a multi-step process that begins with the 

commitment of mononucleated precursors that withdraw from cell cycle. These 

myoblasts elongate while aligning to each other, guided by the recognition between 

their membranes. This step is followed by cell fusion and the formation of long and 

striated multinucleated myotubes. We have recently shown that cholesterol 

depletion by methyl-β-cyclodextrin (MCD) induces skeletal muscle differentiation. 

The objective of the present work was to study the effects of cholesterol depletion 

in the Wnt/β-catenin signaling pathway during muscle differentiation. Our results 

showed that cholesterol depletion promoted a significant increase in the expression 

of β-catenin, its nuclear translocation and activation of the Wnt pathway. Moreover, 

the activation of the Wnt pathway after cholesterol depletion can be inhibited by the 

soluble protein Frzb-1. We also showed that MCD-conditioned media accelerates 

myogenesis in a similar way as MCD did, suggesting that the effects induced by 

MCD may be caused by soluble factors present in the culture medium. Soluble 

Wnt-3 protein was significantly enhanced in MCD-conditioned medium. Wnt-3a-

enriched media induced myogenesis as much as MCD did, whereas Wnt-5a-

enriched media inhibited myoblast fusion. In addition, MCD treatment enhanced 

cell proliferation and induced an increase in the number of desmin-positive 

mononucleated cells. Treatment of myogenic cells with the anti-mitotic reagent 

cytosine arabinoside right after cholesterol depletion blocked the MCD-induced 

effects on differentiation. Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) incorporation assays 

showed more positive cells for BrdU and desmin in MCD-treated cultures. These 

findings suggest that rapid changes in the cholesterol content in myogenic cell 

membranes can activate myogenic proliferation and differentiation and that 

cholesterol can modulate the Wnt/β-catenin signaling pathway in the early steps of 

skeletal muscle differentiation. 
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1. Introdução 

 

1.1. O Tecido muscular 

Os tecidos musculares dos vertebrados podem ser divididos em três tipos, 

levando em consideração suas características morfológicas e funcionais: o 

músculo liso, o músculo estriado cardíaco e músculo estriado esquelético. Os três 

tipos de tecidos musculares são constituídos por células contráteis (revisado por 

Cormack, 1996). 

O músculo liso é formado por células fusiformes, mononucleadas, com o 

núcleo central e não possuem estriações. A contração dessas células é lenta e 

involuntária. Esse tecido está presente, por exemplo, nos vasos sanguíneos e no 

intestino. 

O músculo estriado cardíaco é formado por células alongadas que são 

geralmente mononucleadas ou binucleadas e com o núcleo central, que se unem 

às células vizinhas através de junções celulares. Essas células são chamadas de 

cardiomiócitos e possuem estriações. A contração destas é rápida, rítmica e 

involuntária. 

O músculo estriado esquelético é formado por feixes de células cilíndricas 

longas chamadas de fibras musculares ou miotubos e apresentam estriações 

transversais. As fibras musculares são multinucleadas e os núcleos se localizam 

na periferia das fibras devido à presença de um citoesqueleto bem desenvolvido. 

Estas células têm contração rápida e voluntária. 

A membrana que envolve as fibras musculares é chamada de sarcolema e 

o retículo endoplasmático é denominado de retículo sarcoplasmático. O 

citoplasma é chamado de sarcoplasma, e nele estão localizadas as miofibrilas (os 

elementos contráteis da célula). Elas são estruturas cilíndricas que correm 

longitudinalmente à fibra muscular e são geralmente tão longas como a própria 

fibra (Figura 1). 
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Figura 1 – Estrutura do músculo estriado esquelético. 

(http://www.apsu.edu/thompsonj/Anatomy.htm - modificado) 

 

Ao microscópio óptico, as miofibrilas aparecem como estriações 

transversais, pela alternância de faixas claras e escuras. As faixas claras recebem 

o nome de bandas I, por serem isotrópicas ao microscópio de polarização, e as 

faixas escuras recebem o nome de bandas A, por serem anisotrópicas. No centro 

de cada banda I aparece uma linha transversal escura denominada de disco Z 

(Figura 1). 

As miofibrilas são formadas por unidades que se repetem: os sarcômeros 

(Figuras 1 e 2). O sarcômero é a unidade morfofuncional da miofibrila. Cada 
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sarcômero é limitado por dois discos Z, logo, é formado por uma banda A e duas 

bandas I (cortadas ao meio pelo disco Z). No meio da banda A existe uma zona 

mais clara, denominada de zona H. 

 

 

 

 
Figura 2 - Estrutura do sarcômero de uma célula muscular (Lodish et al., 2000 - modificado). 

 

O bandeamento das miofibrilas é o resultado de sua composição protéica e 

da maneira com que elas se dispõem para formar os sarcômeros. As zonas H 

contêm um arranjo paralelo de filamentos grossos (150 Ao de diâmetro) de miosina 

dispostos hexagonalmente. As bandas I consistem de filamentos finos (70 Ao de 

diâmetro) de actina, igualmente em arranjo hexagonal, que se ancoram no disco 

Z. As áreas mais escuras nas extremidades de cada banda A correspondem aos 

pontos em que os dois tipos de filamentos interagem. Os filamentos finos são 

compostos por actina e pelas quatro proteínas acessórias: tropomiosina, troponina 

C, troponina T e troponina I. A actina é a molécula central dos filamentos finos, 

que, polimeralizada, forma uma dupla hélice e contém os sítios de ligação com a 

miosina. A tropomiosina é uma molécula que se liga à actina de forma espiralada 

sobre a dupla hélice. Esta ligação impede a associação entre a actina e a miosina, 
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pois bloqueia o sítio de interação da actina com a miosina. As três subunidades de 

troponinas têm estruturas e funções específicas. A troponina T se associa à 

tropomiosina e forma assim um complexo tropomiosina-troponinas. A troponina I 

se liga à actina e mantêm assim o complexo tropomiosina-troponinas estável. A 

troponina C tem afinidade por íons cálcio e induz uma mudança conformacional na 

troponina I. 

As linhas ou discos Z são constituídos principalmente pelas proteínas alfa-

actinina, desmina, actina e cap Z. A desmina é uma proteína de 52 kDa que faz 

parte da família de proteínas que constituem os filamentos intermediários do 

citoesqueleto. Esta proteína é específica de células musculares, tanto de músculo 

liso como estriado. Em músculo estriado, ela se localiza na região do disco Z do 

sarcômero, nos costâmeros (estruturas subsarcolemais que conferem sustentação 

e permitem a manutenção da integridade quando da contração muscular, 

resistindo ao estiramento), na junção miotendinosa e nos discos intercalares 

cardíacos. No músculo estriado maduro os filamentos de desmina estão presentes 

nos discos Z, nas miofibrilas, ao redor do núcleo e ao redor das mitocôndrias 

(Costa et al., 2004; Mermelstein et al., 2006). Estudos recentes mostram que a 

desmina liga o sarcolema ao envelope nuclear através de ligação à anquirina e 

lamina B (Capetanaki et al., 1997). Durante o desenvolvimento, a expressão de 

desmina antecede a de todos os genes estruturais específicos de músculo, como 

a miosina, a troponina, a nebulina, entre outras. Estes dados indicam que a 

desmina desempenha papel importante nas etapas iniciais da diferenciação 

muscular (Capetanaki et al., 1997). A alfa-actinina é outra proteína que está 

presente nos discos Z dos sarcômeros. Ela é uma proteína expressa de forma 

ubíqua, que pertence à família das proteínas associadas à actina e possui 

homologia estrutural com distrofina, espectrina e fimbrina (Izaguirre et al., 2001). 

Nas células musculares esqueléticas, a alfa-actinina está presente também nas 

adesões da célula à matriz extracelular e nas adesões intercelulares, onde se 

associa ao complexo caderina/cateninas. 

Além dos filamentos finos de actina e filamentos grossos de miosina, existe 

um terceiro sistema de filamentos nos sarcômeros dos músculos estriados, que 
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são os filamentos elásticos (Figuras 1 e 2). Eles são constituídos por duas 

proteínas gigantes denominadas de titina e nebulina. Elas são responsáveis pelo 

componente elástico do músculo, que torna possível a estrutura toda contrair e 

relaxar (Clark et al., 2002). 

Após a descrição acima das estruturas que compõem o aparato contrátil 

das células musculares, torna-se importante agora, entender como as células 

musculares se formam durante o desenvolvimento dos organismos vertebrados. 

 

1.2. Miogênese 

As fibras musculares esqueléticas são células multinucleadas e pós-

mitóticas que possuem um aparato protéico altamente organizado que as tornam 

extremamente eficientes em contração. 

A formação da fibra muscular esquelética (miogênese) envolve uma série 

de eventos sequenciais que vão do aparecimento de células precursoras 

mononucleadas (pré-mioblastos), até a formação de células longas multinucleadas 

e estriadas (miotubos). Estes eventos ocorrem ao longo do desenvolvimento 

embrionário em regiões específicas chamadas de somitos. 

Os somitos se originam de estruturas bilaterais do mesoderma paraxial 

(revisado por Tam et al., 2000). No início, um somito é uma esfera sólida de 

células, a qual amadurece para uma bola de centro vazio, composta de epitélio 

colunar. A formação do somito ocorre de forma coordenada e definida, enquanto 

novas células de mesênquima entram no mesoderma paraxial como consequência 

da gastrulação. A velocidade em que ocorre a somitogênese é definida com 

precisão, de forma que o número de somitos é utilizado, com freqüência, para 

avaliar a fase de desenvolvimento do embrião. 

Alterações posteriores nos somitos resultam na formação do esclerótomo 

na parte ventral, o qual origina os condroblastos que geram o esqueleto (Wiltin et 

al., 1994). A parte dorsolateral do somito origina o dermomiótomo, o qual 

amadurece em miótomo (Pourquie, 2000). No miótomo, as células progenitoras 

musculares chamadas de pré-mioblastos expressam os fatores de transcrição 

Pax3 e Pax7. Estas células mononucleadas são comprometidas com a linhagem 
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muscular e altamente proliferativas. Este tipo de célula precursora pode expressar 

proteínas das etapas iniciais da diferenciação muscular esquelética, tais como 

MyoD e Myf5 (Yun & Wold, 1996). 

Os genes da família Pax, principalmente Pax3 e Pax7, são fatores 

importantes na regulação da miogênese. Epstein e colaboradores em 1995 

mostraram que a expressão de Pax3 bloqueia a diferenciação de mioblastos, 

sugerindo que Pax3 está relacionado com etapas iniciais de proliferação, 

especificação e migração de células precursoras musculares. Camundongos 

Knockout para Pax7 apresentam uma enorme perda muscular (Kuang et al., 

2006). 

Há duas linhagens miogênicas distintas no miótomo. A parte medial do 

miótomo origina a linhagem que supre células para os músculos epaxiais, das 

costas, enquanto o miótomo lateral produz os músculos hipaxiais, como os 

toráxicos e abdominais (Christ & Brand-Saberi, 2002). Os músculos dos membros 

são derivados da parte lateral do dermomiótomo que se desintegra para liberar 

células miogênicas precursoras não-diferenciadas, as quais são capazes de 

proliferar e migrar individualmente (Williams & Ordahl, 1994). 

Quando se inicia a expressão da desmina, os pré-mioblastos passam a ser 

chamados de mioblastos, param irreversivelmente de proliferar, tornando-se 

bipolares. Nesta etapa, eles iniciam a transcrição de genes miofibrilares, que 

geram isoformas específicas de várias proteínas que irão formar os sarcômeros 

das miofibrilas (Holtzer et al., 1986). Filamentos de actina, por exemplo, serão 

montados a partir de monômeros de actina-G e desta forma, irão compor 

sarcômeros de proporções definidas (Figura 3). 

Quando saem do ciclo celular, os mioblastos alongam-se, tornando-se 

bipolares e podem ser chamados também de miócitos. Os mioblastos bipolares se 

alinham com outros mioblastos e este alinhamento é guiado pelo reconhecimento 

mútuo entre componentes de membranas plasmáticas de mioblastos vizinhos. 

Após este reconhecimento, ocorre o processo de fusão de mioblastos que resulta 

na formação de células longas e multinucleadas, chamadas de miotubos (Figura 

3). 



 
 

7 

 

 
Figura 3 - Etapas da diferenciação muscular esquelética. 

 

A descoberta dos Fatores Regulatórios de Miogênese (FRMs) trouxe novas 

perspectivas para os estudos do processo de miogênese. Os FRMs são quatro 

fatores de transcrição das famílias de proteínas básicas hélice-alfa-hélice (bHLH: 

MyoD, Myf-5, miogenina e MRF4) (Figura 4), os quais se ligam ao DNA através 

do sítio de ligação conhecido como E-box, controlando assim vários eventos da 

miogênese (Pownall et al., 2002). A expressão dos fatores de transcrição bHLH, 

junto com outros fatores estimuladores, ativa o programa de diferenciação através 

da indução da transcrição de genes músculo-específicos, tanto regulatórios quanto 

estruturais. 

O gene MyoD é chamado de gene master switch (chave geral), uma vez 

que ele controla a expressão de vários outros genes do programa de diferenciação 

muscular. Quando o gene MyoD é transfectado em células não miogênicas, como 

condrócitos e células epiteliais, observa-se a conversão destas à linhagem 

miogênica (Choi et al., 1990). 

Os FRMs interagem com um segundo tipo de regulador da miogênese, os 

fatores estimulatórios miocíticos tipo 2 (MEF-2) (Molkentin & Olson, 1996). Embora 
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MEF-2 não seja restrito à musculatura esquelética (aparece primeiro na 

diferenciação do miocárdio), sua expressão junto com os FRMs é necessária para 

uma determinação e diferenciação estável das células precursoras. 

Existem diferenças importantes entre os FRMs quanto à expressão no local 

e no tempo, sendo que podemos considerá-los em dois grupos: os FRMs 

primários, incluindo MyoD e Myf-5, são necessários para a determinação dos pré-

mioblastos e mioblastos, enquanto os FRMs secundários, miogenina e MRF4, 

agem mais tarde no programa, como fatores de diferenciação. MyoD e Myf-5 são 

expressos em pré-mioblastos em proliferação, durante o desenvolvimento 

embrionário, antes da diferenciação miogênica estar ativada, enquanto que 

miogenina e MRF4 são expressos em mioblastos e miotubos, células já fora do 

processo de mitose (Figura 4). O programa de miogênese inicia-se pela 

expressão de MyoD e Myf-5 quando as células precursoras musculares são 

recrutadas das bordas do dermomiótomo para formação do miótomo (Denetclaw & 

Ordahl, 2000). Em roedores, Myf-5 é o primeiro gene a ser expresso nos 

miótomos (Ott et al., 1991), mas a expressão de MyoD antecede à de Myf-5 nos 

somitos de aves (Pownall & Emerson, 1992). 

Experimentos realizados em camundongos que tiveram o gene de MyoD ou 

Myf-5 anulados, não apresentaram defeitos no processo miogênico. No entanto, 

camundongos que tiveram o gene Myf-5 anulado apresentaram defeitos na 

formação dos músculos da costela. Quando MyoD é anulado, os níveis de 

expressão de Myf-5 aumentam, sugerindo que Myf-5 compensa a perda do gene 

MyoD. Quando os dois genes, MyoD e Myf-5 são anulados juntos no mesmo 

camundongo, não há formação de nenhum músculo (Rudnicki et al., 1993). 

Experimentos que anularam o gene miogenina em camundongos 

mostraram a formação de uma população de mioblastos normais, entretanto a 

diferenciação terminal não foi efetiva. Quando o gene MRF4 foi anulado, nenhuma 

mudança foi observada na miogênese de camundongos, apenas anormalidades 

na formação de músculos da costela. Estes camundongos apresentaram ainda, 

um aumento no nível de miogenina, sugerindo que esta compensa a perda do 

gene MRF4 (Zhang et al., 1995). 
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Os reguladores de ciclo celular, como a proteína retinoblastoma (Rb), 

complexos ciclina/cdk e cdks inibitórias, desempenham importantes papéis na 

regulação da transição do estado proliferativo das células precursoras para 

entrada no programa de diferenciação muscular (Figura 4). A hipofosforilação de 

Rb é requerida para que pré-mioblastos saiam do ciclo celular e possam se 

diferenciar, formando miotubos. Rb interage diretamente com MyoD. Quando Rb 

está inativa por fosforilação ou alterações genéticas, ela não interage com MyoD, 

levando à inibição da miogênese (Brennan et al., 1991). 

