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RESUMO

Neste trabalho verificou-se o potencial terapéutide células tronco murinas
mesenquimais e embrionarias no tratamento da MB&tiduscular de Duchenne. A sua
capacidade de regenerar o musculo distrofico feriguadan vitro e in vivo, no modelo murino
mdx. Em cultura, constatou-se que as células tron@@ngiimais de medula 6ssea (MSC) tém a
capacidade de fusdo e diferenciacdo espontaneabess fmusculares, independentemente de
estimulo de outros tipos celulares ou de indugéeitro a miogénese. Quando injetadas no
musculo afetado, células MSC expressando a proteifa s6 foram detectadas, no maximo,
apos 3 dias, sugerindo a sua eliminacdo apods esi@dp. Quando injetadas via sistémica, as
células MSC eGFP néo foram direcionadas corretargara o0 masculo distrofico. Estas células
também foram eliminadas em camundongos selvagenknilagem FVB, sugerindo que a
proteina GFP poderia ser a responsavel pela seigdej As células tronco embrionarias (ES-
linhagem 129) também demonstraram capacidade mazgém vitro. Quando injetadas no
musculo de camundongagix imunossuprimidos, provocaram reacao inflamatérigtarintensa
e grande aumento local da massa muscular. Essaestuéura, no entanto, ndo continha células
com caracteristicas de fibras musculares. Nos cdomgos injetados sistemicamente, as células
ES permaneceram na regido de sua introducdo na,cdadchonstrando pouca distribuicdo e
disseminacdo para o muasculo lesado. A analise dead@es polimorficos especificos da
linhagem das células ES permitiu a identificacd® ml@smas na concentracdo minima de 30%.
Este resultado indica que a hipertrofia observadanmisculo do camundongo injetado foi
causada, pelo menos, por esta quantidade de céigagios adicionais sdo necessarios para

aumentar o potencial terapéutico destas célulasiedelos distroficos murinos.
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ABSTRACT

We investigated therapeutic potential of murine mesenchymal and embryonic stem cells
in the treatment of Duchenne Muscular Dystrophy. Their ability to regenerate the dystrophic
muscle was studied in vitro and in vivo, in the murine mdx model. In culture, bone marrow
mesenchymal stem cells (MSC) showed the capacity to fuse and to spontaneously differentiate
into muscle fibers, independently of stimulation by contact with other cell types or exposure to
miogenic factors in vitro. When injected into affected muscles, MSC expressing GFP protein
were detected after 3 days at most, suggesting their elimination after this period. When injected in
the systemic via, MSC eGFP were not properly directed to the dystrophic muscle. These cells
were aso eliminated in the wild strain FVB mice, suggesting that GFP protein could be
responsible for this rejection. The embryonic stem cells (ES-line 129) adso showed a good
miogenic capacity in vitro. When injected into the muscle of immunosuppressed mdx mice, they
caused very intense inflammatory reaction and a significant increase of its leg muscle mass.
However, this new tissue did not contain cells with muscle fibers characteristics. In systemically
injected mice, the ES cells remained in the region of introduction in the tail, showing poor
distribution and dissemination into the injured muscle. Specific ES cdll line polymorphic markers
analysis identified a concentration of at least 30%. This result indicates that muscle hypertrophy
observed in injected mice was caused by at least this amount of cells. Additiona studies are

necessary to increase the therapeutic potential of these cellsin dystrophic murine models.
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Xp21: Brago curto do cromossomo X
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1.1 Distrofia Muscular Xp21

As distrofias musculares progressivas (DMPs) cturesti um grupo heterogéneo de
doencas genéticas caracterizadas por uma degemepaggressiva e irreversivel da
musculatura esquelética, e que tém sido objeto d@snpesquisas. Mais de trinta formas
distintas de distrofias ja sdo conhecidas, cujarter pode ser autossémica dominante,
recessiva ou ligada ao X (ZAT2t al., 2000). Em biopsia muscular, os achados
histolégicos caracteristicos consistem em variag@idamanho das fibras, infiltracdo do
musculo por tecido conjuntivo e adiposo, e areasedeose, provocado por repetidos ciclos
de regeneracdo e degeneracdo muscular com umau@véalha em sua regeneracao.
(GARDER-MEDWIN, 1980; BUSHBY& BECKMANN, 1995; ZATZet al., 2000).

Dentre as diferentes miopatias, a Distrofia Muscula Duchenne (DMD), de
heranca recessiva ligada ao cromossomo X, € agoaigm, com uma incidéncia de 1 em
cada 3000 nascimentos de sexo masculino. J4 eofizisiiuscular de Becker (BMD),
alélica a DMD, é cerca de 10 vezes mais rara. ér@ifca entre essas duas formas esta na
idade de inicio e velocidade de progressao (ZAfTal., 2001). Na DMD, os sinais clinicos
iniciam-se entre 3 e 5 anos de idade, com quedsgidntes, dificuldades para subir
escadas, correr e levantar do chdo. O confinamamteadeira de rodas se da até os 12
anos de idade e os afetados raramente sobrevivésnaaterceira década. Ja na BMD, os
sintomas iniciam-se, em geral, na segunda décadafetados sempre andam apos os 16
anos, e a velocidade de progresséao € extremarneaideel.

O gene responsavel pela DMD/BMD localiza-se nod@agto do cromossomo X,
na banda Xp21 (ZATZ£t al., 1981; VERELLEN-DUMOULINet al., 1984; FRANCKEet

al., 1985). Apds a sua localizacdo que levou a clemagm 1987 (HOFFMANMN al.,
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1987), descobriu-se que o produto do gene DMD/DMBn#a proteina de 427-kDa,
denominada distrofina, localizada no citoesquetids fibras musculares esqueléticas e
cardiacas. A funcado da distrofina seria a de mantsstabilidade da membrana da célula
muscular, garantindo, assim, o trafego de inforreacétravés da membrana da célula
muscular (HOFFMAN & DRESSMAN, 2001). Estudos deusdizacdo da distrofina a
partir de fracdes do sarcolema mostraram que gestEina esta associada a um complexo
de proteinas e glicoproteinas da membrana sarcblaseaominado Complexo
Glicoproteina-Distrofina (DGC) (ERVASTI & CAMPBELL1991), que também teriam
um papel fundamental na manutencéo da estrutufidBrdamuscular e liga o citoesqueleto
miofibrilar com a matriz extracelular. Mutacdes entros componentes desse complexo

podem acarretar no aparecimento de tipos difereletesstrofias (ZATZt al., 2001).

SARCOGLYCANOPATHIES

SARCOGLYCANS

SR SYNTROPHINS

Figura 1. Complexo de Proteinas associadas a distrofinaoengas relacionadas
(VAINZOF & ZATZ, 2003).
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1.2 A organizacao molecular da proteina Distrofina

A distrofina é organizada em 4 dominios, estabeétectde acordo com a sequéncia
da aminoé&cidos, homologia com outras proteinagpact@ade de ligacdo: uma regido N-
terminal, com homologia a-actinina, um dominio em bastéo central (rod), wmitio
rico em cisteina e um dominio C-terminal (BLAKEal., 2002). A regido N-terminal e o
dominio rod se ligam ao citoesqueleto de actinadaminio rod é composto por 24
unidades repetidas, corresponde a maior parte dieipa e é responsavel pela sua
flexibilidade. A porcao rica em cisteina contémiaguregides, incluindo o dominio WW,
gue a separa do dominio rod, um sitio de ligacdn aoproteina @—distroglicana, 2
dominios EF de ligacdo com o Lantracelular e o dominio ZZ de ligacéo de cétions
metélicos divalentes como o ZnJa o dominio C-terminal é composto por 2 cadeias
polipeptidicas formando ume-hélice dobrada (denominada regido CC), tendo como
funcbes unir a distrofina a distrobrevina e modalanteracdo entre a sintrofina e outras

proteinas do DGC.