Existem vias regulatórias que inibem os FRMs. Um destes mecanismos 

envolve a expressão de Id, proteína HLH, que perdeu o domínio básico. Id 

dimeriza com a proteína E, e desse modo, sequestra FRMs, inibindo-os. A 

superexpressão de Id bloqueia a diferenciação de mioblastos (Jen et al., 1992). 

A superexpressão de ciclina D1 também inibe o programa miogênico 

mediado por FRMs, possivelmente pela fosforilação de Rb que mantém ativo o 

ciclo celular. MyoD ativa o inibidor do complexo ciclina D1/cdk4, p21CIPI, proteína 

implicada em promover a hipofosforilação de Rb, a saída do ciclo celular e a 

diferenciação terminal (Halevy et al., 1995). 

 

 

 

Figura 4 – Fatores regulatórios da miogênese (Ludolph & Konieczny, 1995 - modificado). 
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A miogênese ocorre durante o desenvolvimento embrionário e também em 

músculo adulto em regeneração. Após a injúria muscular, um mecanismo de 

reparo muscular é ativado, que envolve proliferação e diferenciação de células 

satélites. As células satélites são células quiescentes, indiferenciadas, 

mononucleares e que se localizam na lâmina basal que envolve miofibras 

individuais. Quando ocorrem lesões musculares, as células satélites são ativadas 

e saem da quiescência, proliferando (e mantendo o seu pool no indivíduo), e se 

diferenciando em miotubos, para recuperação da área degenerada (revisado por 

Charge & Rudnicki, 2004). 

 

1.3. Adesão e fusão de mioblastos 

Pelo exposto acima, a diferenciação muscular é um processo complexo, 

composto de várias etapas consecutivas e coordenadas, nas quais participam 

inúmeras proteínas. Estas etapas podem ser estudas separadamente na tentativa 

de se entender melhor o todo. Algumas das etapas mais estudadas e, no entanto, 

ainda não compreendidas, são o alongamento, o alinhamento, o reconhecimento 

entre membranas e a fusão entre mioblastos. Muito já foi estudado, principalmente 

sobre a fusão, porém várias perguntas permanecem sem respostas. 

Já foi demonstrado, por exemplo, por Shainberg e colaboradores em 1969, 

que a fusão de mioblastos é um processo dependente de íons cálcio. Holtzer e 

colaboradores (1975) mostraram que citocalasina B, uma droga que se liga à 

actina filamentosa e induz a sua despolimerização, bloqueia a fusão de 

mioblastos. Tunicamicina, um inibidor de glicosilação de proteínas, também inibe 

de fusão de mioblastos (Gilfix & Sanwal, 1980). Após os experimentos com 

tunicamicina, descobriu-se que a glicoproteína de membrana envolvida na fusão 

de mioblastos é a caderina (Hatta et al., 1986). 

Também já foi demonstrado o envolvimento do lipídeo de membrana 

colesterol durante a fusão de mioblastos. Van der Bosch e colaboradores (1973) 

mostraram que colesterol adicionado a culturas de mioblastos impedia a fusão 

celular. Prives e Shinitzky (1977) mostraram que a concentração de colesterol 

membranar diminui em mioblastos competentes para fusão, aumentando assim a 
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fluidez da membrana e induzindo a fusão celular. Sekiya e colaboradores (1984) 

demonstraram através do uso da substância filipina (que tem alta afinidade por 

colesterol) que a fusão de mioblastos se dá pela justaposição de áreas livres de 

colesterol de cada membrana de células adjacentes. Nakanishi e colaboradores 

(2001) mostraram que é necessária uma diminuição de colesterol na membrana 

para ocorrer efetivamente à fusão de mioblastos. Entretanto, Cornell e 

colaboradores (1980) obtiveram resultados diferentes, demonstrando que a 

utilização de inibidores da síntese de colesterol, 25-OH-colesterol ou compactina, 

inibem a fusão de mioblastos e que a adição de colesterol é capaz de restaurar o 

reconhecimento e a fusão de mioblastos. 

Como dito anteriormente, sabe-se que as proteínas caderinas (Figura 5) 

estão envolvidas na adesão e fusão de mioblastos. As caderinas fazem parte de 

uma família de glicoproteínas dependentes de cálcio que participam da adesão 

célula-célula em tecidos de vertebrados, desta forma influenciando vários 

processos morfológicos ao longo do desenvolvimento e da manutenção dos 

tecidos (Taikeichi, 1991). As primeiras caderinas descritas foram denominadas de 

acordo com o tecido onde foram encontradas: a caderina E, por exemplo, está 

presente em células epiteliais, a caderina N em células nervosas, a caderina M em 

células musculares e a caderina P em células da placenta e da epiderme. 

Mioblastos pós-mitóticos e alongados, crescidos em cultura, expressam 

caderinas nas suas membranas durante as fases de alinhamento e 

reconhecimento intercelular que precedem a fusão (Figura 5). O domínio 

extracelular da caderina é o responsável pelo reconhecimento homofílico que 

ocorre na adesão entre células. Já o domínio intracelular das caderinas se associa 

às proteínas alfa e beta-cateninas, permitindo sua interação com o citoesqueleto 

de actina (Figuras 5 e 6). 
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Figura 5 – Distribuição da proteína caderina na célula muscular esquelética. A proteína 

caderina se localiza nas regiões de adesão entre mioblastos adjacentes (setas). 

Imunofluorescência de mioblastos de embriões de galinha crescidos em cultura e marcados com 

anticorpo contra pan-caderina seguidos de anticorpos secundários fluorescentes. Barra = 10 µm 

(Mermelstein e Portilho et al., 2005). 

 

Na diferenciação terminal de músculo esquelético de mamíferos, dois 

membros da família das caderinas, a caderina M e a caderina N, foram 

identificados. A caderina M está presente nos mioblastos e, na fase embrionária, 

ela só é expressa em células da linhagem miogênica. Em músculo adulto normal, 

a caderina M está presente nas células satélites, podendo também ser identificada 

em células miogênicas em regeneração. Esses dados apontam para uma função 

específica da caderina M na morfogênese e no desenvolvimento do músculo 

(Zeschnigk et al., 1995). 

O trabalho de Charlton e colaboradores (1997) mostrou que mioblastos de 

camundongos crescidos em cultura ou in vivo e sem a expressão de caderina N 

(null cells) são capazes de se fundir normalmente, sugerindo que a caderina N não 

é essencial no processo de fusão em mioblastos de camundongos. Já mioblastos 

de galinha crescidos em cultura podem ter sua fusão inibida por um anticorpo anti-

caderina N ou por um peptideo sintético contendo a sequência H-A-V, sugerindo 

possíveis funções diferentes para as caderinas em diferentes espécies animais. 
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Goichberg e colaboradores (2001) mostraram que durante o processo de 

reconhecimento e adesão entre as membranas de mioblastos, a β-catenina é 

recrutada para junção adesiva, sugerindo sua importância nas etapas iniciais da 

diferenciação muscular esquelética. 

Além de sua localização em regiões de adesão na membrana, a β-catenina 

também pode se localizar em dois outros compartimentos celulares: no núcleo e 

em proteassomas. 

 
Figura 6 - Junção de adesão célula-célula (Cooper, 2000 - modificado). 

 

 

1.4. Via de Sinalização Wnt/β-catenina 

A descoberta da homologia existente entre a β-catenina de vertebrados e a 

proteína armadillo de Drosophila melanogaster (70% da sequência de 

aminoácidos é idêntica) foi a primeira evidência do envolvimento da β-catenina em 

vias de transdução de sinais e no desenvolvimento embrionário. A similaridade de 

β-catenina e armadillo se extende além da homologia das sequências de 

aminoácidos. Assim como a β-catenina, a armadillo forma complexos com 

caderinas em Drosophila, se localiza nas junções de aderência de células 
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epiteliais, e ainda atua na cascata de sinalização de Wingless, uma proteína 

homóloga ao fator de crescimento Wnt de vertebrados (Peifer et al., 1993). 

Wnts são glicoproteínas sinalizadoras que influenciam múltiplos processos 

no desenvolvimento animal. Existem 19 genes de wnt (além de vários receptores 

também) no genoma de mamíferos, e a diversidade de suas funções é 

exemplificada pelas mutações que levam à anomalia no desenvolvimento variando 

de perdas de células-tronco a defeitos nos sistema renal e reprodutor (Nelson & 

Nusse, 2004). As proteínas Wnt sofrem duas modificações pós-traducionais já 

descritas na literatura, a glicosilação e a palmitoilação. Foi sugerido que estas 

modificações podem estar envolvidas na sinalização da molécula de Wnt para a 

correta via exocítica e que isso poderia influenciar a difusão de Wnt no meio 

extracelular (Tanaka et al., 2002). Wnts são morfógenos e, portanto sua difusão é 

essencial para sua função. De acordo com a sequência de aminoácidos, as 

proteínas Wnt deveriam ser solúveis, porém, elas não apresentam esta 

propriedade. A proteína Wnt1 extracelular, em Drosophila, está associada com a 

superfície celular e a matriz extracelular (Reichsman et al., 1996). Willert e 

colaboradores (2003) mostraram que Wnt3a recebe no retículo endoplasmático 

uma molécula de ácido palmítico no resíduo conservado cisteína (Cis-77). Depois 

desta modificação, Wnt se ancora na membrana, localizando-se preferencialmente 

em regiões ricas em colesterol (microdomínios) (Zhai et al., 2004). Também foi 

visto por Takada e colaboradores (2006) que Wnt3a sofre outra modificação 

lipídica no resíduo conservado Ser209, através da adição de uma molécula de 

ácido graxo insaturado, o ácido palmitoleico (Figura 7). 

As modificações lipídicas são cruciais para que Wnt desempenhe seu papel 

corretamente. A acilação da Ser209 é necessária para sinalizar Wnt intracelular 

para a via exocítica (Takada et al., 2006), enquanto a acilação de Cis77 parece 

ser requerida para a atividade de sinalização de Wnt já secretado (Willert et al., 

2003). A Porcupina aciltransferase é a enzima responsável por catalizar as 

adições dos grupos acil tanto nos resíduos Cis77 (Takada et al., 2006), quanto nos 

resíduos Ser209 (Willert et al., 2003). 
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Figura 7 - Modificações lipídicas e glicosilações na proteína Wnt/Wingless (Nusse et al., 2008 

- modificado). 

 

Wnts são secretadas para o meio extracelular com a ajuda da proteína 

multipasso transmembrana Wntless/Evi/Sprinter (Wls). Essas proteínas são 

responsáveis por permitir o tráfego de vesículas contendo Wnts da rede trans-

Golgi (TGN) para a membrana plasmática (Banziger et al. 2006). Foi descrito em 

2005 que Wnt secretado pode se associar a partículas de lipoproteínas em 

Drosophila melanogaster. Essas partículas podem formar multímeros e servir 

como veículo para levar Wnt a longas distâncias (Panakova et al., 2005). 

Enquanto a grande maioria da β-catenina está engajada em um papel 

estrutural nas junções aderentes, ligando membros da família das caderinas ao 

citoesqueleto de actina, na ausência de sinalização Wnt, a β-catenina não 

juncional é rapidamente degradada via ubiquitinilação pelo sistema proteassômico. 

Um complexo formado pelas proteínas Axina, o supressor tumoral APC 

(adenomatous polyposis coli) e a proteína GSK-3β (cinase glicogênio sintase 3β), 

regula o turnover da β-catenina (Figura 8). Este sistema de degradação é muito 
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ativo e mantém um nível baixo de β-catenina citoplasmática pela fosforilação dela 

pela GSK-3β nos resíduos específicos de serina na cadeia N-terminal. Maher e 

colaboradores (2009) mostraram que as caderinas são responsáveis pela 

fosforilação, na porção N-terminal, da β-catenina. Dessa forma, as adesões célula-

célula mediadas pela caderina limitam a ativação da via de Wnt por sinalizar a β-

catenina para degradação. 

Na ausência da sinalização de Wnt, os genes-alvo estão silenciados por 

proteínas regulatórias, como por exemplo, a proteína Groucho. Quando a via de 

Wnt é ativada, a β-catenina libera Groucho e medeia a transcrição dos genes-alvo 

através de sua interação com a família de co-ativadores TCF/LEF, resultando na 

transcrição de alguns genes como ciclina D1, c-myc e wisp-1 (Howng et al., 2002) 

(Figura 8). 

Quando existe a presença de Wnt no meio extracelular, a sinalização 

Wnt/β-catenina é iniciada pela ligação desta a duas moléculas receptoras, a 

proteína transmembranar com sete passagens na membrana Frizzled e a proteína 

correceptora LRP-5/6 (proteína relacionada ao receptor de LDL) (Nelson & Nusse, 

2004). 

Em resposta ao sinal Wnt, os receptores Frizzled (Fz) ativam a 

fosfoproteína Dishevelled, a qual inibe a função de GSK-3β, responsável por 

fosforilar β-catenina. Esta inibição leva ao acúmulo de β-catenina hipofosforilada 

no citoplasma e a sua redistribuição para o núcleo (Barth et al., 1997) (Figura 8). 

A fosfoproteína Dishevelled inibe a atividade de GSK-3β, mais 

provavelmente pela disjunção do complexo Axina-APC-β-catenina, levando à 

hipofosforilação da β-catenina e inibição de seu turnover.  

A inativação deste complexo proteíco resulta no acúmulo extrajuncional da 

β-catenina e sua translocação nuclear onde ela está envolvida na ativação 

transcricional de genes-alvo em complexo com TCF/LEF. A competição entre 

diferentes parceiros citoplasmáticos e nucleares da β-catenina por um “pool” 

limitado de β-catenina pode determinar se sua função será na adesão ou na 

transativação (Ben-Ze’ev et al., 2000). A sinalização nuclear pela β-catenina está 

envolvida na regulação de vários eventos celulares durante o desenvolvimento 
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embrionário e a ativação aberrante da transativação mediada por esta molécula 

pode contribuir na progressão do câncer por causar o aumento da proliferação 

celular (Zhurinsky et al., 2000). 

A sinalização de Wnt suscita uma ampla variedade de respostas 

dependentes e independentes da β-catenina, incluindo regulação da proliferação, 

crescimento e sobrevivência celular, estabelecimento do eixo dorso-ventral em 

embriões, remodelamento do citoesqueleto para definir polaridade e motilidade 

celular (Zhurinsky et al., 2000). 

As vias de Wnt independentes de β-catenina são chamadas de vias não-

canônicas. Há relatos de interação entre as vias de Wnt canônica e não-canônica 

e um possível papel antagônico entre elas. O gene Wnt5a é um representante da 

via não-canônica dependente de cálcio e é caracterizado como antagonista da via 

de Wnt/β-catenina, estando presente em diversos tecidos normais e câncer (Taki 

et al., 2003). As vias de Wnt não-canônicas incluem a via de Wnt/Ca2+, mediada 

pela PKC e CamKII, a via de Wnt/PCP (Planar Cell Polarity), que induz a ativação 

de GTPases rhoA e rac1, cdc42 e JKN que regula rearranjos do citoesqueleto, 

morfologia celular e eventos migratórios, e a via de Wnt-4, que regula a motilidade 

celular através de FAK (Cohen et al., 2002). Em vertebrados, estas vias são 

responsáveis por controlar movimentos de gastrulação, morfologia de células 

epiteliais, indução para formação do coração, determinação do padrão dorso-

ventral, separação dos tecidos, migração neuronal e câncer (Veeman et al., 2003). 
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Figura 8 – Via clássica da sinalização Wnt/ββββ-catenina (Alberts et al., 2009 - modificado). 

 

1.5. Influências da via de Wnt na miogênese 

O desenvolvimento das fibras musculares inicia-se nos somitos 

embrionários em resposta a moléculas sinalizadoras produzidas por tecidos 

vizinhos, como o tubo neural, notocorda e ectoderma dorsal. Moléculas candidatas 

para desempenhar essa atividade sinalizadora complexa pertencem à família de 

proteínas Wnts, Sonic hedgehog, como ativadores positivos e BMP4, como um 

possível inibidor (Cossu & Borello, 1999). 
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Membros da família de Wnt (Wnt1, Wnt3 e Wnt4), produzidos pelo tubo 

neural dorsal, são requeridos para ativar e estabilizar efetivamente o programa 

muscular na parte dorsal dos somitos (Cossu et al., 1996). 

Experimentos com a dupla anulação de Wnt1 e Wnt3 mostraram que o 

compartimento medial do dermomiótomo não se forma e que há uma diminuição 

significativa na expressão de Myf5 (Ikeya & Takada, 1998). 

Em somitos recém formados de camundongos, Fz1 é expresso ao longo da 

membrana das células, e estudos sugerem sua interação preferencial com Wnt1, o 

qual é produzido pelo tubo neural dorsal adjacente. Também foi descrita a 

interação preferencial de Fz7 com Wnt7 (Cossu & Borello, 1999). 

Wnt1 é expresso pelo tubo neural dorsal, atua na via clássica Wnt/β-

catenina e ativa a transcrição de Myf5, enquanto Wnt7 é expresso pelo ectoderma 

dorsal, atua em uma via independente de β-catenina e induz a ativação de MyoD 

(Tajbakhsh et al., 1998). Este fato permite especular que Wnt1 e Wnt7 atuam em 

vias intracelulares diferentes, mas induzem a ativação direta ou indireta de fatores 

regulatórios miogênicos em células precursoras musculares que podem interagir 

entre si, como por exemplo, Myf5 podendo ativar MyoD. 

Wnt7 induz a miogênese nos somitos de aves, ativando MyoD. Esta 

atividade pode ser inibida por BMP4, como prevenção de uma diferenciação 

muscular prematura (Hirsinger et al., 1997). Tajbakhsh e colaboradores em 1998, 

mostraram também que Wnt4, Wnt5a e Wnt6 ativam Myf5 e MyoD da mesma 

forma no mesoderma paraxial. 

Uma nova classe de genes identificada é a das proteínas solúveis 

relacionadas com Fz (sFRPs) que podem regular a sinalização de Wnt (Leyns et 

el., 1997). Essas moléculas são secretadas e apresentam grande homologia com 

o domínio extracelular de Frizzled. Frzb1 é um membro desta família que inibe 

totalmente a miogênese em culturas de mesoderma pré-somítico e somitos recém 

formados, entretanto não apresenta nenhum efeito sobre somitos maduros. 

A adição de sFRP1 ou sFRP2 em culturas de células de músculo 

esquelético C2C12 ou em culturas primárias de células satélites inibe a formação 

de miotubos, mas não afeta o ciclo celular nem a apoptose destas células. Além 
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disso, a remoção dos sFRPs do meio de cultura durante a diferenciação restaura a 

formação de miotubos, sugerindo que os sFRPs atuam prevenindo os mioblastos 

de entrarem no processo de diferenciação terminal (Descamps et al., 2008). 

Galli e colaboradores (2004) mostraram que explantes de somitos de 

galinha cultivados em meio condicionado enriquecido em Wnt3a mantém a 

expressão de Pax3 e Pax7 (fatores de transcrição envolvidos na proliferação de 

células musculares) e embriões transfectados com Wnt3a apresentaram uma 

expansão do dermomiótomo e miótomo, sugerindo um envolvimento de Wnt3a na 

proliferação de somitos de aves. 

A superexpressão de proteínas Wnt1, Wnt3a ou Wnt5a aumenta a 

proliferação de células satélites, enquanto a superexpressão de Wnt4 ou Wnt6 

inibe esse processo (Otto et al., 2008). Entretanto, Takata e colaboradores (2007) 

mostraram que a superexpressão de Wnt4 em células C2C12 induz a proliferação 

e a diferenciação muscular. 

A sinalização de Wnt/β-catenina controla o número de mioblastos 

diferenciados, enquanto Wnt5a e Wnt11 interferem na proporção de fibras 

musculares lentas e rápidas durante a diferenciação muscular esquelética em 

galinha (Anakwe et al., 2003). Também foi demonstrado que Wnt6 ativa a 

diferenciação muscular dos membros de aves via Pax3-Myf5, entretanto inibe a 

ativação de MyoD (Gueetha-Loganathan et al., 2005). 

No estágio 12 do desenvolvimento de galinha, a β-catenina é expressa em 

todos os somitos, porém o gene myoD só é detectado em somitos mais anteriores, 

mais diferenciados, indicando que a β-catenina é expressa anteriormente a MyoD 

(Schmidt et al., 2000). 

Células C2C12 em cultura que não expressam β-catenina não conseguem 

se diferenciar em miotubos, pois a β-catenina nuclear é capaz de interagir 

diretamente com MyoD e aumentar sua atividade transcricional, induzindo a 

miogênese (Kim et al., 2008). Pan e colaboradores (2005) mostraram que a β-

catenina, que se acumula durante a sinalização de Wnt canônica de células-tronco 

embrionárias de carcinoma P19, se liga a I-mfa (inibidor da família de MyoD) 

diminuindo o efeito supressor deste sobre a atividade transcricional de MyoD. 
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A sinalização de Wnt/β-catenina na miogênese não parece estar ativada 

exclusivamente durante o desenvolvimento embrionário. Proteínas Wnts também 

atuam na miogênese de células-tronco adultas de camundongo e positivas para 

CD45 durante a regeneração muscular. Foi mostrado que o antagonista da via de 

Wnt, sFRP2/3 quando injetado em músculos em regeneração, reduziu a 

proliferação e a diferenciação de células-tronco positivas para CD45 (Polesskaya 

et al., 2003). 

Células-tronco positivas para CD133 derivadas de sangue periférico de 

seres humanos, quando cocultivadas com fibroblastos de camundongos que 

secretam Wnt7a, se fundiram e se diferenciaram em miotubos, expressando 

marcadores miogênicos. Entretanto, quando as mesmas foram cocultivadas com 

fibroblastos que secretam Wnt1, as células permaneceram arredondadas e não 

expressavam nenhum tipo de FRMs (Torrente et al., 2004). 

Rochat e colaboradores (2004) demonstraram que a insulina e a via de 

Wnt/β-catenina induzem a ativação de células satélites e causam hipertrofia 

muscular. Coculturas de mioblastos com fibroblastos que secretam Wnt1 induzem 

a expressão de MyoD e miogenina em células satélites. Eles demonstraram que 

estas células satélites ativadas se fundem com miotubos pré-existentes, 

proporcionando o aumento da fibra muscular. 

 

1.6. Microdomínios de membrana 

Uma vez que a membrana plasmática é a parte mais externa da célula, 

parece evidente que elementos dela estejam envolvidos na adesão e fusão de 

mioblastos. Recentemente, o modelo de organização de membranas plasmáticas 

foi repensado em função de descobertas sobre regiões diferenciadas de 

membranas, os chamados microdomínios (Figura 9) ou “rafts” (do inglês: balsas, 

plataformas). Estes microdomínios são regiões enriquecidas em colesterol e 

esfingolipídeos que fazem com que sejam menos fluidas e mais espessas do que 

o resto da membrana (Galbiati et al., 2001). Acredita-se que estas balsas podem 

se mover na membrana e servem para organizá-la em uma série de 

microdomínios discretos, participando assim, de várias funções celulares, tais 
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como tráfego intracelular de vesículas e transdução de sinais (Simon e Ikonen, 

1997). 

 

 
Figura 9 - Composição dos microdomínios de membrana (Alberts et al., 2002 - modificado). 

 

Os microdomínios comportam vários tipos de proteínas como: proteínas 

com regiões transmembranares mais longas, proteínas ancoradas à GPI (glicosil 

fosfatidilinositol) e tirosina cinases. Proteínas podem ser seletivamente incluídas 

ou excluídas destes microdomínios, e mais ainda, algumas dependem de 

colesterol ou de esfingolipídeos para sua atividade (Klein et al., 1995). 

O colesterol influencia a interação entre lipídeos e proteínas através do 

aumento da espessura da membrana nos microdomínios e confere ainda uma 

diminuição da fluidez de moléculas desta região quando comparada ao restante 

da membrana (Nguyen et al., 2004). O colesterol permite a formação de uma fase 

líquida organizada, que determina as propriedades físicas gerais dos micro-

domínios (revisado por Pike, 2004). A formação dos microdomínios é dependente 

da concentração de colesterol e sua presença regula a expressão de proteínas 

ancoradas à GPI na superfície celular (Cerneus et al., 1993) e de glicolipídeos de 

membrana (llangumaran et al, 1998). 

Além destes lipídeos (colesterol e esfingolipídeos), os microdomínios 

também expressam glicolipídeos específicos, como os gangliosídeos GM1 

(Goméz-Moutón et al., 2004), e âncoras de GPI (Mukai et al., 2009) que são 

utilizados em diversos trabalhos como marcador de “rafts” lipídicas. 
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Além das proteínas citadas anteriormente, os microdomínios de membrana 

podem ser enriquecidos em caveolina, componente protéico estrutural (integral na 

membrana) que provoca diferenças na morfologia e/ou na função do 

microdomínio, e caracterizam estruturas chamadas de cavéolas (Razani, et al., 

2002). 

Acredita-se que as cavéolas também participam no tráfego de vesículas 

(endocitose), na transcitose, no transporte de colesterol para membrana, e nos 

processos de transdução de sinais, por atuarem na organização e concentração 

de lipídeos e proteínas específicas dentro das membranas caveolares (Razani & 

Lisanti, 2001). Outra hipótese é a de que os microdomínios não-caveolares 

representam os precursores das cavéolas, por facilitarem a inserção de certas 

proteínas nestas regiões de membrana. 

A família de genes de caveolina de mamíferos consiste de caveolina-1, -2 e 

-3. As caveolinas-1 e -2 são coexpressas e estão presentes em muitos tipos 

celulares, enquanto a expressão de caveolina-3 é específica de músculos 

estriados (cardíaco e esquelético) e liso (Smart et al., 1999). 

Descobriu-se que a presença de caveolina-1 (a primeira caveolina 

descoberta) determina a formação de cavéolas. As cavéolas encontram-se 

principalmente em fibroblastos, adipócitos, células endoteliais e células 

musculares estriadas e lisas (Smart et al., 1999). 

A proteína caveolina-1 foi descrita como marcadora de células quiescentes 

musculares, pois não é expressa em miofibras maduras (Volonte et al., 2005). 

Durante a regeneração muscular de camundongos ocorre uma diminuição da 

expressão de caveolina-1 nas células quiescentes para entrada destas no 

programa de diferenciação muscular. Esta regulação negativa é feita pelo fator de 

crescimento de hepatócitos (HGF), produzido logo após a injúria ao tecido 

muscular. Por outro lado, a superexpressão de caveolina-1 inibe o mecanismo de 

reparo muscular tanto in vitro como in vivo. 

A proteína caveolina-3 é expressa durante a diferenciação de mioblastos 

esqueléticos e se localiza no sarcolema, onde forma um complexo com a proteína 

distrofina e se associa a glicoproteínas (Mermelstein et al., 2007; Sotgia et al., 
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2000). Uma mutação na sequência do gene da caveolina-3 humana está 

relacionada à distrofia muscular pélvica escapular (Galbiati et al., 2001). Volonte e 

colaboradores (2003) mostraram que a superexpressão de caveolina-3 em 

camundongos induz um fenótipo semelhante ao da distrofia muscular de 

Duchenne, inibindo a fusão de mioblastos, com miotubos finos e áreas de 

degeneração muscular. Por outro lado, a anulação do gene de caveolina-3 

provocou um aumento da fusão de mioblastos e a formação de miofibras muito 

mais espessas que as de animais-controle. 

Trabalhos recentes indicam que os lamelipódios de células miogênicas 

contem sítios competentes para fusão que são enriquecidos em microdomínios de 

membrana. Esses microdomínios agrupam proteínas de adesão como a caderina 

M, β-catenina e catenina p120, que promovem a adesão entre os mioblastos. No 

momento da fusão, ocorre uma dispersão destas rafts nos lamelipódios, 

diminuindo a concentração de colesterol, promovendo a fusão e formação de 

miotubos. Esses resultados sugerem que os microdomínios de membrana 

apresentam um papel importante na regulação da miogênese (Mukai et al., 2009). 
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1.7. Justificativa para este trabalho de tese 

Inúmeros estudos examinaram a influência do colesterol nas propriedades 

físicas e funcionais dos microdomínios de membrana. Diferentes métodos que 

reduzem os níveis de colesterol celular foram utilizados em cultura de células 

como a inibição da biossíntese de colesterol pela compactina (Rothberg et al., 

1990), lovastatina, pravastatina ou sinvastatina (Gadbut et al., 1995), a depleção 

de colesterol pela oxidação da colestenona (Smart et al., 1994), ou a inativação do 

colesterol por agentes que se ligam a ele, como a filipina, estreptolisina-O, 

digitonina, nistatina (Xie & Low, 1995) ou saponina (Cerneus et al., 1993). Existe 

também uma substância chamada de metil-β-ciclodextrina (MCD) que retira 

seletivamente moléculas de colesterol da membrana plasmática (Bodin et al., 

2001). Uma vez que microdomínios são enriquecidos em colesterol, esta droga 

tem sido usada para desorganizá-los, e desta forma testar as relações deles em 

eventos celulares específicos. Nosso grupo de pesquisa tem estudado os efeitos 

da depleção de colesterol com MCD em células musculares esqueléticas de 

embriões de galinha crescidas em cultura (Mermelstein et al., 2005, 2007; Portilho 

et al., 2007). Nestes estudos observamos um aumento: no índice de fusão de 

mioblastos (Figura 10), na proliferação celular (Figura 11), na diferenciação 

muscular (Figura 12), além da translocação nuclear da β-catenina após a 

depleção de colesterol (Figura 13). Estes resultados nos instigaram a investigar o 

possível envolvimento da via de Wnt/β-catenina nos eventos observados após a 

retirada de colesterol membranar pela MCD em culturas de células musculares 

esqueléticas. 
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Figura 10 - Efeitos da MCD na fusão de mioblastos. Microscopia óptica de contraste de fase de 

células de músculo esquelético de embriões de galinha crescidos em cultura. A- culturas-controle 

com 48 horas; B- culturas tratadas com MCD com 48 horas; C- culturas-controle com 72 horas; D- 

culturas tratadas com MCD com 72 horas. O tratamento com MCD leva a um recutramento maior 

de mioblastos para adesão (B), além de levar à formação de miotubos mais espessos (D) que os 

encontrados nas culturas controle (C). Barra = 100 µm.  
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Figura 11 - Efeitos da MCD na proliferação celular. Culturas tratadas com MCD (C e D) 

apresentam um número de núcleos por campo maior que as culturas não tratadas (A e B) 

(Mermelstein & Portilho et al., 2005). Barra = 50 µm. 
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Figura 12 – Efeitos de MCD na diferenciação muscular. Cultura tratadas com MCD (D-F) 

apresentam miotubos mais espessos e com maior número de miofibrilas, que os controles (A-C). 

Pode-se observar a localização dos filamentos de desmina ao longo de todo o citoplasma de 

miotubos controle e tratados (A e D), da alfa-actinina nos discos Z dos sarcômeros (B e E) e dos 

núcleos marcados com DAPI (C e F) (Mermelstein & Portilho, 2005). Barra = 10 µm. 
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Figura 13 – O tratamento com MCD induz a translocação da ββββ-catenina para o núcleo de 

mioblastos, além de estar presente também nas junções intercelulares (Mermelstein & 

Portilho et al., 2005). Barra = 10 µm. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivos gerais 

Este trabalho tem como objetivo geral investigar se a depleção de colesterol 

em células musculares pela metil-beta-ciclodextrina (MCD) interfere na via de 

sinalização Wnt/β-catenina. 

 

2.2. Objetivos específicos 

• Analisar e quantificar os efeitos morfológicos promovidos pela MCD em células 

musculares esqueléticas; 

• Analisar a distribuição e a expressão da proteína de adesão β-catenina em 

células musculares tratadas com MCD; 

• Quantificar os níveis de β-catenina presentes no núcleo e na membrana 

plasmática de células musculares; 

• Verificar se a MCD é capaz de interferir na via de sinalização Wnt/β-catenina em 

células musculares; 

• Verificar se o inibidor da via Wnt/β-catenina, Frzb-1, é capaz de inibir a ação da 

MCD; 

• Verificar se os meios condicionados provenientes de culturas de células 

musculares tratadas com MCD induzem efeitos em culturas controle; 

• Analisar os efeitos do tratamento com MCD na proliferação celular; 

 • Analisar e quantificar a expressão de marcadores de diferenciação muscular em 

células musculares tratadas com MCD; 

• Analisar a expressão de genes relacionados com a via de Wnt/β-catenina em 

células musculares tratadas com MCD. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Animais 

Todos os procedimentos de utilização de animais desta tese foram aprovados 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais do Centro de Ciências da Saúde da 

UFRJ (protocolo númeo DAHEICB 004), conforme documento presente no anexo 

desta tese. 