DYSTROPHIN

06—

SN |
| | i DFB
11

Figura 2: Esquema mostrando a organizacao dos dominiotkima distrofina.



INTRODUCAO

1.3 Mutagbes em DMD e BMD

As mutacdes causadoras de DMD e BMD sao delec6gemeda distrofina em cerca
de 60% dos casos, duplicacbes em 5-6% e mutacOgsomt® nos casos restantes
(KOENIG et al.,1989). A grande maioria das mutacdes em pasi@ai®m DMD resulta na
completa auséncia de distrofina, enquanto a prasgadaixas quantidades dessa proteina
€ encontrada em casos de BMD (NAWROTZKHI.,1996). Existe uma correlagdo entre
as mutacdes no gene de DMD e o resultado fenotipiaoBMD a delecdo é em fase, o
quadro de leitura do mRNA é mantido, e tem-se comsultado uma proteina
guantitativamente reduzida ou deletada internamemi@s que continua parcialmente
funcional. Ja na DMD, a delecao cria uma mutdcdimeshift, onde o quadro de leitura ndo

€ mantido, e tem-se uma proteina gravemente trancapidamente destruida pela célula.

Normal BMD DwMD

dystraphin

Figura 3: Imunohistoquimica visualizando a distrofina em toades normais e em
pacientes com Distrofia Muscular de Becker (BMDPistrofia Muscular de Duchenne
(DMD) (Aumento X 200).

1.4 Modelos animais deficientes em distrofina

O estudo de modelos animais deficientes em disapiomo camundongos, caes
e gatos, é crucial para ajudar no conhecimentasifias humanas progressivas e para a

investigacdo de terapias experimentais. Cachoxibgem a doenca de maneira muito mais
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rapida do que os humanos, enquanto gatos e camgowslarostram um quadro tipico mais
benigno.

O camundongandx € o modelo natural da Distrofia Muscular de Ductegre
consiste em uma ferramenta bastante utilizada stestele funcionamento da proteina,
assim como em possiveis formas de tratamento pdia. BEssa linhagem de camundongos
é deficiente em distrofina devido a uma mutacapaieo no exon 23 do gene da distrofina,
gue forma um codon de parada prematura (BULFIELBEI., 1984). Como em pacientes
com DMD, o musculo de camundongoxix é afetado por degeneracdo e necrose.
Entretanto, o camundongadx exibe um curso clinico mais brando (PASTORET &
SEBILLE, 1995). Além disso, a fraqueza muscular é&aracteristica e o tempo de vida
ndo € reduzido. Apesar de inicialmente as céludslites se replicarem para repor e
regenerar a injuria, essas células tornam-se dradote escassas com a idade e o
camundongo passa a demonstrar deterioracdo mugPASTORET & SEBILLE, 1995;
REIMANN et al., 2000). Ao nascer, as células satélites sdo reapeis por 32% dos
mionucleos, com uma queda para menos de 5% enogdalpartir dos 2 meses de vida.

Esse camundongo também apresenta um grande numéitorad revertentes (2-
3%), que passam a sintetizar novamente de fornen&spea a distrofina. Como a presenca
natural destas fibras dificulta a andlise de teapjue visam a expressdo de distrofias,
outros modelos murinos de DMD foram experimentabmenduzidos (DANKOet al.,
1992). O mutantendx4cv € resultado de uma mutagdansense no exon 53 da distrofina.
Ja o mutantendx5cv é resultado de uma transicao A para T, gerandeplining alterado e
uma delecdo de 53 pares de base no exon 10. Essendengo exibe uma taxa

extremamente baixa (< 0,2%) de fibras revertentes.
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1.5 Células satélites e o processo de degeneracégeneracédo em DMD

Musculos esqueléticos de mamiferos adultos exibea grande capacidade de se
adaptarem a demandas, como crescimento e injusaprocessos pelos quais essas
adaptacfes ocorrem sao atribuidos a uma pequenéagap de células que séo residentes
no musculo denominadas células satélites ou cgbagirsoras miogénicas. Essas células
sao mononucleadas e localizam-se na periferia dasimos maduros, entre o sarcolema e
a lamina basal das fibras musculares. Sem nenhamalpacao, essas células encontram-
se em um estado nao proliferativo (quiescenteyeEartto, em resposta a um estimulo, seja
uma injaria ou em resposta a uma demanda aumedtadebalho, as células satélites
tornam-se ativadas, proliferam e comecam a expressmarcadores miogénicos (células
satélites que expressam marcadores miogénicosusé@tn denominadas mioblastos). Por
ultimo, elas se fundem a fibras musculares ja exiss ou fusionam-se para formar novas
miofibras multinucleadas, em um processo que radapos eventos fundamentais do
desenvolvimento muscular (HAWK& GARRY, 2001).

A populagédo de células precursoras musculares popertar diversos ciclos de
degeneracdo e regeneracao, entretanto, essa eafad@dfinita. A exaustdo dumol de
células precursoras é um importante fator que ibomtcom a deterioragdo muscular
gradual observada em pacientes com distrofias rnaresu A auséncia de distrofina no
musculo resulta em uma deficiéncia secundaria owgponentes do DGC (OHLENDIECK
& CAMPBELL, 1991) e, como conseqiéncia, instabiiedadesse complexo, as fibras
musculares ficam mais susceptiveis ao estressenivea@usado pela contragdo muscular,

levando ao processo de degeneracdo em pacientdsMam
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O processo de regeneracdo € caracterizado porfakess a fase degenerativa e a
fase regenerativa (CHARGE & RUDNICKI, 2004). A nedas fibras musculares ou de
fragmentos de fibras seja por apoptose ou necoxsgre em consequéncia dos defeitos
bioquimicos priméarios causados pela patogenia. Ateanae células ativas varia
dependendo do musculo que é examinado, da idagadiente e da espécie que manifesta
a doenca. Esse evento é marcado pelo rompimergardolema das miofibrilas, resultando
em um aumento na permeabilidade refletido por uewaagdo do nivel sérico de proteinas
musculares como a creatina quinase, que € geranrestrita ao citosol da célula
muscular. Nessa fase ocorre a ativacdo de céluba®micleadas, principalmente células
inflamatérias e células satélites. A regeneracascular que segue a morte celular reflete
as mudancas secundarias, caracterizadas pelat@ighstido musculo por tecido adiposo

ou conectivo, logo apos a perda de sua capacieégeeerativa.

1.6 Fatores de transcricéo e fatores de crescimergmvolvidos no processo

de diferenciacéo e regeneracdo muscular

z

A regeneracdao muscular € um processo complexo egeer uma modulagao
coordenada entre as células satélites, fatores rdscimento, citocinas, respostas
inflamatérias, componentes vasculares e da mattiaaelular (GOETSCH al., 2003).

Os fatores de transcricdo miogénicos pertencemaidaprotéicahelix-loop-helix (HLH) e
tém um papel fundamental na miogénese e na regéieeras células onde eles ndo sédo
expressos ndo se diferenciam em musculo (SEALE &RICKI, 2000).