 

3.2. Culturas primárias de músculo esquelético 

Culturas primárias de músculo esquelético peitoral de embriões de galinha 

de 11 dias foram realizadas a partir de ovos provenientes da Granja Tolomei (Rio 

de Janeiro, RJ), de acordo com o descrito por Mermelstein e colaboradores 

(1996). 

No fluxo laminar, cada ovo foi aberto e o embrião depositado sobre uma 

placa de Petri. O corpo do embrião foi transferido com o peito voltado para cima 

para outra placa contendo BSS (solução salina balanceada). Na lupa, cortou-se a 

região humeral do músculo e as inserções do esterno e da clavícula usando pinça 

de relojoeiro número 5. O músculo então foi retirado e transferido para uma placa 

de Petri de 35 mm. De volta ao fluxo laminar, o músculo foi picotado utilizando-se 

facas de microcirurgia e incubado por 15 minutos em uma estufa a 37 oC com 

atmosfera de 5% de CO2 com CMF (solução salina balanceada sem cálcio e sem 

magnésio) e tripsina 0,25% para ajudar a dissociação das células. O conteúdo da 

placa foi colocado em um tubo juntamente com o meio de cultura 8-1-0,5 (80% de 

meio essencial mínimo, 10% de soro de cavalo e 0,5% de extrato de embriões de 

galinhas). O soro de cavalo inibe a ação da tripsina. Logo depois, a mistura foi 

centrifugada durante 5 minutos em centrífuga clínica, e descartou-se o 

sobrenadante. O pellet foi ressuspendido com meio de cultura 8-1-0,5 e as células 

foram filtradas por um filtro de membrana de plâncton. As células foram contadas 

em uma câmera de Neubauer e plaqueadas a uma densidade inicial de 5 X 105 

células por placa de cultura de 35 mm (Descarplast, Brasil). Essas placas 

continham quadrados do plástico aclar (Pro-Plastics Inc., EUA) previamente 
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coberto com colágeno de rabo de rato. Em seguida, as células foram incubadas 

em uma estufa de células a 37 oC em atmosfera de 5% de CO2. As células tiveram 

seus meios trocados todos os dias por 8-1-0,5 fresco. 

Todos os reagentes utilizados nas culturas de células foram obtidos da 

Gibco (EUA). 

 

3.3. Culturas primárias de fibroblastos 

As culturas primárias de fibroblastos foram preparadas a partir do tecido 

conjuntivo que recobre o músculo peitoral de embriões de galinha com 11 dias. A 

camada de tecido conjuntivo foi picotada utilizando-se facas de microcirurgia e 

incubada por 15 minutos em uma estufa à 37 oC com atmosfera de 5% de CO2 

com CMF (solução salina balanceada sem cálcio e sem magnésio) e tripsina 

0,25% para ajudar a dissociação das células. O conteúdo da placa foi colocado 

em um tubo juntamente com o meio de cultura 8-1-0,5. Logo depois, a mistura foi 

centrifugada durante 5 minutos em centrífuga clínica, e descartou-se o 

sobrenadante. O pellet foi ressuspendido com meio de cultura 8-1-0,5 e as células 

foram filtradas por um filtro de membrana de plâncton. As células foram contadas 

em uma câmera de Neubauer e plaqueadas a uma densidade inicial de 5 X 105 

células por placa de cultura de 35 mm (Descarplast, Brasil). Essas placas 

continham quadrados do plástico aclar previamente coberto com colágeno de rabo 

de rato. Em seguida, as células foram incubadas em uma estufa de células a 37 
oC em atmosfera de 5% de CO2. As células tiveram seus meios trocados todos os 

dias por 8-1-0,5 fresco. Culturas subconfluentes de fibroblastos foram utilizadas 

após quatro passagens de tripsinização para a exclusão de possíveis mioblastos 

contaminantes. 

 

3.4. Tratamento com a substância metil-beta-ciclodextrina (MCD) 

As culturas primárias de músculo esquelético e de fibroblastos com 24 

horas de vida foram tratadas com metil-beta-ciclodextrina (MCD) a 2 mM (a partir 

de um estoque de MCD a 500 mM feito em água destilada) por 30 minutos a 37 
oC. Após o tratamento, as culturas continuaram crescendo em meio sem droga e 
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foram utilizadas com 3, 24, 48, 72 ou 96 horas em diferentes experimentos. Este 

tratamento foi empregado em todos os experimentos, com exceção de culturas 

transfectadas, as quais foram tratadas 24 horas após a transfecção (com 48 horas 

de vida). 

 

3.5. Obtenção de meios condicionados controle e MCD 

As culturas primárias de músculo esquelético e de fibroblastos com 24 

horas de vida foram tratadas com MCD a 2 mM por 30 minutos a 37 oC. Após 3 

horas do tratamento com a MCD foi recolhido o meio condicionado de culturas 

primárias (culturas com 27 horas e 30 minutos de vida). Este meio, denominado 

de meio condicionado MCD, foi adicionado a uma cultura controle com 24 horas e 

mantido por mais 48 horas. Em seguida, estas culturas foram analisadas por 

microscopia óptica de contraste de fase e imunofluorescência. 

O meio condicionado controle foi obtido de culturas primárias-controle com 

27 horas e 30 minutos de vida (porém, na presença de meio fresco apenas por 3 

horas, assim como as culturas tratadas com MCD). Este meio-controle também foi 

adicionado à outra cultura-controle com 24 horas e mantido por mais 48 horas. Em 

seguida, estas culturas foram analisadas por microscopia óptica de contraste de 

fase e imunofluorescência (Figura 14). 

 

 
 

Figura 14 - Esquema mostrando como os meios condicionados foram obtidos. 
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3.6. Filtragem de meios condicionados pelos Centricons YM-30 e YM-50 

 
Os meios condicionados de culturas-controle e de culturas tratadas com 

MCD foram recolhidos 3 horas após o tratamento com MCD (células com 27 horas 

e 30 minutos de vida) e centrifugados com os filtros centricons YM-30 e YM-50 por 

100 minutos a 2000 rpm. Após a filtragem, os meios condicionados controle e 

MCD foram adicionados a culturas-controle com 24 horas de vida e mantidos por 

mais 48 horas (Figura 15). Após esse tempo as células foram fixadas e 

observadas à microscopia óptica de contraste de fase e preparadas para 

imunofluorescência. 

Centricons (Millipore, EUA) são utilizados para filtrar substâncias com peso 

molecular menor do que seu limite nominal. Quando os Centricons YM-30 foram 

utilizados para filtrar os meios condicionados, foi produzido um meio condicionado 

somente com fatores solúveis com menos de 30 kDa e quando utilizou-se os 

Centricons YM-50, foi produzido um meio condicionado somente com fatores 

solúveis com menos de 50 kDa. 

 

 

 
Figura 15 - Esquema mostrando como os meios condicionados filtrados foram obtidos. 

 
 
3.7. Obtenção e tratamento de culturas musculares com meio condicionado 

enriquecido em Wnt 3a e Wnt 5a 

Foram plaqueadas 5 x 104 células L de camundongo (meio condicionado 

controle), de células L Wnt 3a e células L Wnt 5a em garrafas de 75 cm2 em 

DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 0,4 mg/mL de G-418. Após 
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4 dias de crescimento, o meio foi coletado e filtrado em membrana de 0,22 µm de 

porosidade (primeira batelada). 

Na mesma cultura foi adicionado o mesmo meio de cultura fresco e após 3 

dias, o meio foi recolhido e filtrado em membrana de 0,22 µm de porosidade 

(segunda batelada). 

A primeira e a segunda batelada de meio foram misturadas na proporção 

1:1, constituindo o meio condicionado enriquecido em Wnt 3a e Wnt 5a, que foi 

aliquotado e congelado. 

As culturas-controle e as culturas recém tratadas com MCD com 24 horas 

cresceram na presença de meio condicionado enriquecido em Wnt 3a e Wnt 5a 

por mais 48 horas. Em seguida, elas foram analisadas por microscopia óptica de 

contraste de fase e preparadas para imunofluorescência conforme o item 3.9. 

 

3.8. Obtenção e tratamento de culturas musculares com meio condicionado 

enriquecido em Frzb-1 

Células de rim humanas (células 293T) cultivadas em DMEM, contendo 

10% de soro fetal bovino foram transfectadas com 10 µg do vetor pcDNA 3/Frzb-1, 

gentilmente cedido pelo Dr. De Robertis (Leyns et al., 1997). A transfecção foi 

realizada quando as células atingiram aproximadamente 60% de confluência pela 

técnica de fosfato de cálcio (Pera e De Robertis, 2000). O meio condicionado 

enriquecido em Frzb-1 foi obtido cultivando as células transfectadas em 

DMEM/F12/Iscove´s sem os aminoácidos essenciais por 48 horas após a 

transfecção. A inibição da via de sinalização Wnt/β-catenina por Frzb-1 foi testada 

bloqueando a atividade luciferásica de células 293T tranfectadas com Top-Flash e 

Wnt (método descrito posteriormente). 

As culturas-controle e as culturas recém tratadas com MCD (ambas com 24 

horas) cresceram na presença de meio condicionado enriquecido em Frzb-1 por 

mais 24 horas. Em seguida, foram analisadas por microscopia óptica de contraste 

de fase, preparadas para imunofluorescência e submetidas a ensaios que 

avaliaram a ativação da via de Wnt/β-catenina. 
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3.9. Microscopia de fluorescência 

As células foram fixadas com paraformaldeído a 4% em PBS (tampão 

fosfato com salina) por 10 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, foram 

permeabilizadas com PBS contendo Triton X-100 0,5% (PBS/T) por três vezes (de 

10 minutos cada) à temperatura ambiente e sob agitação. As células foram então 

incubadas com os anticorpos primários (devidamente diluídos em PBS/T) por 1 

hora a 37 oC, conforme a Tabela 1. Após as incubações, as células foram lavadas 

com PBS/T por três vezes (de 10 minutos cada) e incubadas com os anticorpos 

secundários (diluídos apropriadamente em PBS/T) por 1 hora a 37 oC, conforme a 

Tabela 2. Foram realizados experimentos-controle somente com os anticorpos 

secundários (omitindo-se a incubação com os anticorpos primários). 

Após três lavagens com PBS/T, as células foram lavadas com NaCl 0,9% 

por 5 minutos e depois incubadas com a sonda fluorescente DAPI a 0,1 µg/ml em 

NaCl 0,9% para revelação dos núcleos celulares. As células foram montadas em 

lamínulas de vidro de 24 x 60 mm, utilizando-se como solução de montagem: 

glicerol a 60 %, PPD a 0,0025 %, N-Propil-Galato a 5 % e DABCO a 0,25 % pH 

7,5. 

 

3.10 Ensaio de BrdU 
As células-controle e tratadas com MCD com 24:30 horas de vida foram 

incorporadas com 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU, Sigma, EUA) a 3 µg/mL por 1 

hora. Em seguida, as culturas foram fixadas com paraformaldeído a 4% por 15 

minutos à temperatura ambiente e foram lavadas duas vezes com PBS a 37 oC 

por 15 minutos. Após as lavagens, as culturas foram incubadas com HCl a 2N por 

30 minutos a 50oC, lavadas com tampão borato (pH 8,5) 0,1M por 10 minutos e 

lavadas mais uma vez com PBS. Em seguida, as células foram duplamente 

marcadas com anticorpos anti-desmina e anti-BrdU e a imunofluorescência foi 

analisada. Para a quantificação de células mononucleadas positivas para desmina 

e para BrdU, foram contados 50 campos de cada condição de cultura em três 

experimentos diferentes. 
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Tabela 1- Anticorpos primários 

 

Anticorpos 

Primários 

 

Tipo 

 

Diluição  

Utilizada 

Peso 

Molecular do 

antígeno 

reconhecido 

 

Origem 

 

anti-β-catenina 

 

policlonal 

If: 1:50 

Ib: 1:4000 

 

88 kDa 

Sigma 

Chemical Co.  

(EUA) 

anti-α-actina 

sarcomérica 

clone: 5C5 

monoclonal Ib: 1:500 43 kDa Sigma  

anti-β-actina policlonal Ib:2000 43 kDa Sigma 

anti-α-actinina 

sarcomérica 

clone: EA53 

monoclonal If: 1:50 100 kDa Sigma  

anti-desmina policlonal If: 1:100 

Ib: 1:5000 

52 kDa Sigma  

anti-α-tubulina  

clone: DM 1A 

monoclonal Ib:1:3000 55 kDa Sigma  

anti-caderina M 

clone: 5 

monoclonal Ib: 1: 1000 

 

130 kDa 

 

Transduction 

Laboratories 

Inc. (EUA) 

Anti-Wnt3a policlonal Ib – 1:500 34 kDa Zymed (EUA) 

Anti-Ki67 policlonal If: 50 359 kDa Abcam (EUA) 

Anti-BrdU  

clone: BU33 

monoclonal If: 50  Sigma  

Anti–Pax3 monoclonal Ib: 1:200 53 kDa Devel. Studies 

Hybridoma 

Bank (DSHB, 

EUA) 
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Anti–Pax7 monoclonal If: 1:25 

Ib: 1:200 

55 kDa DSHB 

Anti-Mf 20 (cadeia 

pesada de 

miosina) 

monoclonal Ib: 1:1000 200 kDa DSHB 

 

If: diluição utilizada para imunofluorescência.  

Ib: diluição utilizada para immunoblotting. 

 

 

Tabela 2- Anticorpos secundários e sondas 

 
Anticorpos Secundários Diluição 

Utilizada 

Origem 

anti-IgG de coelho-Alexa 488 1:50 Molecular Probes (EUA) 

anti-IgG de camundongo-Alexa 488 1:50 Molecular Probes 

anti-IgG de coelho-Alexa 546 1:200 Molecular Probes 

anti-IgG de camundongo-Alexa 546 1:200 Molecular Probes  

anti-IgG de camundongo conjugado a 

peroxidase 

1:7000 Promega (EUA) 

anti-IgG de coelho conjugado a 

peroxidase 

1:7000 Promega  

DAPI 1:2000 Molecular Probes 

Faloidina-FITC 1:100 Sigma 
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3.11. Aquisição e processamento de imagens 

As células foram observadas em um microscópio óptico invertido Axiovert 

100 (Carl Zeiss, Alemanha), com filtros seletivos apropriados para fluoresceína, 

rodamina, UV (DAPI), e contraste de fase. As imagens foram adquiridas com um 

processador de imagens Argus 20 (Hammamatsu Photonics, Japão) acoplado a 

uma câmera CCD integrada (Hammamatsu, Photonics, Japão), e transferidas 

através de uma interface SCSI a um computador Dell Optiplex GX270 computer 

(Dell Corporate, Round Rock, EUA). As pranchas foram montadas utilizando o 

programa Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems Incorporated, EUA). 

 

3.12. Transfecção de plasmídeos e ensaio da atividade luciferásica 

As transfecções de plasmídeos e o ensaio de atividade luciferásica foram 

realizados em colaboração com o Professor José Garcia Abreu e seu aluno de 

doutorado Fábio Mendes do Instituto de Ciências Biomédicas da UFRJ. 

As células musculares foram cultivadas em placas de 96 poços por 24 

horas e quando atigiram 80% de confluência foram transfectadas com os 

plasmídeos pGal (para expressão de β-galactosidase) e TOP-Flash (gene repórter 

Luciferase com sitío de ligação à TCF/LEF), ou plasmídeos pGal e FOP-Flash 

(controle negativo, onde o gene repórter Luciferase está mutado no sítio de 

ligação TCF/LEF) (Korinek et al., 1997), utilizando PolyFect Transfection Reagent 

(Qiagen Inc., EUA). A mistura de DNAs foi mantida em temperatura ambiente por 

20 minutos e depois diluída em MEM sem soro. Essa solução foi adicionada às 

células, e assim foram mantidas por aproximadamente 6 horas a 37 oC em meio 

sem soro. Após este tempo, as células cresceram em meio de cultura 8-1-0,5 

(com soro) a 37 oC. 

Algumas células com 48 horas de vida (24 horas após a transfecção), foram 

tratadas com MCD a 2 mM por 30 minutos e em seguida, foi adicionado meio 8-1-

0,5. Após 24 horas (células com 72 horas de vida), as células foram lisadas com 

tampão de lise (Promega Corporation, Brasil). Cada experimento (transfecção de 

células controle com Fop, transfecção de células controle com Top, transfecção de 
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células tratadas com Fop e transfecção de células tratadas com Top) foi realizado 

em triplicatas. 

Primeiramente, foi feita a quantificação da quantidade de β-galactosidase 

produzida pelos mioblastos, analisando, portanto, se a transfecção foi efetiva. A 

expressão da atividade de β-galactosidase foi medida pela adição de X-gal aos 

poços e lida em um leitor de microplacas Bio-rad, Benchmark a 415 nm. 

Para medir a atividade da enzima luciferase, transferiu-se uma alíquota das 

células para uma placa especial do luminômetro Tecan-Genios e foi adicionado o 

substrato enzimático (Promega Corporation, Brasil). Para normalização dos 

resultados, a atividade luciferásica foi calculada dividindo-se o valor de cada poço 

obtido pelo luminômetro pelos valores de β-galactosidase correspondentes. Os 

gráficos foram feitos pelo programa Microsoft Excel 6.0 (Microsoft Corporation, 

Brasil) utilizando a média dos valores das triplicatas. 

 

 3.13. Preparo de amostras para eletroforese 

As culturas primárias musculares controle e tratadas com MCD foram 

lavadas três vezes com PBS e depois tratadas com 150 µL de tampão RIPA (Tris 

HCl 0,05 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, NP-40 1%, deoxicolato de sódio 0,25% e 

coquetel com inibidores de proteases). Com este tampão, as células foram 

raspadas e colocadas em tubos o’ring. Foi retirada uma alíquota para realização 

da dosagem de proteínas das amostras e o restante foi tratado com tampão de 

lise (SDS 4%, Tris-HCl 125 mM pH 6.8, glicerol 20% e DTT 0,2 M) na proporção 

de 1:1 (amostra:tampão de lise) e congelado a –20 oC. 

Para o isolamento de frações solúveis e insolúveis em Triton X-100 

(Goichberg et al., 2001), o extrato de células foi extraído diretamente em Tampão 

MES pH 6,0 (MES 50mM, Triton X-100 0,5%, EGTA 2,5 mM, MgCl2 5 mM e 

coquetel com inibidores de proteases) a 4oC. As frações solúveis foram coletadas 

após 2 minutos em contato com o Tampão MES. As frações insolúveis foram 

raspadas após 2 minutos em contato com Tampão MES e coletadas em tubo 

o’ring. Aliquotas idênticas das duas frações receberam o tampão de amostras 



 
 

41 

(SDS 4%, Tris-HCl 125 mM pH 6,8, glicerol 20% e DTT 0,2 M) e foram submetidas 

à eletroforese em gel de poliacrilamida. 

 

3.14. Ensaio de Imunoprecipitação 

1 mL dos meios condicionados coletados de culturas controle e tratadas 

com MCD após 27 horas de cultivo (3 horas após o tratamento com a MCD) foi 

incubado overnight a 4oC com o anticorpo anti-Wnt3. No dia seguinte, esses meios 

condicionados foram incubados com 50 µL de proteína sefarose A CL-4B (Sigma) 

pH 7,4 por 1 hora a 4oC, com leve agitação. Após centrifugação a 3000 g por 2 

minutos a 4oC, os complexos imunoprecipitados foram excessivamente lavados 

em tampão HEPES pH7,5 (HEPES 20mM, NaCl 150mM, Triton X-100 0,1% e 

glicerol 10%). As amostras foram aquecidas a 95 oC por 5 minutos e centrifugadas 

a 12000 g por 30 segundos à temperatura ambiente. As amostras de meio 

condicionado-controle e meio condicionado MCD imunoprecipitadas foram 

tratadas com tampão de amostras (SDS 4%, Tris-HCl 125 mM pH 6.8, glicerol 

20% e DTT 0,2 M), aplicadas num gel de poliacrilamida a 10% e transferidas para 

uma membrana de PVDF. Essa membrana foi então, incubada com anticorpo anti-

Wnt3. 

 

3.15. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

As culturas primárias musculares controle e tratadas com MCD foram lavadas 

três vezes com PBS e depois tratadas com 1 volume de tampão de amostras e 

fervidas por 5 minutos a 100oC. As amostras foram conservadas a –20 oC. Géis de 

corrida desnaturantes de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 

foram preparados e as amostras aplicadas nos poços das eletroforeses com a 

mesma quantidade de proteínas (60 µg). A quantidade de proteínas presente nas 

amostras foi avaliada através do método de Bradford (1976), usando-se a 

albumina de soro bovina como padrão. As eletroforeses foram realizadas a 

corrente constante (cerca de 12 mA) por cerca de 2 horas a 4oC. 
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3.16. Immunoblotting (Ib) 

A revelação imunológica da transferência eletroforética de proteínas em gel 

desnaturante de poliacrilamida para folha de PVDF (Millipore, Brasil), ou 

immunoblotting, foi feita de acordo com o descrito por Towbin e colaboradores 

(1979), com algumas modificações. 

Primeiramente, foi feita uma eletroforese unidimensional em gel 

desnaturante de poliacrilamida das amostras contra as quais se quis fazer um 

reconhecimento imunológico. 

Ao final da eletroforese, o gel foi colocado no tampão de transferência (Tris 

25 mM, glicina 191 mM e metanol 20%), por 20 minutos. A folha de PVDF foi 

ativada por 10 segundos em metanol 100% e lavada em água destilada por 5 

minutos, sob agitação. A seguir, as proteínas foram transferidas 

eletroforeticamente para esta folha, durante 2 horas, a 60 mV (85 mA) e à 4 oC. 

Depois a PVDF foi corada pela solução de Vermelho de Ponceau (Vermelho de 

Ponceau 0,1% e ácido acético 5%) e a eficiência da transferência foi analisada. 

As proteínas imobilizadas na membrana foram imediatamente bloqueadas 

por 1 hora à temperatura ambiente por uma solução de 5% de leite em pó 

desnatado Molico em tampão TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,2%, 

pH 8) e após, a membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos cada, com TBS-T. A 

PVDF então, foi incubada com o anticorpo primário (ver Tabela 1), diluído 

adequadamente neste mesmo tampão, durante a noite, a 4 oC e sob agitação. 

Após a incubação, a PVDF foi lavada mais 5 vezes, por 3 minutos cada, com TBS-

T. A seguir, incubou-se com o anticorpo secundário conjugado à peroxidase 

devidamente diluído (ver Tabela 2), por 1 hora, à temperatura ambiente e sob 

agitação. Após quatro lavagens de 10 minutos cada, com TBS-T, a PVDF foi 

submetida à revelação pelo Kit Super Signal West Pico (Pierce, EUA) e todo o 

procedimento foi feito segundo protocolo da Pierce. Para se normalizar os dados 

dos immunoblots, foram feitas também marcações das folhas de PVDF com o 

anticorpo contra α-tubulina, por esta ser uma proteína constitutiva. O valor da área 

da banda marcada com a proteína de interesse foi dividido pelo valor da banda da 

α-tubulina de culturas controle e tratadas com MCD. Desta forma foram feitas 
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quantificações (razão entre a proteína de interesse e a α-tubulina), que foram 

visualizadas em gráficos feitos no programa Microsoft Excel 6.0 (Microsoft 

Corporation, Brasil). 

 

3.17. Extração de RNA total 

 A extração de RNA total e os RT-PCRs foram realizados em colaboração 

com o Professor Radovan Borojevic e seu aluno de doutorado Leandro Thiago do 

Instituto de Ciências Biomédicas da UFRJ. 

A extração de RNA total foi processada segundo o método do Trizol (Gibco 

BRL), de acordo com instruções do fabricante. As células foram tripsinizadas e 

ressuspendidas em Trizol (1 mL de Trizol para cada 100 mg de tecido) por 24 

horas a –70oC. Adicionaram-se 0,2 mL de clorofórmio para cada mL de Trizol 

homogeinizando-se e a solução permaneceu por 15 segundos à temperatura 

ambiente. Centrifugou-se a 12000 rpm por 15 minutos a 4 oC e a fase aquosa foi 

transferida para tubos eppendorf novos. Adicionou-se álcool isopropílico para 

precipitação do RNA, por 10 minutos à temperatura ambiente e em seguida, a 

amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos a 4 oC. O pellet foi lavado 

com etanol 75% e centrifugado a 8.000 rpm por 5 minutos a 4oC. O pellet foi 

ressuspendido em água DEPC. Após a extração, verificou-se a qualidade do RNA 

pela leitura da quantidade de RNA total e de proteína em espectofotômetro (CG 

Analítica) a 260 e 280 nm. 

 

3.18. Transcrição reversa do RNAm e amplificação dos cDNA 

Foram utilizadas 2 µg de RNA para síntese de cDNA. O RNA foi misturado 

ao Oligo DT 500 µg/mL e incubado a 68 ºC por 4 minutos. Em seguida, adicionou-

se um mix contendo tampão 5X M-MLV RT, DTT 0,1 M, dNTPs 25 mM e M-MLV 

RT (200 unidades/mL). A amostra foi incubada a 38 ºC por 2 horas e logo depois, 

à 90 oC por 10 minutos, obtendo-se assim o cDNA. Para amplificação do cDNA 

em reações de Polymerase Chain Reaction (PCR), foi utilizado o termociclador 

Biometra (Alemanha) e as reações empregaram 20 µL da reação de transcrição 

reversa (1 pmol de primer senso e anti-senso (Gene link, EUA), tampão 10X, 
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MgCl2 a 2 mM, dNTPs a 0,25 mM) e 1U de Taq polimerase (GIBCO, BRL). Os 

primers utilizados estão listados na Tabela 3. As reações foram colocadas no 

Termociclador com a seguinte programação: 20, 30 ou 45 ciclos de 96 oC por 1 

minuto, 96 oC por 30 segundos, 57,5 oC por 45 segundos, 72 oC por 1 minuto, 

seguidos de 72 oC por 5 minutos. A eletroforese dos produtos amplificados foi 

processada em gel de agarose 1,6% a 100 V e visualizada por brometo de etídeo. 

Como controle de carregamento de cDNA, foram amplificados fragmentos 

de gliceraldeído-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH), que serviram para 

quantificação da expressão dos genes de interesse. 

Tabela 3 - Primers  

Primers  Senso Anti-senso Tm 

GAPDH GACGTGCAGCAGGAACACTA CTTGGACTTTGCCAGAGAGG 57,5 oC 

Wnt 1 GGGGCTGCAGTGATAACATC GGCCTCGTTGCGTTGTTGTGTAGGT 57,5 oC 

Wnt 3A CTCCGACTGAGAAGGACCTG TCTCAGTCCTCGTAGTTGTGC 55,5 oC 

Wnt 5A GATAGTGCTGCTGCCATGAA ATTGCGCATGCAGTAGTCAG 57,5 oC 

TCF/LEF CCAGCTATTGTAACACCTCA TTCAGATGTAGGCAGCTGTC 57,5 oC 
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4. Resultados 

 

A miogênese é um processo complexo que se inicia com o 

comprometimento de células precursoras mononucleadas que saem do ciclo 

celular e entram no programa de diferenciação muscular. Esses mioblastos se 

alongam, enquanto se alinham uns com os outros, guiados pelo reconhecimento 

de suas membranas. Essa etapa é seguida pela fusão celular, a qual acarreta a 

formação de miotubos longos, multinucleados e estriados. Nosso grupo de 

pesquisa mostrou recentemente que a depleção de colesterol membranar pela 

metil-beta-ciclodextrina (MCD) induz a diferenciação muscular, por proporcionar o 

aumento do reconhecimento e fusão dos mioblastos (Mermelstein & Portilho et al., 

2005). Além disso, mostramos que ocorre a translocação nuclear da proteína beta-

catenina após o tratamento das células musculares com MCD.  

 Para investigar se a β-catenina está envolvida em mecanismos moleculares 

e celulares associados a depleção de colesterol durante a diferenciação 

miogênica, culturas de músculo esquelético de embrião de galinha com 24 horas 

foram tratadas com MCD (2 mM) durante 30 minutos e cresceram em meio fresco 

por mais 3, 24, 48 ou 72 horas. Primeiramente, foi feito uma imunofluorescência 

para se estudar a localização celular da β-catenina nas culturas controle e tratadas 

com MCD (Anexo 4, Figura 1). 

De acordo com o descrito na literatura, a β-catenina foi encontrada em 

sítios de adesão célula-célula, como linhas ao longo das membranas de 

mioblastos pré-fusão adjacentes (Goichberg et al., 2001) nas primeiras 48 horas 

em culturas controle, e tratadas com MCD (células crescidas por 24 horas, 

tratadas com MCD e crescidas por mais 24 horas).  

Foi detectada também a presença de β-catenina dentro de núcleos de 

células depletadas de colesterol com 27 horas (células crescidas por 24 horas, 

tratadas com MCD e crescidas por mais 3 horas), assim como em células com 48 

horas (células crescidas por 24 horas, tratadas com MCD e crescidas por mais 24 

horas). Pré-mioblastos controle (crescidos por 27 horas) também apresentaram 

marcação para β-catenina dentro de seus núcleos, reafirmando o trabalho de 
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Goichberg e colaboradores (2001). Além disso, foi encontrado um aumento de 

45% no número de pré-mioblastos positivos para β-catenina nuclear após 3 horas 

de tratamento com MCD. 

Após 72 horas de cultura, quando a maioria dos mioblastos já fundiu, a β-

catenina foi encontrada dispersa ao longo da membrana de miotubos 

multinucleados controle e que sofreram a depleção de colesterol. Entretanto, não 

foi detectada β-catenina nuclear nestas células. 

 Foi analisada também, a expressão de β-catenina nas culturas controle e 

tratadas com MCD por immunoblotting semi-quantitativo (Anexo 4, Figura 2). 

Mioblastos tratados com MCD com 48 horas de vida expressaram fortes níveis de 

β-catenina quando comparados com as células sem tratamento. Analisando a 

densidade óptica da banda de β-catenina detectada no Western blot, foi estimado 

uma expressão de β-catenina 2 vezes maior nos mioblastos depletados de 

colesterol, quando comparados com os controle. 

 Esses resultados sugerem que o tratamento com MCD induz a expressão 

de β-catenina e sua translocação para o núcleo durante a diferenciação muscular 

esquelética. 

Para tentar quantificar a expressão de β-catenina presente dentro do núcleo 

de mioblastos e associada às membranas (nas junções célula-célula) em ambas 

as culturas controle e tratadas com MCD, foi feito um Western blot contra β-

catenina utilizando frações solúveis e insolúveis em Triton X-100 (Goichberg et al., 

2001) (Anexo 4, Figura 3).  

A presença de β-catenina em frações insolúveis em Triton X-100, sugerem 

que esta proteína está associada ao citoesqueleto em complexos de adesão 

célula-célula, enquanto a presença em frações solúveis em Triton X-100, sugere 

que ela está enriquecida no núcleo. A β-catenina citosólica é rapidamente 

degradada. 

Depois do tratamento com MCD, houve um aumento da expressão de β-

catenina tanto na membrana, como também dentro dos núcleos destas células. As 
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culturas controle mostraram baixos níveis de β-catenina nos 2 compartimentos 

intracelulares. 

 De acordo com os resultados anteriores, onde foi demonstrada a presença 

de β-catenina dentro dos núcleos de mioblastos tratados com MCD e, uma vez 

que a β-catenina está envolvida na via de sinalização Wnt, decidiu-se investigar se 

havia ativação desta via por sua ligação a TCF/LEF no núcleo. Para isto, culturas 

controle e tratadas com MCD foram transfectadas com o plasmídeo Top-Flash, o 

qual se liga ao complexo TCF/LEF e emite uma luminescência (atividade 

luciferásica). O valor da luminescência emitida reflete a ativação da via de Wnt. 

Outras culturas foram transfectadas com o plasmídeo Fop-Flash, gene repórter 

semelhante ao Top-Flash, porém possui uma mutação no sítio de ligação a 

TCF/LEF e, portanto, não emite nenhuma luminescência (Anexo 4, Figura 4). 