O MyoD (Antigeno de Diferenciacdo Miogénico Myf3) atua na regulacdao da

expressao de genes em tempos diferentes duraniegénese e é essencial no reparo de

lesGes musculares, uma vez que participa da ativdgs células satélite no intervalo de 6



INTRODUCAO

horas depois da injuria (HAWKE: GARRY, 2001). O Myf5 esta estruturalmente
relacionado aoMyoD e também atua na determinagdo dos mioblastos tduran
desenvolvimento embriondrio, auxiliando na prodifgo das células satélites (HAWKE &
GARRY, 2001). Ndo h& nenhuma patologia associadslydd e aoMyoD, porém a sua
expressao pode estar aumentada em DMD/DMB e ematiagpinflamatorias. Quando a
inativagdo do gene ddvyoD é induzida em camundongos, observa-se atraso no
desenvolvimento da musculatura dos membros. Entogtguando ha inibicdo ddyoD
concomitante com inibicdo ddyf5, ha auséncia total de mioblastos e ndo ha formagéo
tecido muscular (MUNTON@ al., 2002).

A miogenina Myf4) é um fator essencial para a diferenciacdo déaslatipotentes
em musculo. Estudos realizados com culturas destigdipos celulares mostram que estes
se diferenciam em musculo quando expostos a miegebim experimento realizado com
camundongos mostrou que mutacdes no gene da mageaiusam morte imediatamente
apo0s o nascimento e 0s animais apresentam diminmig#o grande de massa muscular e
perda da linha Z do sarcomero (MUNTOdtial., 2002).

Outro fator de transcricdo que influencia a atidielalas células satélites éax7
(paired box transcription factor 7), expresso em células quiescentes e em proliferaga
presenca de mutacbes neste gene causa auséntidetgb@ogenitores miogénicos no
musculo (HAWKE & GARRY, 2001; MUNTONIet al., 2002). Essas descobertas
suportam a hipétese de que o Pax7 é essenciah psfecificacdo das células satélites.

Os Fatores de Crescimento Insullit@ | e Il (IGF-1 e IGF-Il) participam da
regulacdo da regeneracdo, pois aumentam a prghiera diferenciacdo e a fusdo das

células satélitesn vitro, provocando aumento da massa muscular e da gadetide
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células(HAWKE & GARRY, 2001; MUNTONI et al., 2002; CHARGE & RUDNICKI,
2004).

O Fator de Crescimento de HepatocithisF) aumenta a proliferacdo de células
precursoras miogénicas induzindo a ativacao ddasétiuiescentes, assim como diminui a
sua diferenciac&o, inibindo os fatores regulatéimsiogénese (CHARGE & RUDNICKI,
2004).

O Fator de Crescimento de Fibroblaste&f) tem 9 isoformasHGF-1 a FGF-9).
OsFGF-1, -2, -4, -6 e -9 estimulam a proliferacdo celuguanto FGF-5, -7 e -8 néo
tém atividade miogénica. Além do aumento da atdédaroliferativa, essa familia de
fatores também atenua a diferenciacdo das miof{(btA8VKE & GARRY, 2001).

O Fator de Crescimento Transformaddr(TGFf) € uma importante citosina
regulatéria do crescimento celular (CHARGE & RUDKIC2004). A miostatinaGDF-8)
€ um dos membros desta superfamilia e sua atuagod proliferacdo e a diferenciagéo
muscular, pois silencia a ativacdo dos fatoregatestricdo (HAWKE & GARRY, 2001).
Desta forma, ela determina a massa muscular esigaeé¢atua como regulador negativo
do crescimento muscular (MUNTOMt al., 2002).

A Familia de citosinas Interleucina 6 é composta pator Inibidor de Leucemia
(LIF) e Interleucina 6 (IL-6). O LIF aumenta 0 pesso regenerativo e a IL-6 promova a
degradacao do tecido necrosado, sincroniza o cilidar das células satélite e induz a
apoptose logo apés a injaria, porém ndo aumenteoldepacdo (HAWKE & GARRY,
2001).

Muitos outros fatores estdo envolvidos com a reguadas células satélites no

musculo esquelético adulto, como Oxido nitrico,oFade Crescimento Derivado de
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Plaquetas, Fator de Crescimento derivado de Emolo&ltestosterona (HAWKE &
GARRY, 2001).

Portanto, a regulacdo das células satélites € strqdea por numerosos fatores,
coordenados temporalmente e dependentes de cag@ntradequada durante a

regeneragdo do musculo.

1.7 As células tronco

As células tronco sao definidas por duas proprieslaBrimeiro, elas sdo células
gue podem se dividir indefinidamente, produzindpytactes idénticas a anterior. Além
disso, elas também podem sofrer divisdo assimétridar origem a duas linhagens de
células, uma idéntica a parental e outra que codifarentes instru¢cdes genéticas e que se
caracterizam por uma reduzida capacidade prolv@ratum potencial de desenvolvimento
menor que da célula original. Normalmente, as asltdlonco sdo conhecidas como células
progenitoras ou precursoras, comprometidas conodupéo de uma ou poucas células

diferenciadas (FISCHBACH & FISCHBACH, 2004).

1.7.1 Tipos de células tronco

Podem-se encontrar varios tipos de células trong® diversos estagios da
embriogénese (FISCHBACH & FISCHBACH, 2004). Logasa fertilizacdo, o zigoto se
divide diversas vezes até formar uma bola compaetaélulas chamada moérula. Essas
células sao totipotentes, ou seja, cada uma é cipdar origem a todos os tipos de células
e tecidos diferenciados, inclusive tecidos extragnirios. Conforme a morula percorre o
oviduto, as células continuam a proliferar até frmma esfera oca chamada blastocisto,

com uma massa de células interna (ICM), que seri@ fde células tronco embrionarias.

10
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Essas séo pluripotentes, ou seja, sdo comprometidae diferenciarem em todos os tipos
de células e tecidos, com excecdo de tecidos enr&@narios. No momento da
implantacdo, o blastocisto se invagina (gastrulpagésultando na formacdo das trés
camadas germinativas do embrido: ectoderme, endedermesoderme. As células tronco
encontram-se presentes em cada uma dessas cafassi#s.células podem dar origem a
varios tipos celulares, com espectro mais reqfui as derivadas do blastocisto, descritas,
entdo, como multipotentes.

Células tronco embrionarias manipuladas em laboostédo derivadas do grupo de
células internas do blastocisto e sdo considerptlagpotentes pois sdo capazes de se
diferenciarem em qualquer tecidio vivo e in vitro. Causas éticas e politicas a respeito
dessa linhagem de células de humanos, entretantejit seu uso ainda dificil.

Por outro lado, células tronco adultas sé@o célalfiferenciadas intrinsecas a varios
tecidos diferenciados do corpo e sédo capazes demegarar e repor células diferenciadas,
apesar de ndo haver evidéncias de que elas sdpopdmtes. Essas células podem ser
encontradas em varios tecidos incluindo medulaajssistema nervoso central, epitélio,

tecido adiposo, musculo cardiaco e musculo esdeelét

1.7.2 O uso terapéutico das células tronco

Apesar dos grandes avan¢os no campo da genétiokbbgi®d molecular, ndo existe
ainda uma cura efetiva para qualquer uma das fiéstnmusculares. Ha, no entanto, muitas
técnicas experimentais em desenvolvimento, inctuinterapia génica, terapia
farmacoldgica e, principalmente, terapia celulaORFFMAN & DRESSMAN, 2001).
Nesse Ultimo caso, como o processo de regenerag8oular em pacientes distréficos

exaure o numero de células satélites residentésjas as células existentes possuem a
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mesma mutacdo que leva a doenca, torna-se neocessécrutamento de progenitores
miogénicos indiferenciados adicionais de outraserPor isso, o transplante de diferentes
tipos celulares como mioblastos, fibroblastos eismagualmente, as células tronco, tém
emergido como um tratamento promissor para o remE® miofibras distroficas
(CHAKKALAKAL et al., 2005). As ceélulas tronco estdo entre o amploatspde células
gue podem ser utilizadas em transplante celulag, gpdem resultar em ativagdo do
processo de regeneracdo muscular. Isso se daaigesitda fusdo destas células com as
células originais do receptor, levando a incorp@oago ndcleo normal, capaz de expressar
a proteina originalmente deficiente, formando untisio mosaico de fibras musculares
multinucleadas.

Pesquisas a respeito de ceélulas tronco embrion@&B)snas ultimas duas décadas
resultaram numa melhor compreenséo dos procesdesutares envolvidos durante a sua
diferenciacdo. Sob certas condi¢c@esitro, essas células podem proliferar indefinidamente
e sdo capazes de originar quase todas as linhagkiares de diferentes fungdes, como
cardiomidcitos, progenitores hematopoiéticos, aditpé, hepatécitos e tecido muscular,
dentre outros (ROHWEDELet al., 1994; DOSSet al., 2004). Essas propriedades
impulsionaram o interesse no estudo de suas apésaerapéuticas, onde o objetivo mais
imediato € reparar ou reconstruir o tecido afetpdo varias doencas degenerativas
humanas associadas com perda de funcdo celulag @roomprovado no infarto do
miocérdio, diabetes e Doenca de Parkinson (D&S#., 2004). Trabalhos recentes com
cardiomiocitos e células nervosas derivados ddastwonco embrionarias demonstraram
gue essas linhagens também sdo capazes de formexdes funcionaisn vivo em
modelos animais (RIPPON & BISHOP, 2004). Por sug B#HAGAVATI & XU (2005)

induziram a diferenciacdo de corpos embriéides magrem musculo antes do transplante

12



INTRODUCAO

in vivo, observando o seu desenvolvimento em tecido marsesiquelético normal. No
entanto, ainda é necessario que haja mais pesauises que esta técnica seja avaliada
como realmente eficaz no tratamento de doencashdesgas em humanos.

Por outro lado, a indugdo da diferenciacdo daslaglwonco adultas em varios
tecidos ainda vem sendo investigada com uma pdsgilieacao clinica (KRAMPER At
al., 2006). Dentre as células tronco adultas, adastlematopoiéticas sdo as que estao
melhor caracterizadas. Elas, que sdo originadasietula 0ssea, provém uma continua
fonte de progenitores de leucocitos, plaquetas,ooitos, granuldcitos e linfocitos. A
plasticidade dessas células em adquirir caradgtasstde outras linhagens celulares
diferentes da hematopoiética a torna amplamentela@ash, devido ao seu potencial de
utilizacao terapéutico.

Entretanto, todos os estudos com células troncatogmiéticas tém mostrado que
a frequéncia de incorporacdo destas células no ulnissquelético € muito pequena,
apresentando pouca melhora no fendtipo distrofiestudos em camundongasdx
mostram que células derivadas da medula 6ssea migeaxa areas de degeneracdo
muscular, sofrem diferenciacdo e contribuem conegeneracdo de fibras danificadas,
numa taxa que varia de menos de 1% a mais de 1BRRARI et al., 1998; BITTNERet
al., 1999; GUSSONEt al., 1999; FERRAREt al., 2001). O baixo impacto na regeneracao
celular pode indicar um numero insuficiente de prores miogénicos presentes no
transplante para produzir massa muscular sadia,qwel o muasculo distréfico do
camundongo nado gerou sinalizagao eficiente pata aransicdo para musculo, ou que eles
nao teriam sido transplantados de maneira correta.

Para tentar minimizar a baixa eficiéncia dessdedegxperimentos envolvendo o

uso de células tronco de medula éssea purificaéiassendo realizados. FRIEDENSTEIN
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et al. (1976) foram os primeiros pesquisadores a whsaue a medula dssea continha
células com formato de fibroblastos, denominaddslase tronco mesenquimais (MSC),
gue eram capazes de diferenciarem-se em outros tipllares. Desde entdo, varios
estudos tém avancado no entendimento do fenotgolobia, potencial de diferenciacéo e
possiveis aplicagdes clinicas dessas células,apenpser expandidasvitro, pois aderem
em placas de cultura, e proliferam, formando caléncelulares com o formato de
fibroblastos (PEREIRAet al., 1995; PITTENGERet al., 1999). Fenotipicamente, as
células tronco mesenquimais expressam um conjuntoatcadores de membrana que sé&o
especificos desta linhagem celular. Ja se sabagjl¥SC ndo expressam os marcadores
hematopoiéticos CD34 e CD45, mas elas podem exprgzs exemplo, CD13, CD29 e
CD44 (CHAMBERLAIN et al., 2007). Além disso, outra caracteristica ineretgssas
células é de que elas sdo mais comprometidas ado teiuscular em passagens iniciais
(DI ROCCOet al., 2006).

Atualmente, ja se sabe que células mesenquimdisgadas do estroma da medula
Ossea dao origem a outros tecidos ndo hematomE£HomMo 0sso, cartilagem e tecido
conectivoin vivo (PEREIRAet al., 1995; PROCKOP, 1997)ia vitro (PITTENGERet al.,
1999; DEANS & MOSELEY, 2000; MINGUELLet al., 2000) e que podem ser fonte
relevante de células com potencial de formar mascalitro (WAKITANI et al., 1995).

Devido a sua grande capacidade de auto-renovac&woia gplasticidade, a sua
habilidade de circular na corrente sanguinea e oraer facilidade de isolamento e
cultura, as células mesenquimais aparecem comofemaamnenta atraente no contexto da
engenharia genética e da terapia celular, e jasesrdo utilizadas no tratamento de doencgas

hematopoiéticas esteogenesisimperfecta (BAKSH et al., 2004).
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Além disso, essas células podem ser diretamenigaskdos pacientes, eliminando,
desta forma, complicac6es associadas com a rejeigéie. Por isso, como outra possivel
forma de tratamento de pacientes com DMD ja se uglizado, com éxito, a injecéo
alogénica de células geneticamente modificadasma deé reduzir a rejeicdo apos o
transplante. GONCALES®t al. (2006) também exploraram o potencial das célutasctr
mesenquimais geneticamente modificadas com se@$wcodificadoras de distrofina e
verificaram fuséo celular das células injetadas asrmpresentes no organismo do doador.

Porém, um obstaculo encontrado no caso das tereglidar e génica para doencas
envolvendo células largamente distribuidas pelpaocomo as células musculares, € o
desafio de disseminar as ceélulas ou os genes laatepos para os tecidos ou 6rgdos
afetados. Ja é sabido que progenitores miogénigaessando marcadores musculares
estdo presentes na medula 6ssea e migram para rickeuapropriado logo apés a sua
implantacdo, atraidos por estimulos de degener&ifgere-se que os tecidos injuriados
expressem receptores especificos que facilitariatmfego, a adeséo e a infiltracdo de
MSC ao local lesionado. Se confirmado o que foippsto no trabalho pioneiro de
FERRARI et al. em 1998, as células mesenquimais seriam capazeaceksar a
musculatura esquelética degeneradas, quando tategéh sistematicamente em
camundongosdx, e participar do reparo muscular. Caso isso od¢armdém em humanos,
a descoberta da existéncia de células que percarnmangrande quantidade de fracoes
musculares quando transplantadas, pode abrir nbenzontes no desenvolvimento de
terapias para a distrofia muscular.