Mioblastos controle transfectados com Top-Flash mostraram baixos níveis de 

atividade luciferásica (Top Ct), assim como as culturas transfectadas com Fop-

Flash (controle negativo) (Fop). Entretanto, a atividade luciferásica foi muito alta 

em mioblastos depletados de colesterol e transfectados com Top-Flash (Top 

MCD), diferentemente do encontrado em mioblastos também depletados de 

colesterol, mas transfectados com Fop-Flash (dado não mostrado). 

 Este resultado indica que o tratamento de mioblastos com MCD induz a 

translocação da β-catenina para o núcleo pela ativação da via de sinalização 

Wnt/β-catenina. 

Para que a via de Wnt/β-catenina seja ativada é necessário que haja 

moléculas de Wnt disponíveis no meio de cultura para as células. Portanto, 

decidiu-se investigar se a depleção de colesterol por MCD é seguida de secreção 

de Wnt, ou liberação deste da membrana plasmática para o meio de cultura, já 

que Wnt é descrito estando ancorado em regiões ricas neste lipídeo. Utilizando o 

mesmo protocolo do resultado anterior, células musculares controle foram 

transfectadas com Top-Flash e depois tratadas com meio condicionado coletado 

de uma outra cultura previamente tratada com MCD (cultura esta, crescida em 

meio sem droga por 3 horas após a depleção de colesterol) (Anexo 4, Figura 4). 
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Os resultados apresentados mostraram um aumento da atividade 

luciferásica das culturas transfectadas com Top-Flash tratadas com meio 

condicionado proveniente de mioblastos depletados de colesterol (Top MCD+cm), 

quando comparados a baixa atividade encontrada em culturas controle 

transfectadas com Top-Flash crescidas em meio normal (Top Ct). 

Surpreendentemente, também foi encontrado um significante aumento da 

atividade luciferásica nas culturas transfectadas com Top-Flash tratadas com meio 

condicionado proveniente de mioblastos controle (Top Ct+cm). 

Estes dados sugerem que o tratamento de mioblastos com MCD 

possivelmente está induzindo a secreção ou a liberação da membrana de 

proteínas Wnt para o meio de cultura. É posssível relacionar este fenômeno com a 

ativação da via de sinalização Wnt/β-catenina, a qual induz a translocação da β-

catenina para o núcleo, vista nos resultados anteriores. 

Para se confirmar mais uma vez que moléculas de Wnt estão presentes no 

meio de cultura de células tratadas com MCD, foi utilizado o receptor solúvel de 

Frizzled; Frzb-1 (Anexos 4, Figura 4 e 5 e Anexo 5, Figura 7). Frzb-1 é uma 

proteína secretada, que contém um domínio semelhante ao receptor de Wnt; 

Frizzled. Devido a isso, consegue se ligar a Wnt, inibindo sua via de sinalização 

(Leyns et al., 1997).  

Células controle e depletadas de colesterol por 24 horas foram 

transfectadas com Top-Flash (como descrito acima) e depois tratadas com meio 

enriquecido em Frzb-1 por mais 24 horas. As culturas, transfectadas com Top-

Flash e tratadas com meio enriquecido em Frzb-1 mostraram baixos níveis de 

atividade luciferásica, indicando o efeito inibitório de Frzb-1 na ativação da via de 

Wnt, após a depleção de colesterol.  

Também foi observado, os efeitos de Frzb-1 nas culturas controle e 

tratadas com MCD por microscopia óptica de contraste de fase (Anexo 4, Figura 

5) e por imunofluorescência para desmina (Anexo 5, Figura 7). Células 

depletadas de colesterol, que cresceram na presença de Frzb-1, demonstraram 

uma inibição da diferenciação com miotubos muito finos, confirmando o efeito 

inibitório de Frzb-1, apesar de conseguir expressar a desmina. 
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Para explorar a possibilidade da ativação da via de Wnt/β-catenina pela 

depleção de colesterol ser capaz de induzir a diferenciação muscular, foi analisada 

a expressão dos marcadores musculares α-actina sarcomérica (Anexo 4, Figura 

6), caderina M (Anexo 5, Figura 9), MyHC (Resultados Adicionais) e desmina 

(Anexo 6, Figura 5) em culturas controle e tratadas com MCD por immunoblotting 

semi-quantitativo. 

Culturas tratadas com MCD com 48 horas expressaram altos níveis de α-

actina sarcomérica, caderina M, MyHC e desmina, quando comparados com as 

controle. Esses resultados corroboram com nosso trabalho anterior (Mermelstein & 

Portilho et al., 2005), onde se observou através de Western Blot um aumento 

significativo na expressão de outra proteína marcadora de diferenciação muscular; 

a TroponinaT. Estes dados sugerem que a depleção de colesterol da membrana 

de mioblastos induz a diferenciação muscular esquelética. 

 Para investigar se os efeitos celulares induzidos pela MCD são causados 

por fatores solúveis presentes no meio de cultura, decidiu-se investigar os meios 

condicionados coletados de culturas musculares controle e tratadas com MCD 

(Anexo 5, Figura 1). 

As células musculares com 24 horas foram tratadas com meio condicionado 

coletado de culturas controle e de culturas tratadas com MCD (cultura esta, 

crescida em meio sem droga por 3 horas após a depleção de colesterol). As 

células que receberam o meio condicionado proveniente de culturas tratadas com 

MCD mostraram um aumento na diferenciação muscular, observado pela 

espessura dos miotubos, semelhantes aos miotubos de culturas tratadas com 

MCD.  

Além disso, células musculares com 24 horas tratadas com meio 

condicionado proveniente de culturas controle mostraram miotubos mais finos, 

similares aos de culturas controle com a mesma idade.  

Ainda realizou-se imunofluorescências de culturas controle, tratadas com 

MCD, tratadas com meio condicionado controle e MCD contra proteína α-actinina, 

para uma análise das estriações (Anexo 5, Figura 4). Os miotubos tratados com 

MCD e incubados com meio condicionado MCD apresentaram muitas 
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semelhanças, como por exemplo, a grande quantidade de miofibrilas e a 

desorganização dos núcleos. 

A adição de meio condicionado de culturas tratadas com MCD levou a um 

aumento na espessura dos miotubos, assim como ocorre nas culturas tratadas 

com MCD, sugerindo que os efeitos produzidos pela MCD devem ser causados 

por fatores solúveis presentes no meio de cultura. 

Para determinar a massa molecular dos fatores solúveis responsáveis por 

promover a diferenciação muscular nas culturas tratadas com MCD, foi analisado 

os efeitos dos tratamentos de culturas musculares controle com 24 horas, com os 

meios condicionados de culturas controle e tratadas com MCD depois de filtrados 

por Centricons Y-30 e Y-50 (Anexo 5, Figura 2).  

Centricons (Millipore, EUA) são utilizados para filtrar substâncias com peso 

molecular menor do que seu limite nominal. Quando utilizou-se os Centricons Y-30 

para filtrar os meios condicionados, foi produzido um meio condicionado somente 

com fatores com menos de 30 kDa e quando utilizou-se os Centricons Y-50, foi 

produzido um meio condicionado somente com fatores com menos de 50 kDa. 

 Os meios condicionados produzidos por centricons Y-50 induziram 

diferenciação muscular, diferentemente dos meios condicionados produzidos por 

Centricons Y-30, os quais inibiram a diferenciação muscular. 

 Estes dados sugerem que os fatores solúveis presentes no meio 

condicionado MCD apresntam pesos moleculares entre 30-50 kDa.  

 As protéinas da família Wnt têm sido amplamente relacionadas com a 

diferenciação muscular (Cossu e Borello, 1999, Tajbakhsh et al., 1998). Estas 

proteínas são relativamente pequenas, apresentando peso molecular entre 38-43 

kDa. Estes valores estão dentro da margem de peso molecular encontrada no 

experimento anterior (30-50 kDa), sugerindo que possivelmente Wnts são esses 

fatores solúveis encontrados no meio condicionado MCD. 

Devido a isso, resolveu-se investigar os efeitos da depleção de colesterol 

pela MCD, na presença de duas moléculas da família de proteínas Wnt descritas 

na miogênese: Wnt 3a e Wnt 5a. 
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Para testar esta hipótese, culturas controle e recém tratadas com MCD com 

24 horas cresceram com meio enriquecido em Wnt 3a e Wnt 5a (Anexo 5, Figura 

3). As culturas tratadas com meio enriquecido em Wnt 3a apresentaram miotubos 

muito grossos, semelhantes aos tratados com MCD. Entretanto, culturas que 

receberam o meio enriquecido em Wnt 5a apresentaram miotubos muito finos e 

este fenótipo não foi capaz de ser revertido com a adição de MCD (Anexo 5 e 

Resultados Adicionais). 

Ainda realizou-se imunofluorescências de culturas controle, tratadas com 

MCD, tratadas com meio condicionado enriquecido em Wnt 3a e Wnt 5a contra a 

proteína α-actinina, para uma análise das estriações e a proteína desmina (Anexo 

5, Figura 5 e Resultados Adicionais, respectivamente). De acordo com o 

resultado anterior de contraste de fase, os miotubos tratados com MCD e 

incubados com o meio enriquecido em Wnt 3a apresentaram muitas semelhanças, 

como por exemplo, a grande espessura dos miotubos e a desorganização dos 

núcleos. 

Já as culturas tratadas com meio condicionado enriquecido em Wnt 5a com 

72 horas, não apresentaram nenhuma estriação com a marcação com anticorpo 

anti-α-actinina (dados não mostrados), e apresentaram miotubos muito finos e 

com poucos núcleos. Entretanto, estes miotubos expressam desmina. 

Estes resultados sugerem que Wnt 3a pode ser a responsável, pelo menos 

em parte, desta indução miogênica observada após a depleção de colesterol pela 

MCD.  

Para testar se Wnt 3a esta envolvido com os efeitos celulares observados 

após a depleção de colesterol, foi analisado a presença da proteína Wnt 3a no 

meio condicionado MCD e no meio condicionado-controle (Anexo 5, Figura 8). Os 

meios condicionados foram imunoprecipitados com o anticorpo policlonal anti-Wnt 

3a. Foi observado um aumento de três vezes nos níveis de Wnt 3a no meio 

condicionado MCD, quando comparado com o meio controle. Uma possível 

explicação é de que a molécula Wnt 3a pode ter sido liberada para o meio 

condicionado após a depleção de colesterol e não fique associada à membrana 

plasmática. 
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Também foi analisada a expressão da proteína Wnt 3a nos extratos 

celulares, sem o meio de cultura, obtido de culturas miogênicas controle e tratadas 

com MCD (Anexo 5, Figura 8). As culturas tratadas com MCD expressam níveis 

similares de Wnt 3a que as culturas-controle, mostrando que o aumento de Wnt 3a 

solúvel no meio condicionado MCD (e não do Wnt 3a associado a membrana) é o 

responsável por induzir a proliferação e a diferenciação das células musculares. 

A replicação de mioblastos é a primeira etapa da diferenciação muscular 

esquelética. A saída irreversível do ciclo celular é requerida para a progressão do 

alinhamento e a fusão dos mioblastos, culminando com a formação de miotubos 

multinucleados e estriados. Foi mostrado nos trabalhos anteriores que a depleção 

de colesterol pela MCD induz a proliferação e a diferenciação de células 

musculares (Mermelstein & Portilho et al., 2005), pela ativação da via de 

sinalização Wnt/β-catenina (Mermelstein & Portilho et al., 2007), e que a molécula 

Wnt3a está envolvida neste processo (Portilho et al., 2007). 

Devido a isso, foi analisado os efeitos da depleção de colesterol pela MCD 

nos eventos iniciais da miogênese, em especial na proliferação de mioblastos. 

Para isso, foi feito imunoflurescências para Ki67, marcador celular de proliferação 

presente em todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), em 

células-controle e tratadas com MCD com 27 e 48 horas de vida (Anexo 6, Figura 

1). De acordo com a quantificação do número de células positivas para Ki67, 

estimou-se um aumento de 60% e 40% de células Ki67 positivas após 3 e 24 

horas do tratamento com MCD, respectivamente, em comparação com a s 

culturas-controle. Isso permite concluir que a retirada de colesterol induz a 

proliferação em cultura de células de galinha. 

Em seguida, analisou-se quando ocorrem os efeitos induzidos pela MCD na 

replicação: se logo após a depleção de colesterol ou 24 horas após o tratamento. 

Foi testado então, os efeitos do anti-mitótico AraC em culturas controle e tratadas 

com MCD (Anexo 6, Figuras 2 e 3). O tratamento de culturas com 24 horas com 

o AraC resultou em miotubos com um baixo índice de fusão (número de núcleos 

por miotubo), comparados com culturas que não receberam o AraC. Entretanto, 

nenhum efeito significativo foi observado no índice de fusão de celular em culturas 
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tratadas com MCD após 48 horas. Isso permite concluir que o experimento com 

AraC pode inibir os efeitos induzidos pela depleção de colesterol na proliferação 

somente logo após ao tratamento com MCD.  

Em seguida, decidiu-se analisar se os efeitos na proliferação celular eram 

referentes a células mononucleadas musculares ou a fibroblastos. Culturas 

miogênicas com 27 e 48 horas foram imunomarcadas com anticorpo anti-desmina 

e com a sonda nuclear DAPI (Anexo 6, Figura 4). A desmina é uma das primeiras 

proteínas estruturais expressas em mioblastos. Através da quantificação do 

número de células mononucleadas positivas e negativas para desmina por campo 

estimou-se um aumento de 40% no número de células mononucleadas positivas 

para desmina após 3 e 24 horas do tratamento com MCD, quando comparadas 

com as culturas-controle. Contudo, não se observou diferenças em relação ao 

número de células mononucleadas negativas para desmina por campo após 3 ou 

24 horas do tratamento com MCD, comparadas com culturas não tratadas. De 

acordo com esse resultado, pode-se concluir que a depleção de colesterol pela 

MCD aumenta o número de células mononucleadas positivas para desmina, ou 

seja, mioblastos, mas não interferem no número de células desmina negativas, os 

fibroblastos.  

Para se investigar, mais uma vez, o tipo celular onde a proliferação foi 

induzida após o tratamento com MCD foi analisada a incorporação com BrdU em 

culturas miogênicas (Anexo 6, Figura 6). A sonda BrdU é um análogo da timidina, 

que se incorpora estavelmente no DNA durante a fase S da mitose, e permite 

quantificar as células em divisão. Células tratadas com MCD (logo após o 

tratamento) e controle com 24:30 horas foram marcadas com BrdU (3 µg/ml) por 1 

hora, e duplamente marcadas com os anticorpos anti-BrdU e anti-desmina. 

Através da quantificação do percentual de células positivas para desmina e 

positivas para BrdU foi estimado um aumento de duas vezes no número de células 

após o tratamento com MCD. Núcleos positivos para BrdU foram encontrados 

dentro de mioblastos mononucleados positivos para desmina e células 

fibroblásticas negativas para desmina. Esses resultados mostram um aumento na 

proliferação de células positivas para desmina após a retirada de colesterol. 
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No seu conjunto, estes experimentos mostram que a depleção de colesterol 

membranar de células musculares promove a proliferação de mioblastos, levando 

a um aumento no número de células positivas para desmina. 

 

Resultados Adicionais 

 

Para investigar se a depleção de colesterol pela MCD é capaz de ativar 

células musculares quiescentes, foi examinada a expressão e distribuição das 

proteínas Pax3 e Pax7 em células controle e tratadas com MCD (Figuras 16 e 

17). Pax3 e Pax7 estão relacionadas com etapas iniciais de proliferação, 

especificação e migração de células precursoras musculares (Epstein et al., 1995). 

Nossos resultados mostram que mioblastos tratados com MCD expressam altos 

níveis de Pax3, quando comparados com os mioblastos controle. Analisando a 

densidade óptica das bandas do Western Blot, pode-se estimar um aumento de 

aproximadamente 3,5 vezes nos níveis de expressão de Pax3 nas culturas 

tratadas com MCD (Figura 16). 

Em relação à distribuição celular destes fatores de transcrição, pode-se 

observar a localização nuclear de Pax7 nas culturas de mioblastos controle e 

tratadas com MCD. No entanto, é interessante notar o grande número de 

mioblastos positivos para Pax7 nas culturas analisadas após 3 horas de 

tratamento com MCD, quando comparadas com as controle (Figura 17). Estes 

resultados sugerem que a depleção de colesterol ativa as células musculares 

quiescentes a proliferarem e diferenciarem. 