No entanto, muitas questdes fundamentais a regpeeibdologia celular e molecular
das células tronco devem ser desvendadas antesexBomplo: apesar do seu grande

potencial, um dos principais obstaculos no usocghgdas mesenquimais € 0 seu nimero
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limitado de geracdes em cultura, e, levando-se emtacque as aplicacbes clinicas
requerem um numero significante de células pararohicesso, torna-se necessario o
desenvolvimento de novas estratégias para prol@gaa capacidade replicativa.

Existem diversos pontos que fazem das célulasdradaltas menos atrativas que
as embrionérias. As ceélulas tronco adultas, de fonma geral, sdo raras, além de serem
dificeis de identificar, isolar e purificar. Alénsdo, por serem células adultas, sofrem acéo
de toxinas e mutacfes genéticas acumuladas com ®spo de vida. Por outro lado, a
utilizacdo de células adultas, ndo apenas nosaisamt das questdes ético-religiosas que
cercam a utilizacdo de células tronco embrionériasanas, assim como contornaria 0s
problemas de rejeicdo imunologica, uma vez quelagltronco do proprio paciente
poderiam servir de fonte de regeneracdo tecidualalente com a liberacdo do uso
controlado das células tronco embrionarias hum@maSCs) nas pesquisas de seu uso em
terapias celulares, elas se tornaram também unmaigzara fonte de células para terapia
em doencas degenerativas, sem a formacéao de teréBHRBERIet al., 2007).

Portanto, desvendar as caracteristicas e o potetasacélulas tronco consiste em
promissora perspectiva para o desenvolvimento @dasnterapias para doencas genéticas.
Para isto, torna-se imprescindivel determinar haljgm de células tronco mais viavel

capaz de promover a reparacao ou a substituicéeitpedo tecido em estudo.

16



2. OBJETIVOS




OBJETIVOS

Baseados em diversos trabalhos que demonstramaaidage de células tronco
murinas de participarem na regeneracao de mussgleektico, sera testada a sua possivel

utilidade clinica em terapia de DMD no modelo mamndx, através do (a):

1-) Extragdo, cultivo e caracterizacdo de célulasdo mesenquimais isolados de medula

0ssea de camundongos normais e eGFP;

2-) Cultivo de células tronco embrionarias extraidasmassa interna de blastocistos de

camundongos normais;

3-) Investigacdo do potencial miogénico dessas céluj@smndo co-cultivadas com
mioblastos provenientes de camundongg: fusdo e capacidade de passar a produzir a

proteina distrofina exdgena,

4-) Investigacdo do potencial miogénico dessas a&gluhjuando transplantadas em
camundongos distroficosdx: estudo do muasculo e identificacdo de fibras musesla

expressando distrofina exdgena.
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MATERIAL E METODOS

3.1 Camundongos

Foram utilizadas as linhagens de camundongdsz (camundongo distrofico),
C57blacké (camundongo normal) &VB eGFP transgénico expressando a proteina
fluorescente verde GFP. A linhagem de camundongbsesta sendo mantida no biotério
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecni®8R e os camundong@b7blacké
foram obtidos do Instituto de Ciéncias BiomédicasJ&P. Foi estabelecida no biotério do
Centro de Estudos do Genoma Humano uma colonieslessnundongos a partir de 1
casal de camundongo de cada linhagem. A partir fdedm realizados cruzamentos
consecutivos para multiplicar a colénia com a fdede de se utilizar as ninhadas em
nossos experimentos. Os camundongos eGFP foraningane cedidos pelo Dr. José
Xavier Neto do Laboratério de Genética e Cardi@ollolecular do InCor-HC. Nosso
laboratorio recebeu a doacédo de 2 machos da espéjexpressando constitutivamente a
proteina fluorescente verde (GFP) e de 1 fémeaatanm espécie selvagem. Inicialmente,
foram cruzados 1 dos machos eGFP com a fémea satvdd nosso proximo passo foi a
caracterizacdo de sua prole, como eGFP ou néo,apfranacéo de novos casais, com o
objetivo de termos bastante prole viavel expressangroteina. Para tal, conta-se com a
ajuda de um 6culos especial que tem uma lampagdaaleoque emite luz UV, e que tem
um filtro que permite a visualizacdo da fluores@@niansmitida pelo camundongo. Com
isso, esta se selecionando os camundongos pas@pesneentos, assim como se tentando
formar casais de animais de fluorescéncia maig,fomrna vez que suas células sao mais

facilmente detectadas ao microscépio de fluoresa&BRAZELTON & BLAU, 2005).
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3.2 Cultura de mioblastos

A cultura de mioblastos primarios foi estabelecidapartir de fragmentos
musculares de camundongwoex, normais e eGFP, e cresceram seguindo o protallo
cultura de mioblastos humanos, como descrito posteente. Para a obtencdo das
culturas, foram sacrificados camundongos das 3adjehs em camara de €0Ocom a
finalidade de se extrair tecido muscular. Essesddscforam, entdo, dissociados e
implantados em garrafas de cultura estéreis cooter@lo essencial de cultuB2ulbecco
modified Eagle medium (DMEM, GIBCO), com &cido N-2-hidroxietilpiperaziid-2-
etanosulfonico (HEPES), acrescido de 20% de Sota Bevino (SFB, GIBCO) e 1% de
antibioticos penicilina e estreptomicina (GIBCO)ineubados em estufa mantida a 37°C
com 5% de C®em ambiente umido.

Apoés 4 a 7 dias, iniciou-se o processo de liberagocélulas satélites (mioblastos)
presentes no fragmento muscular, e a sua prol@erémi monitorada, para que elas nédo
entrassem em processo de diferenciacdo. A cadas? dlirante a incubacéo, as células
foram analisadas (tamanho, aspecto morfolégicontgladeetc) e o meio de cultura foi
trocado, até que atingiram o crescimento compativeima monocamada subconfluente
(70% da area cultivavel recoberta por células).

Para se fazer um estoque destas linhagens ce|uareslulas multiplicaram-se até
atingirem a confluéncia, quando, entédo, foram dasi@ da placa por acdo enziméatica de
Tripsina — solucéo de Tripsina 25% e EDTA 1mM, eBBR 1X (solugédo tampéo fosfato
salina sem calcio e magnésio) — e utilizadas ngeer@rentos ou congeladas com a

protecdo de DMSO (dimetil sulféxido), sendo conadas em nitrogénio liquido.
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Com as células liberadas dos fragmentos de tec&l@asnundongos eGFP e
normais, conseguimos congelar algumas ampolasmassmo realizar ensaios de
diferenciacdo. Para se promover a diferenciacdo céadas musculares, frascos com
células atingindo a confluéncia foram cultivadoshameio DMEM com 10% de Soro de
Cavalo (SC), até se fusionarem e ocorrer a formdeaarios miotubos multinucleares.

Assim sendo, as culturas priméarias de mioblastosateundongosndx foram

utilizadas nos estudas vitro.

3.3 Isolamento e cultura de células tronco mesenaunais de camundongos
eGFP

As células tronco mesenquimais (MSC) podem sertaditente isoladas de
aspirados de medula 6ssea por causa de sua hdbitidaadesado a superficie da garrafa de
cultura. Sendo assim, camundongos normais e eG@h feacrificados numa camara de
CO, e sua medula O0ssea aspirada do fémur com meio ldgacuApos lavagem pela
centrifugacdo a 1000 RPM por 5 minutos, as célfdesm ressuspendidas em meio
MEM (SIGMA-ALDRICH) contendo 10% de SFB (GIBCO) €%l de antibidticos
penicilina e estreptomicina (GIBCO). A cultura foantida a 37°C em incubadora de,CO
com 5% de umidade por 48 horas. ApoOs esse temm@l@as que ndo aderiram a garrafa
(linhagem hematopoiética e debris) foram removidaaves da aspiracdo do meio de
cultura, restando aderidas as células tronco maseats. Depois de trocas consecutivas
do meio, a cultura foi se tornando enriquecida endg€nea, com a remocao da
contaminacao inicial provocada pelas células hepaédticas também presentes na medula

6ssea recém extraida.
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Quando as células atingiram a confluéncia, foramlizadas subseqientes passagens
com a finalidade de proliferacdo, estocagem, camze;do e utilizacdo das mesmas nos
experimentos de diferenciac@o vitro e de injecdo dos camundongoex e de outras

linhagens.

3.4 Cultura de células tronco embrionarias de camufongos

3.4.1 FEEDER - substrato para o crescimento de cés ES.

Para se obter o FEEDER (fibroblastos embrionar®sa@amundongos inativados
mitoticamente), retirou-se, com ajuda de uma l@peaabeca e os 6rgdos de embrides de
camundongos normais e implantaram-se fragmentgseldeem garrafas de cultura, nas
mesmas condi¢cdes descritas previamente. Os emlol@deamundongos utilizados para tal
tinham entre 13 e 14 dias de gestacado e foranadesrdo Utero da mae, sacrificada por
deslocamento cervical. Tivemos a colaboracdo da$da Massarouni, responsavel pelo
Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas da USR, gos ajudou cedendo estes embrides.

Depois de proliferar bastante, essas culturas fargmsinizadas e colocadas em
frascos, que foram encaminhados ao Departamentaw®logia, no Instituto de Ciéncias
Biolégicas da USP, onde os fibroblastos foram iedos a 4000 rads. Depois disso, foram
imediatamente cultivados em frascos de culturatiggdados com o objetivo de serem
utilizados como FEEDER para o cultivo das célutabronarias. Logo depois de aderidas,
descongelou-se uma aliquota de células tronco enfsias e procedeu-se ao seu cultivo.

Como a cultura das células embrionérias requeab@sFEEDER, o rendimento de
sua proliferacdo € baixo, além de haver muita moetalar no momento da irradiacéo,
produziu-se, incessantemente, estas células paanseguir realizar os experimentos com

as células embrionarias.
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3.4.2 Cultivo e ampliacédo do estoque de células enadmarias de camundongos

As células embrionarias utilizadas originaram-séirdeagem de camundongos 129, e
foram previamente estabelecidas e congeladas mwatdbo da Dra. Lygia da Veiga
Pereira, do Departamento de Genética e BiologiduEiva, do Instituto de Biociéncias da
USP. Procedeu-se ao seu cultivo, realizando subsgsggipassagens com a finalidade de
proliferacdo e estocagem das mesmas, conformeaprenie descrito por ROHWEDEt
al. (1994), com algumas modificacdes. Nosso proximssp foi de utiliza-las para
posteriores experimentos de implantagdo em camgogan co-cultura.

As células ES foram descongeladas sobre a camagBERER e mantidas em meio
DEMEM (GIBCO) suplementado com 10 % de SFB (HYCLQNENMM de L-glutamina
(SIGMA-ALDRICH), 1% de aminoacidos ndo essenciaGIBCO), 0,15mM de
monotioglicerol (SIGMA-ALDRICH) e 1% de antibidtisopenicilina e estreptomicina
(GIBCO). Durante o estagio de proliferacdo, o mé&d suplementado com 1000
unidades/ml de LIF (CHEMICON). As coldnias foramntidas em incubadora a 37°C

com 5% CQ e umidade até a confluéncia e o meio foi trocadosms dias.

3.4.3 Pré-diferenciacdo das células embrionarias @damundongos

Para a diferenciacdo das células ES em diversa#tifen, essas células foram
cultivadas em agregados multicelulares denomin@dogos Embridides (EB), na auséncia
de FEEDER e sem LIF no meio de cultura, atravéméimdo denanging drop (FIGURA

4).
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s 3 N o N 0 W 170 Cultivo de ES em FEEDEER.

Cultive de ES em "hanging drop" com formacio de EB

Transferéncia dos BB para placa de cultura e seu cultive em suspensio

Adesfio e diferenciacio com 1% DRSO

Micblastos & mictubos
cotn expressio de
desmina

Figura 4: Diferenciacdo das ES pelo métodaohdaging drop.

Para a sua diferenciacédo, aliquotas de 20ul de deetniltivo com 800 células foram
plagueadas em placas de Petri com PBS. Os agredadmdulas ES foram cultivados em
hanging drops por 4 dias, quando a cultura foi transferida genaafas, onde foi cultivada
em suspensdo por 1 dia e, entdo, novamente ademdaym meio especifico para
diferenciacdo muscular, com 1% de DMSO, sem LIF BMSet al., 2002).

Nosso proximo passo depois de expandir a cultusacdtulas embrionarias e da

formacdo de corpos embridides foi de sua implantagin camundongosndx e
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experimentos de co-cultura e diferenciacdo. Pa@ isstas células foram submetidas ao
tratamento com o corante vermelho Vybrant® Dil tatleling solution (INVITROGEN)

para facilitar a sua visualizacao.

3.5 Implantacdo de células tronco mesenquimais e bnonarias em

camundongos

MSC eGFP, células ES e EB, expandidvositro, foram injetados, intramuscular e
sistemicamente, em camundongos de diversas lineageoma concentracdo de
aproximadamente £@élulas por mililitro de PBSA. Em vérios tempg®s a infuséo,
diversos tecidos e musculos injetados (perna edguer controles (perna direita) foram
analisados, para verificar a eficiéncia do procedito, através de(a):

a) Andlise histologica e identificacdo direta por rogmopia da presenca das

células marcadas com eGFP ou corante;

b) Identificacdo da presenca das células injetadaspélise molecular por PCR

de marcadores nucleares e microssatélites;

c) Pesquisa para o aparecimento de proteinas de dinbagwsculares por

imunohistoquimica e paiestern blotting.