Para explorar a possibilidade da ativação da via de Wnt/β-catenina pela 

depleção de colesterol ser capaz de induzir a diferenciação muscular terminal, foi 

analisada a expressão da proteína sarcomérica miosina (cadeia pesada de 

miosina, MyHC) em culturas controle e tratadas com MCD por immunoblotting 

(Figura 18). Os resultados mostram um aumento nos níveis de expressão de 

MyHC nos extratos celulares de culturas tratadas com MCD. A análise da 

densidade óptica das bandas revelou um aumento de aproximadamente 75% na 

expressão de MyHC nas culturas depletadas de colesterol (Figura 18). Esse 
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resultado corrobora com os nossos outros trabalhos anteriores (Mermelstein et al., 

2005, 2007), onde se observou um aumento significativo na expressão de outras 

proteínas marcadoras de diferenciação muscular; como a Troponina T e a α-actina 

sarcomérica. Estes dados sugerem que a depleção de colesterol da membrana de 

mioblastos induz a diferenciação muscular esquelética. 

Para investigar a expressão gênica dos componentes da via de sinalização 

Wnt/β-catenina, foi realizada a técnica de RT-PCR semi-quantitativo nas culturas 

controle e tratadas com MCD. Os resultados demonstram que as culturas de 

mioblastos com 27 horas (tanto as controle como as tratadas com MCD) 

expressam os genes Lef-1, Wnt1, Wnt3a, Wnt5 e GAPDH. Não foram observadas 

diferenças significativas nos níveis de expressão dos diversos tipos de wnts nas 

culturas controle e tratadas com MCD (Figura 20). Estes dados são inéditos na 

literatura, visto que não há ainda nenhuma descrição da expressão destes genes 

em células musculares esqueléticas de embriões de galinha. 
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Figura 16 - O tratamento com MCD induz um aumento na expressão da proteína Pax3 em 

mioblastos. Immunoblotting de extratos de culturas de células musculares controle (Ct) e tratadas 

com MCD (MCD) com 27 e 48 horas para Pax3 (53 kDa) e a quantificação desta expressão. Note o 

aumento de 3,5 vezes nos níveis de Pax3 apresentados pelas culturas tratadas em comparação 

com as controle. 
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Figura 17 - O tratamento com MCD induz um aumento na expressão da proteína Pax7 em 

mioblastos. Imunofluorescências para Pax7 e para Actina filamentosa foram realizadas com 

cultura-controle e tratadas com a MCD, utilizando o anticorpo monoclonal anti-Pax7 e com a sonda 

Faloidina. Note o maior número de núcleos marcados em vermelho com anticorpo anti-Pax7 (seta), 

nas culturas tratadas com MCD, quando comparadas com as controle. Barra de escala 

corresponde a 10 µm. 
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Figura 18 - O tratamento com MCD induz um aumento na expressão da proteína MyHC em 

culturas de músculo esquelético. Immunoblotting de extratos de culturas de células musculares 

controle (Ct) e tratadas com MCD (MCD) com 27 e 48 horas para MyHC (200 kDa) e a 

quantificação desta expressão. Note o aumento de aproximadamente 75% nos níveis de MyHC 

apresentados pelas culturas tratadas em comparação com as controle. Três experimentos 

independentes foram usados para esta quantificação. 
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Figura 19 – Wnt 5a inibe diferenciação muscular esquelética. A - Cultura controle com 72 horas 

marcada com anticorpo anti-desmina; B - Núcleos correspondentes a figura A marcados com a 

sonda DAPI; C- Cultura tratada com MCD com 72 horas, marcada com anti-desmina; D- Núcleos 

correspondentes a figura C marcados com DAPI; E- Cultura que recebeu meio condicionado 

enriquecido em Wnt 5a, com 72 horas, marcada com anti-desmina; F- Núcleos correspondentes a 

figura E marcados com DAPI. Note como as culturas que receberam o meio condicionado 

enriquecido em Wnt 5a apresentaram miotubos muito finos, e com muitos fibroblastos (células com 

núcleos grandes e negativas para desmina). A barra de escala corresponde a 10 µm. 
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Figura 20 - Culturas musculares expressam os genes Lef 1, Wnt1, Wnt3a e Wnt5a. RT-PCR 

de culturas-controle e tratadas com MCD. GAPDH foi utilizada como controle de expressão nestes 

experimentos. 
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5. Discussão 

 

 Recentemente, nosso grupo mostrou que a depleção de colesterol pela 

substância metil-beta-ciclodextrina (MCD) induz a proliferação celular, o aumento 

da fusão de mioblastos e a diferenciação terminal de células musculares 

esqueléticas (Mermelstein e Portilho et al., 2005). 

Muitos trabalhos estudaram a importância do colesterol durante a 

miogênese, mas existem muitas idéias contraditórias. Van der Bosch e 

colaboradores (1973) mostraram que colesterol adicionado a culturas de 

mioblastos impedia a fusão celular. Sekiya e colaboradores (1984) demonstraram 

através do uso da substância filipina (que tem alta afinidade por colesterol) que a 

fusão de mioblastos se dá pela justaposição de áreas livres de colesterol de cada 

membrana de células adjacentes. Nakanishi e colaboradores (2001) mostraram 

que é necessária uma diminuição de colesterol membranar em mioblastos 

competentes para fusão, aumentando assim a fluidez da membrana e induzindo a 

fusão celular. Entretanto, Cornell e colaboradores (1980), obtiveram resultados 

diferentes, demonstrando que a utilização de inibidores da síntese de colesterol, 

25-OH-colesterol ou compactina, inibem a fusão de mioblastos e que a adição de 

colesterol é capaz de restaurar o reconhecimento e a fusão de mioblastos. As 

estatinas, também conhecidas como inibidoras da síntese de colesterol, impedem 

a diferenciação muscular, causando rabdomiólise, atrofia muscular e apoptose em 

mioblastos e miotubos (Johnson et al., 2004; Sacher et al., 2005). 

Uma possível explicação para o resultado que mostra a facilitação da fusão 

de mioblastos com a depleção de colesterol membranar é que, com a 

desorganização dos micro-domínios, a membrana plasmática se torna mais fluida 

e moléculas de adesão, como as caderinas, podem formar complexos 

competentes para a fusão. 

 Entretanto, os trabalhos de Causeret e colaboradores em 2005 e Taulet e 

colaboradores em 2009 mostraram que a desorganização de microdomínios de 

membrana pela MCD e pela anfotericina B (quelante de colesterol), 

respectivamente, inibem a miogênese de células musculares C2C12. Além de ser 
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uma linhagem celular de outra espécie (camundongo), este trabalho utilizou uma 

concentração de 4 mM de MCD durante 6 horas, o qual pode remover moléculas 

específicas de adesão de forma permanente, como a N-caderina e a catenina 

p120, interferindo na adesão mioblasto-mioblasto e na fusão. Já no presente 

trabalho de tese, o tratamento com MCD foi durante apenas 30 minutos na 

concentração de 2 mM e na etapa de pré-fusão de mioblastos de galinha, o 

suficiente para remover o colesterol temporariamente e aumentar a fluidez da 

membrana, facilitando o processo de fusão. 

Existe também a possibilidade da internalização de microdomínios 

enriquecidos em colesterol ser necessária para ocorrer a fusão de mioblastos. 

Utilizando microscopia eletrônica de criofratura, Kalderon e Gilula em 1979 

observaram regiões livres de colesterol nos sítios pré-fusão nas membranas de 

mioblastos e vesículas próximas à superfície intracelular da membrana plasmática, 

podendo ser conseqüência da internalização de microdomínios. Não podemos 

descartar a hipótese de que esteja ocorrendo uma internalização de 

microdomínios de membrana após a retirada de colesterol membranar. 

 De qualquer forma, qualquer que seja o processo envolvido na depleção de 

colesterol membranar, nossos dados indicam a participação de vias de 

sinalização. Durante o período embrionário, cascatas de sinalização atuam no 

comprometimento de células indiferenciadas com a linhagem muscular e 

promovem o surgimento de células precursoras miogênicas que são capazes de 

proliferar até entrarem no programa de diferenciação. Após a parada do ciclo 

celular, esses mioblastos começam a se alinhar, guiados pelo reconhecimento de 

suas membranas e aderem uns aos outros. Essa etapa é seguida pela fusão 

destes mioblastos, formando células multinucleadas chamadas de miotubos. As 

vias de sinalização descritas que mais interferem na miogênese são as vias de 

Sonic Hedgehog (Borychi et al., 1999) e Wnt/β-catenina (Cossu et al., 1996). 

Como a via de Wnt/β-catenina desempenha um papel crucial durante o início 

da miogênese (Linker et al., 2003) e no comprometimento de células precursoras 

com a linhagem muscular e na diferenciação destas (Cossu & Borello, 1999; 

Ridgeway et al., 2000; Petropoulos & Skerjanc, 2002), esse trabalho foi 
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direcionado para o estudo desta via de sinalização Wnt/β-catenina durante a 

miogênese, e seu envolvimento com o colesterol membranar. 

 Os resultados apresentados mostram que a retirada do colesterol das 

culturas de mioblastos de galinha pela MCD provocou um aumento da expressão 

de β-catenina, sua translocação para o núcleo e ativação da via de Wnt/β-

catenina. Além disso, o tratamento com MCD levou a um aumento na expressão 

das proteínas miofibrilares α-actina sarcomérica, desmina, cadeia pesada de 

miosina e troponina T. Esses resultados sugerem que uma diminuição do 

colesterol subsarcolemal pode ser um mecanismo regulatório para o início da 

diferenciação muscular esquelética. 

  A proteína β-catenina pode participar de adesões celulares mediadas pelas 

caderinas nas membranas plasmáticas e servir como fator regulatório de 

transcrição, quando associada ao fator Lef/TCF no núcleo (Nelson and Nusse, 

2004). Petropoulos & Skerjanc (2002) sugerem funções diferentes para a β-

catenina, de acordo com as etapas da miogênese. Primeiramente, a β-catenina 

seria expressa no núcleo em resposta à ativação da via de Wnt, com a finalidade 

de ativar a transcrição de genes envolvidos com o comprometimento com a 

linhagem muscular das células precursoras. Em uma etapa posterior, já em 

mioblastos bipolares, ela seria expressa nas junções aderentes para promover a 

adesão e posterior fusão celular (Goichberg et al., 2001). Neste trabalho, a 

presença da β-catenina no núcleo e nas junções aderentes após a depleção de 

colesterol sugere que esta proteína está atuando nos dois compartimentos 

celulares, de células precursoras (no núcleo) e de mioblastos (na membrana), com 

a finalidade de promover a miogênese. 

 Uma questão importante que surge neste trabalho é como a depleção de 

colesterol pode ativar a via de Wnt/β-catenina nas culturas musculares. Trabalhos 

recentes mostram que as proteínas Wnt sofrem modificações lipídicas pós-

traducionais através da adição de moléculas de palmitato, como o ácido 

palmitoiléico e o ácido palmitato (Willert et al., 2003). Foi descrito por Zhai e 

colaboradores em 2004, que Wnts palmitoilados tem preferência por ancorar em 

regiões ricas em colesterol, como os microdomínios de membrana. Como a 
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depleção de colesterol muda a composição e a estrutura da membrana, 

desorganizando as rafts lipídicas, pode-se especular que o tratamento com MCD 

pode liberar Wnts ancorados nestes microdomínios para o meio de cultura, 

aumentando sua disponibilidade para se ligar aos receptores Frizzled presentes 

nas células musculares. Células musculares quiescentes podem ser ativadas para 

proliferar e se diferenciar após a ativação da via de sinalização Wnt/β-catenina. 

Corroborando com esta hipótese, neste trabalho de tese foi possível observar-se 

um grande número de células arredondadas e mononucleadas com a β-catenina 

nuclear, sugerindo que estas células seriam precursores musculares. 

 Este trabalho sugere a hipótese de que fatores solúveis, como por exemplo, 

Wnts podem ser as moléculas responsáveis pela indução de diferenciação após a 

retirada de colesterol. Devido a este resultado, decidiu-se analisar os 

componentes solúveis presentes nos meios condicionados controle e tratados com 

MCD. A diferenciação muscular foi induzida apenas pela adição de meio 

condicionado proveniente de uma cultura de mioblastos previamente tratada com 

MCD (meio condicionado MCD), a uma cultura controle com 24 horas, sugerindo 

que isso ocorre devido à presença de fatores solúveis no meio de cultura. Esses 

fatores solúveis indutores presentes no meio condicionado MCD apresentaram um 

peso molecular na faixa de 30-50 kDa, semelhante ao peso molecular das 

glicoproteínas Wnt que possuem peso molecular na faixa de 38-43 kDa. 

 A via de sinalização de Wnt/β-catenina pode ser antagonizada por fatores 

secretados, dos quais podemos destacar as proteínas secretadas relacionadas 

com Frizzled (Sfrps), cerberus, dickkopfs (Dkks) e fatores induzíveis de Wnt (WIF-

1). A família das Sfrps, como por exemplo, Frzb-1, contém o domínio N-terminal 

semelhante à Frizzled, que se liga a Wnt, bloqueando a via (Leyns et el., 1997). 

Dkk1 e Dkk4 se ligam diretamente ao correceptor de Wnt, LRP6, e bloqueiam a 

sinalização via β-catenina (Mao et al., 2001). WIF-1 também é um antagonista da 

via e trabalhos sugerem que ele se liga diretamente à Wnt (Hsieh et al., 1999). 

Neste trabalho também foi investigado o efeito inibitório de Frzb-1 na 

indução da diferenciação muscular e na ativação da via de Wnt após o tratamento 

com a MCD. Entretanto, não se pode descartar a possibilidade da translocação da 
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β-catenina para o núcleo acontecer de forma independente da ligação de Wnt à 

Frizzled. Seria relevante determinar que proteínas Wnt e que receptores Frizzled 

estão envolvidos com a sinalização iniciada após a depleção de colesterol nas 

células miogênicas. 

 Para determinar que tipo de Wnt estaria participando dos efeitos causados 

pela MCD, foi utilizado meio de cultura enriquecido com a proteína Wnt 3a, o qual 

induziu a diferenciação muscular de maneira similar, tanto ao tratamento com 

MCD, como pela adição de meio condicionado MCD. Entretanto, quando 

mioblastos cresceram em meio de cultura enriquecido em Wnt 5a, proteína 

componente da via não canônica de Wnt, a miogênese foi inibida. 

 Foi analisada então, a presença da proteína Wnt3 nos meios condicionados- 

controle e nos meios condicionados após o tratamento com MCD. O meio 

condicionado MCD apresentou cerca de três vezes mais Wnt3 quando comparado 

ao meio controle. A possível explicação é que, após a retirada de colesterol, 

moléculas de Wnt3 que estariam ancoradas a membrana, através das caudas de 

palmitato, seriam liberadas para o meio extracelular. Também foi feita a análise da 

expressão de Wnt3 nos extratos celulares, entretanto, não houve diferenças nos 

níveis de expressão da proteína. Esses resultados sugerem que Wnt 3a solúvel é 

um dos fatores responsáveis pela indução da miogênese após a retirada de 

colesterol. 

 Um ponto interessante deste trabalho é o fato das proteínas Wnt não 

estarem sendo superexpressadas nos mioblastos. O aumento de proteínas Wnt3 

solúveis e ativas no meio de cultura condicionado é um resultado do tratamento de 

MCD, o qual interfere na disponibilidade de Wnt solúvel no meio de cultura. Além 

disso, não se pode descartar a possibilidade de os efeitos causados pela depleção 

de colesterol envolver outras moléculas sinalizadoras, além de Wnt3, como outros 

tipos de Wnt e outros componentes associados às membranas plasmáticas. 

 Galli e colaboradores (2004) mostraram que a expressão ectópica de Wnt 3a 

no tubo neural de embrião de galinha via eletroporação promoveu um aumento no 

tamanho do miótomo devido a um aumento na proliferação celular. Em um estudo 

anterior do nosso grupo, foi observado que a quantidade de DNA (medida pela 
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fluorescência do marcador nuclear DAPI) foi significantemente maior nas culturas 

tratadas com MCD do que nas culturas controle (Mermelstein e Portilho et al., 

2005). Neste trabalho, decidiu-se investigar os efeitos da depleção de colesterol 

na proliferação de culturas musculares, pela proteína Ki67 e pela incorporação de 

BrdU. Ki67 é um marcador celular de proliferação e está presente em todas as 

fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), mas não na fase G0. Enquanto 

o BrdU é um análogo da timidina, que se incorpora estavelmente no DNA durante 

a fase S da mitose, permitindo assim, a quantificação de células em divisão. 