Todos os animais avaliados estdo descritos na TABEE cada experimento esta

relatado na seqiiéncia dos resultados.
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Nome do Tipo de célula Local da Andlise - Tempo Tecidos
camundongo injetada injecéo apos a injecao analisados
(sacrificio)
Mdx 1 MSC eGFP Intramuscular 3 semanas Gastrocnémio
Mdx 2 MSC eGFP Intramuscular 1 dia Gastrocnémio
Mdx 3 MSC eGFP Intramuscular 1 semana Gastrocnémio
Mdx 13 MSC eGFP de quarta  Intramuscular 4 semanas Gastrocnémio
passagem
Mdx 14 MSC eGFP de quarta  Intramuscular 4 semanas Gastrocnémio
passagem
Mdx 15 MSC eGFP de quarta  Intramuscular 4 semanas Gastrocnémijio
passagem
Mdx 16 MSC eGFP de quarta  Intramuscular 4 semanas Gastrocnémijio
passagem
Mdx 17 MSC eGFP de quarta  Intramuscular 4 semanas Gastrocnémio
passagem
Mdx 18 MSC eGFP de quarta  Intramuscular 4 semanas Gastrocnémio
passagem
Mdx 19 MSC eGFP de quarta  Intramuscular 4 semanas Gastrocnémjio
passagem
Mdx 20 MSC eGFP de quarta Sistémica 4 semanas Gastrocnémijo
passagem Diafragma
Figado
Cauda
Mdx 21 MSC eGFP de quarta Sistémica 4 semanas Gastrocnémijo
passagem Diafragma
Figado
Cauda
Mdx 22 MSC eGFP Intramuscular 2 dias Gastrocnémjio
Mdx 23 MSC eGFP Intramuscular 3 dias Gastrocnémio
Mdx 24 MSC eGFP Intramuscular 15 dias Gastrocnémjio
Mdx 25 MSC eGFP Intramuscular 1 més Gastrocnémio
Mdx 26 MSC eGFP Sistémica 15 dias Gastrocnéniio
Diafragma
Figado
Cauda
Mdx 27 MSC eGFP Sistémica 1 més Gastrocnéniio
Diafragma
Figado
Cauda
Mdx 28 ES Intramuscular 2 dias Gastrocnémio
Mdx 29 ES Intramuscular 1 semana Gastrocnéniio
Mdx 30 ES Intramuscular 15 dias Gastrocnémio
Mdx 31 ES Intramuscular 1 més Gastrocnémio
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Nome do
camundongo

Tipo de célula
injetada

Local da
injecao

Andlise - Tempo
apos a injecao
(sacrificio)

Tecidos
analisados

Mdx 32

ES

Sistémica

2 dias

Gastrocnémio
Diafragma
Figado
Baco
Cauda

Mdx 33

ES

Sistémica

1 semana

Gastrocnémio
Diafragma
Figado
Baco
Cauda

Mdx 34

ES

Sistémica

15 dias

Gastrocnémio
Diafragma
Figado
Baco
Cauda

Mdx 35

ES

Sistémica

Gastrocnémio
Diafragma
Figado
Baco
Cauda

Mdx 36

ES

Intramuscular

1 semana

Gastrocnéni

Mdx 37

ES

Intramuscular

15 dias

Gastrocném

Madx 38

ES

Intramuscular

1 més

Gastrocném

Mdx 39

ES

Sistémica

1 semana

Gastrocnémio
Diafragma
Figado
Baco

Cauda
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Nome do Tipo de célula Local da Andlise - Tempo Tecidos
camundongo injetada injecéo apos a injecao analisados
(sacrificio)
Mdx 40 ES Sistémica 15 dias Gastrocnémio
Diafragma
Figado
Baco
Cauda
Mdx 41 EB Intramuscular 1 més Gastrocnémip
Mdx 42 EB Intramuscular 1 més Gastrocnémip
Mdx 43 EB Intramuscular 2 meses Gastrocnémro
Mdx 44 EB Intramuscular 2 meses Gastrocnémjo
Mdx 45 EB Sistémica 1 més Gastrocnémio
Diafragma
Figado
Baco
Cauda
Mdx 46 EB Sistémica 2 meses Gastrocnémio
Diafragma
Figado
Baco
Cauda
FVB 1 MSC eGFP Intramuscular 2 dias Gastrocnénio
FVB 2 MSC eGFP Intramuscular 7 dias Gastrocnéniio
FVB 3 MSC eGFP Intramuscular 1 més Gastrocnémio
C57blacké 1 MSC eGFP Intramuscular 2 dias Gastrocnéniio
C57blacké 2 MSC eGFP Intramuscular 7 dias Gastrocnénio
C57blacké 3 MSC eGFP Intramuscular 1 més Gastrocnémio

Tabela 1 Camundongos injetados local e sistemicamente &G eGFP, células ES e

células EB nos experimento de implantaigéavo.
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3.6 Co-cultura de células tronco mesenquimais e emdbnarias com

mioblastos de camundongomdx e experimentos de diferenciacam vitro

Realizaram-se os experimentos de co-cultura daksénisturando-se um ndamero
equivalente de mioblastos de camundongok com (a) células tronco mesenquimais
expressando a proteina GFP ou (b) células trontoi@ndrias.

Foi também testada a capacidade das MSC e daas&8Ide se diferenciarem em
musculo espontaneamente por contato ou atravésuwedtivo em meios de cultura
diferentes. As células foram mantidas até a céntlia e estimuladas a se diferenciarem
em musculo. No final de cada experimento, as @sdtioram submetidas ao processo de
extracdo de RNA e de proteinas para a sua analidecualar e através da técnica de

Western blotting.

3.7 Congelamento e processamento das bidpsias dieintes tecidos

Fragmentos musculares e de outros tecidos de camgosl injetados e controles,
foram colhidos e processados imediatamente. Cadanénto foi dividido, para analise de
DNA e de proteinas no mesmo material. Em uma deimdas foi extraido DNA. A
segunda metade foi fixada em bloco de cortica, emal-se a orientacdo das fibras
musculares e congelada em nitrogénio liquido. @demongelado foi cortado em criostato
com cortes de |im de espessura, de modo que as fibras se apresentas disposicao
transversal na lamina, previamente coberta potigiod. As laminas foram mantidas em
freezer -70°C até o momento da sua utilizacdo paraxperimentos de coloragédo e de
imunohistoquimica, quando foram deixadas em teny@a ambiente, por

aproximadamente 1h. Ja para a andlise Western blotting, os fragmentos de mesmo
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tamanho foram diretamente congelados também emgéitio liquido, macerados e

submetidos ao processo de extracao de proteinas.

3.8 Caracterizacéo e deteccao das células e de giogas relacionadas com

a diferenciacdo miogénica
3.8.1 Tentativa de visualizacdo direta das célulascém-injetadas

Assim que os tecidos congelados foram cortados]amsna com o0s cortes
histologicos foram analisadas em microscopio deflepiescéncia, no comprimento de
onda relativo ao filtro que capta a fluorescéneede da proteina GFP (FITC: 515-565nm)
e o corante vermelho (Cy3: 575-640nm), com o olgetie tentarmos localizar as células

implantadas. Para isso, a lamina foi montada cootaghield.

3.8.2 Coloracéo de Hematoxilina-Eosina

A coloracdo com hematoxilina foi realizada por ldwutos, seguida por lavagem
em agua corrente por 10 minutos. J4 a coloraca®@sina foi realizada por 3 minutos,
com posterior lavagem, até sair todo o excessodmte. As laminas foram fixadas com

acido acético e montadas com Balsamo do Canada.

3.8.3 Imunohistoquimica de células e de tecidos

A técnica de imunohistoquimica para deteccao dejmas musculares foi realizada
com marcacgado simples conforme descrito por VAINZ@FR. (1991), com pequenas
alteracbes. As laminas de cortes histologicos pmrgelacdo ou de células foram
umidificadas com PBS 1X e incubadas por, pelo mehbsras, com anticorpo primario na
diluicdo pré-estabelecida no laboratorio. LavoBsezes com PBS 1X e incubou-se com

0 segundo anticorpo (soro anti-IlgG conjugado cararéiforo), por 1 hor@m temperatura
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ambiente no escuro. Lavou-se mais 3 vezes e maet@om Vectashield. A analise das
laminas foi realizada em microscopio de epi-flucéesia com filtros especificos para cada
fluoréforo. Em todas as reacdes, foram utilizados cortes bgitms controles positivos de
camundongos para validar o experimento.