Utilizando ambos os marcadores foi visto um aumento significativo na proliferação 

celular após o tratamento com MCD. 

 De acordo com o trabalho anterior desenvolvido pelo laboratório em 2005 

(Mermelstein et al., 2005), este trabalho de tese também investigou a 

diferenciação muscular utilizando-se marcadores miogênicos como, as proteínas 

da família Pax, a M-caderina, a α-actina sarcomérica, α-actinina sarcomérica, a 

MyHC e a desmina. Além disso, também foi calculado o índice de fusão das 

culturas-controle tratadas com MCD. A M-caderina é uma proteína descrita como 

marcadora de células-satélite, está envolvida na fusão de mioblastos e continua 

sendo expressa em miotubos diferenciados (Kramerova et al., 2006). A desmina 

faz parte da família de proteínas que constituem os filamentos intermediários do 

citoesqueleto. Esta proteína é específica de células musculares e se localiza na 

região de linha Z do sarcômero, nos costâmeros, ao redor dos núcleos, na junção 

miotendinosa e nos discos intercalares cardíacos. (Costa et al., 2004; Mermelstein 

et al., 2006). As proteínas α-actina sarcomérica, α-actinina sarcomérica e a MyHC 

compõe o sarcômero das células musculares, formando os filamentos finos e 

grossos. Já os fatores de transcrição Pax3 e Pax7 são expressos em etapas mais 

iniciais da miogênese e garantem o comprometimento de células precursoras com 

a linhagem muscular. 

 Todas as proteínas estudadas tiveram um aumento significativo nos níveis de 

expressão após a depleção do colesterol membranar, indicando um aumento na 

diferenciação celular quando comparadas com as culturas-controle. Esse 

resultado foi ainda, confirmado pelo cálculo do índice de fusão que revelou cerca 
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de duas vezes mais núcleos por miotubo nas culturas tratadas com MCD. 

Modelos in vitro, como culturas primárias musculares de galinha, se 

apresentam de forma heterogênea (Holtzer et al., 1991), compostas por miotubos 

multinucleados, mioblastos mononucleados arredondados e bipolares, pré-

mioblastos mononucleados replicantes, células satélites arredondadas 

mononucleadas e quiescentes e fibroblastos. Para analisar se os fibroblastos eram 

os responsáveis pelos efeitos de MCD, culturas primárias de fibroblastos foram 

tratadas com MCD 2 mM e após 3 horas do tratamento, seu meio condicionado foi 

recolhido e transferido para uma cultura miogênica com 24 horas de crescimento. 

Nenhum efeito na proliferação e na diferenciação muscular foi observado nem por 

ensaio de BrdU, nem por análise do índice de fusão e nem em immunoblottings 

para proteínas marcadoras de diferenciação. Estes dados sugerem que os efeitos 

induzidos pela depleção de colesterol não estão relacionados com fibroblastos 

presentes nas culturas primárias musculares, mas sim, relacionados às células 

musculares. 

 Este trabalho de tese investigou a diferenciação muscular utilizando 

marcadores miogênicos como, as proteínas da família Pax, a M-caderina, a α-

actina sarcomérica, α-actinina sarcomérica, a miosina esquelética MyHC e a 

desmina. Além disso, também foi calculado o índice de fusão das culturas controle 

e tratadas com MCD. A M-caderina é uma proteína descrita como marcadora de 

células-satélite, está envolvida na fusão de mioblastos e continua sendo expressa 

em miotubos diferenciados (Kramerova et al., 2006). A desmina faz parte da 

família de proteínas que constituem os filamentos intermediários do citoesqueleto. 

Esta proteína é específica de células musculares e se localiza na região de linha Z 

do sarcômero, nos costâmeros, ao redor dos núcleos, na junção miotendinosa e 

nos discos intercalares cardíacos (Costa et al., 2004; Mermelstein et al., 2006). As 

proteínas α-actina sarcomérica, α-actinina sarcomérica e a MyHC compõe o 

sarcômero das células musculares, formando os filamentos finos e grossos. Já os 

fatores de transcrição Pax3 e Pax7 são expressos em etapas mais iniciais da 

miogênese e garantem o comprometimento de células precursoras com a 

linhagem muscular. 
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Todas as proteínas estudadas tiveram um aumento significativo nos níveis de 

expressão após a depleção do colesterol membranar, indicando um aumento na 

diferenciação celular quando comparadas com as culturas controle. Esse 

resultado foi ainda, confirmado pelo cálculo do índice de fusão que revelou cerca 

de duas vezes mais núcleos por miotubo nas culturas tratadas com MCD. 

 Baseado nos resultados apresentados, esse trabalho propõe um modelo 

para os eventos celulares e moleculares que ocorrem em culturas musculares 

esqueléticas, desencadeados pelo tratamento com a MCD (Figura 21). Após a 

depleção de colesterol, aumenta-se a disponibilidade de Wnt solúvel no meio de 

cultura, o qual pode se ligar ao seu receptor Frizzled em células quiescentes 

miogênicas, e entrar no programa de diferenciação muscular, regulando a 

expressão de diversos genes, como o da β-catenina e de marcadores específicos 

de músculo, como a alfa-actina sarcomérica e a troponinaT (Mermelstein e 

Portilho et al., 2005). A diferenciação miogênica que ocorre nas células tratadas 

com MCD termina com a fusão de mioblastos mononucleados e a formação de 

miotubos espessos, multinucledos e com núcleos desorganizados. 
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Figura 21 – Modelo esquemático dos efeitos da retirada de colesterol em culturas 

musculares. A- Células-controle foram plaqueadas (0h) e após 24 horas, muitas se alongaram 

entrando no programa de diferenciação muscular, enquanto outras permaneceram mononucleadas 

e arredondadas. Algumas das células mononucleadas arredondadas estão quiescentes (núcleo 

branco) e outras tem a via de Wnt/β-catenina ativada (núcleos escuros, indicando a presença de β-

catenina nuclear), se proliferando e diferenciando, para formar miotubos longos, estriados e com 

os núcleos organizados na periferia celular (72 horas). B- Quando as células completaram 24 

horas de vida, foram tratadas com MCD 2mM por 30 minutos, o qual removeu o colesterol 

membranar. Com isso, moléculas associadas a regiões ricas em colesterol, podem ter sido 

liberadas da membrana e tornaram-se solúveis no meio de cultura. Algumas destas moléculas 

podem ser da família de glicoproteínas Wnt, que são descritas como moléculas palmitoiladas e que 

se ancoram em regiões membranares ricas em colesterol. Assim, Wnts solúveis poderiam se ligar 

a seus receptores em larga escala, e ativar diversas células quiescentes (células mononucleadas 

arredondadas) a proliferarem (aumentando a expressão de Pax3, Pax7 e M-caderina) e 

diferenciarem (aumentando a expressão de Tropononina T, α-actina sarcomérica, Desmina e 

MyHC), formando miotubos espessos, com muitas estriações e com núcleos desorganizados. 
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Resumidamente, pode-se concluir que a depleção de colesterol pelo 

tratamento com MCD induz a proliferação de células musculares, o que permite 

levar a um aumento do alinhamento e da fusão de mioblastos, culminando com a 

formação de miotubos estriados e com mais núcleos/célula que os observados 

nas culturas-controle. Primeiramente, a retirada de colesterol induz a replicação, o 

que acarreta em seguida um aumento da diferenciação muscular. 

 Como neste trabalho encontrou-se um aumento de Wnt 3a no meio 

condicionado e a ativação da via de Wnt em culturas tratadas pela MCD, pode-se 

especular que a depleção de colesterol pode liberar moléculas de Wnt para o meio 

de cultura e ativar a via de Wnt de células quiescentes, induzindo-as a proliferar e 

a se diferenciar. Esses achados enfatizam a importância da organização do 

colesterol membranar e seu papel nas etapas iniciais da miogênese. 

Este trabalho de tese levantou várias questões relacionadas aos efeitos da 

depleção de colesterol durante a miogênese que o nosso grupo de pesquisa 

pretende dar continuidade. Algumas destas questões envolvem as seguintes 

abordagens: 

• Análise de genes relacionados com a via de Wnt, e determinação de quais tipos 

de Wnts e Frizzleds estão envolvidos neste processo. 

• Análise da secreção de fatores solúveis para o meio de cultura, que pode ser 

respondida com a utilização da droga Brefeldina (inibidora de secreção de 

proteínas) em culturas-controle e tratadas com MCD. 

• Experimentos com espectrometria de massa para se avaliar as proteinas 

presentes nos meios condicionados de culturas- controle e tratadas com MCD. 

• Testes dos efeitos da substância alfa-ciclodextrina (utilizada em muitos trabalhos 

como controle para a metil-beta-ciclodextrina, por não remover colesterol e sim, 

fosfolipídeos da membrana plasmática) nas culturas musculares. 

• Análise dos microdomínios de membrana de culturas-controle e tratadas com 

MCD, através de microscopia eletrônica de transmissão. 

• Análise da composição proteica de frações enriquecidas em cavéolas obtidas a 

partir de culturas de células musculares controle e tratadas com MCD. 
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• Investigação da expressão de genes regulatórios do ciclo celular, como a 

proteína ciclina D1, para testar o seu envolvimento com a ativação da proliferação 

celular desencadeada por MCD em células musculares. 
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6. Conclusões 

 

Resumidamente, podemos concluir a partir dos resultados deste trabalho 

de tese que: 

• A depleção de colesterol pela metil-β-ciclodextrina (MCD) induziu a diferenciação 

muscular, evidenciada pelo aumento do índice de fusão das culturas musculares. 

• O tratamento com MCD levou a um aumento na expressão das proteínas 

miofibrilares α-actina sarcomérica, desmina, miosina e M-caderina, sugerindo que 

uma diminuição do colesterol membranar pode ser um mecanismo regulatório 

para o início da diferenciação muscular esquelética. 

• A retirada do colesterol das culturas de mioblastos de galinha pela MCD 

provocou um aumento da expressão de β-catenina, sua translocação para o 

núcleo e a ativação da via de Wnt/β-catenina. 

• Os efeitos provocados pela MCD na diferenciação muscular foram inibidos pela 

adição do meio de cultura enriquecido com a proteína antagonista da via de 

Wnt/β-catenina, Frzb-1, nas culturas musculares. 

• O meio condicionado proveniente de uma cultura de mioblastos previamente 

tratada com MCD, apresentou fatores solúveis indutores de diferenciação 

muscular com um peso molecular na faixa de 30-50 kDa, semelhante ao peso 

molecular das glicoproteínas Wnt que possuem peso molecular na faixa de 38-43 

kDa. 

• O meio de cultura enriquecido com a proteína Wnt 3a induziu a diferenciação 

muscular de maneira similar, tanto ao tratamento com MCD, quanto pela adição 

de meio condicionado MCD. Entretanto, o meio de cultura enriquecido em Wnt5, 

bloqueou drasticamente a diferenciação muscular. 

• O aumento de proteínas Wnt3 solúveis e ativas no meio de cultura condicionado 

é um resultado do tratamento de MCD, o qual interfere na disponibilidade de Wnt 

solúvel no meio de cultura. 

• O tratamento com MCD levou a um aumento significativo na proliferação celular. 
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• Os efeitos induzidos pela depleção de colesterol não estão relacionados com 

fibroblastos presentes nas culturas primárias musculares, mas sim, relacionados 

às células musculares. 

• As culturas de mioblastos expressam os genes Lef1, Wnt1, Wnt3a, Wnt5a e 

GAPDH e não se observou diferenças significativas nos níveis de expressão dos 

diversos tipos de wnts nas culturas controle e tratadas com MCD. 
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8. Anexos 

Anexo 1: Aprovação do Comitê de Ética com Animais em Experimentação 

Científica 
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Anexo 2: Prêmios 
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Anexo 3: artigo publicado – “A depleção de colesterol aumenta a fusão de 

mioblastos e induz a formação de miotubos com núcleos desorganizados” 
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Anexo 4: artigo publicado – “A ativação da via de Wnt/beta-catenina e a 

diferenciação muscular são induzidas após a depleção de colesterol” 

 



 
 

101 



 
 

102 

 



 
 

103 

 



 
 

104 

 



 
 

105 

 



 
 

106 

 



 
 

107 

 



 
 

108 



 
 

109 

Anexo 5: artigo publicado – “Uma forma solúvel e ativa da proteína Wnt3a 

está envolvida na diferenciação muscular após a depleção de colesterol” 

 

O colesterol é um dos principais componentes lipídicos das membranas 

plasmáticas. Recentemente, nosso grupo de pesquisa mostrou que a depleção de 

colesterol pela metil-beta-ciclodextrina (MCD) induz a ativação da via de Wnt/β-

catenina e aumenta a diferenciação muscular esquelética (Mermelstein et al., 

2007). Decidimos então, investigar se moléculas solúveis presentes nos meios 

condicionados das culturas miogênicas estavam envolvidas nestes eventos 

celulares. Neste trabalho, observamos que o meio condicionado proveniente de 

uma cultura tratada com a MCD (meio condicionado MCD) acelera a miogênese 

de uma forma semelhante ao tratamento com MCD, sugerindo que os efeitos 

induzidos após a depleção de colesterol podem ser causados por fatores solúveis 

presentes no meio de cultura. Além disso, verificamos que a proteína Wnt-3a em 

uma forma solúvel e ativa está significantemente aumentada no meio 

condicionado MCD. O tratamento de culturas-controle com o meio enriquecido 

com Wnt3a induz a diferenciação muscular, assim como o tratamento com a MCD. 

Entretanto, o meio enriquecido com a proteína Wnt5a inibe drasticamente a fusão 

de mioblastos. Esses resultados sugerem que a proteína Wnt3a está envolvida 

com a indução da miogênese observada após a depleção de colesterol.  
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Anexo 6: artigo submetido – “A depleção de colesterol aumenta a 

proliferação celular e aumenta o número de células positivas para desmina 

em culturas miogênicas de galinha” 

 

Título em ingles: “Cholesterol depletion enhances cell proliferation and increases 

the number of desmin-positive cells in chick myogenic cultures” 

 

From: BioMed Central Editorial < editorial@biomedcentral.com > 

To: Prof Claudia Mermelstein < mermelstein@ufrj.br > 

Sent: 18 Aug 2009 18:31:28 +0100 

Subject: 4268088152989327 Cholesterol depletion enhances cell proliferation 

and increases the number of desmin-positive cells in chick myogenic cultures 

 

Article title: Cholesterol depletion enhances cell proliferation and 

increases the number of desmin-positive cells in chick myogenic cultures 

MS ID        : 4268088152989327 

Authors      : Debora M Portilho, Manoel L Costa and Claudia S Mermelstein 

Journal      : BMC Cell Biology 

 

Dear Prof Mermelstein, 

 

Thank you for submitting your article. This acknowledgement and any queries 

below are for the contact author. This e-mail has also been copied to each 

author on the paper, as well as the person submitting. Please bear in mind 

that all queries regarding the paper should be made through the contact 

author. 

A pdf file has been generated from your submitted manuscript and figures. We 

would be most grateful if you could check this file and let us know if any 

aspect is missing or incorrect. Any additional files you uploaded will also 

be sent in their original format for review. 
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We will assign peer reviewers as soon as possible, and will aim to contact 

you with an initial decision on the manuscript shortly. The submitting 

author can check on the status of your manuscript in peer review at any time 

by logging into 'My BioMed Central' (http://www.biomedcentral.com/my). 

 

In the meantime, if you have any queries about the manuscript you may 

contact us on editorial@biomedcentral.com. We would also welcome feedback 

about the online submission process. 

 

You will be able to change details or submit revised versions of your 

manuscript by going to: 

 

http://www.biomedcentral.com/manuscript/login/man.asp? 

txt_nav=man&txt_man_id=4268088152989327 

 

Regards, 

The BioMed Central Editorial Team 

 

Tel: +44 (0) 20 3192 2013 

e-mail: editorial@biomedcentral.com 

Web: http://www.biomedcentral.com/ 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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