Para a analise imunohistoquimica de MSC e de &k essas foram transferidas

para aderir e crescer em laminas (Flasketts Chambemnc) e mantidas também sob as
mesmas condicdes de cultivo das gartafas

A identificacdo das proteinas foi feita através dasticorpos primarios,

desenvolvidos em diferentes animais:

ANTI-DISTROFINA AB-15277 (ABCAM): Anticorpo policlonal de regido N-
terminal da distrofina desenvolvido em coelho.
* ANTI-GFP AB-3080 (CHEMICON): Anticorpo policlonal anti-GFP produzido

em coelho.

* ANTI-LAMINA A/C (CHEMICON): Anticorpo monoclonal anti-lamina A/C
produzido em camundongo.

* ANTI-MIOSINA FETAL NCL-MHCd (NOVOCASTRA): Anticorpo
monoclonal anti-miosina fetal produzido em camurmyon

» ANTI-DESMINA D-8281 (SIGMA ALDRICH) : Anticorpo policlonal

desenvolvido em coelho.

J& na caracterizacdo de células mesenquimais dendamgos utilizou-se 0s
seguintes anticorpos:
» CD 13 (BD Pharmingen):Anticorpo monoclonal produzido em rato.

* CD 29 (BD Pharmingen):Anticorpo monoclonal produzido em hamster.
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 CD 34 (ABCAM): Anticorpo monoclonal de produzido em rato.

» CD 44 (BD Pharmingen):Anticorpo monoclonal produzido em rato.
* CD 45 (BD Pharmingen):Anticorpo monoclonal produzido em rato.
» CD 90 (BD Pharmingen):Anticorpo monoclonal produzido em rato.

» CD 105 (BD Pharmingen):Anticorpo monoclonal produzido em rato.

Os anticorpos secundarios utilizados foram:
* ANTI-COELHO: conjugado com Cy3 (vermelho).
* ANTI-RATO: conjugado com FITC (verde).

* ANTI-HAMSTER: conjugado com Cy3 (vermelho).

3.8.4Western blotting

A metodologia descrita a seguir foi realizada nabatho de ZUBRZYCKA-
GAARN et al. (1988): As células foram cultivadas em frascoppo§ até a confluéncia,
sendo entdo liberadas da garrafa e lavadas comlRBBor outro lado, os fragmentos de
tecido foram pulverizados congelados em nitrogdfgaido. Depois de preparados e
homogeneizados, ambos sofreram o processo de @xtde proteinas, submetidos ao

contato com tampao de solubilizagao fervente.

Para a determinacdo das bandas das proteinas advp,est experimento foi
realizado, aplicando-se um volume de extrato deepras totais em gel de poliacrilamida.
Apés a eletroforese, o gel € eletro-transferidaapana membrana de nitrocelulose, sob
corrente 350-450 mA, durante 1 hora a temperat@@ A membrana foi seca, lavada, e
submetida a reacdo com anticorpos primarios. Asoapbs secundarios utilizados foram

ligados a fosfatase alcalina e a reacdo foi remetamin NBT e BCIP, evidenciando uma
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banda de coloracdo roxa. Uma amostra de peso nergradrao foi incluida em cadbot
para construcéo de curva de peso molecular.

Para esta andlise, foram preparados extratos deimmae dos musculos injetados e
controles, de camundongos normaisdx, assim como das culturas celulares primarias e
de células diferenciadas.

A identificacdo das proteinas foi feita atraves aatscorpos primarios:

* ANTI-DISTROFINA VP-D508 (VECTOR): Anticorpo policlonal de regido N-
terminal desenvolvido em camundongo.

* ANTI-GFP AB-3080 (CHEMICON): Anticorpo policlonal anti-GFP produzido
em coelho.

* ANTI-LAMINA A/C (CHEMICON): Anticorpo monoclonal anti-lamina A/C

produzido em camundongo.

3.8.5 Analise do DNA genbémico
3.8.5.1 Gene eGFP e regides polimorficas de camungibs

Na tentativa de se rastrear as células implantaniagés da sequéncia de DNA foi
realizada a extracdo de DNA das MSC eGFP, de E®)eulo de controles normais e
dos tecidos dos camundongos injetados e contaties/és da técnica de precipitacdo com
iso-propanol. Foi realizada, entdo uma reacao de @Reacao em Cadeia da Polimerase)
para o rastreamento de uma seqliéncia presenteneoGJeP e para o rastreamento das
células ES através da amplificacdo da mesma raefpagenoma dos camundongos, que
geram produtos de tamanhos diferentes devido aemrasde regides polimorficas,

referentes as linhagens de camundongos 129 (linhagdginal das ES) emdx
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(nttp://www.informatics.jax.org/searches/probe.cgi?37495). Para tal, foram utilizados pares de

primers especificos com as sequéncias descritas na tatabo (TABELA 2).

GFP camundongo (F) GCTATGTGGATACGCTGCTT 400 pb
(R) AGGAAGGTCCGCTGGATTGA

D19MIT1 (F)AATCCTTGTTCACTCTATCAAGGC 142 pb (ES)
(R)ICATGAAGAGTCCAGTAGAAACCTC | 121 plmdx)

Tabela 2 Pares deprimers com sequéncias especificas presentes no gene GER e

regides polimorficas dos camundongos.

O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro, utlimlo-se para a PCR 60ng de
DNA genOmico, além de 2,0 pmol de cada oligonudieat, 0,1 mM de dNTP
(desoxinucleotideos) e 1 unidade de Taq DNA polksertotalizando 26.

Apoés a amplificagéo, os produtos de PCR foram limagos em gel de eletroforese
de poliacrilamida 8% - 10% que, apds a migracaoatagstras, o gel foi permeado com
brometo de etideo 0,5 mg/mL e colocado em trangilador de luz ultravioleta (UV), para

ser fotografado pelo sistema de documentacéo dgeimsaKodak Digital Science D1.

3.8.6 Extracdo de RNA de musculo e de células

Extraiu-se RNA total dos musculos dos camundongptaidos e controles e dos
experimentos de cultura celular para o estudo g¢mesgdo de distrofina e fatores de
transcricdo envolvidos no processo de diferenciag@meneracdo muscular. A extracao de
RNA do material foi realizada com o reagente Tf@zo(lnvitrogen), conforme as
especificacbes do fabricante. O RNA foi diluido égua tratada com dietilpirocarbonato
0,01% (DEPEC) (livre de ribonucleases) e armazepat&reezer —70°C.

Para a sintese de DNA codificante total (cCDNA), MARextraido foi quantificado

em espectrofotdmetro, utilizando-seud de RNA total diluido em|8. de agua ultra pura
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(dgua classe 1), acrescentando-sedL.de random primer e Quf de oligo dT ao RNA e
deixando-se 10 minutos a 65°C em termociclador. sAp8ta primeira incubacao,
adicionou-se os demais reagentes obtendo-se unddadgreacdo 50mM de Tris-HCI pH
8,3/ 75mM de KCI / 3mM de MgCI2 (5x First Strandfier — Invitrogen), 10mM de DTT
(Invitrogen), 50UAL de transcriptase reversa (SuperscriptTM I, iogen), 0,25U de
inibidor de ribonuclease (Invitrogen), 1mM de catldTP (Invitrogen) e agua classe 1
tratada com DEPC, num volume total dgi2@ mistura foi incubada a 45°C por 1 hora em
termociclador e o cDNA pronto foi estocado em fezez70°C.

Foi, entdo realizada a amplificacdo semiquantiatic cCONA através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Para tal, foram utitizgpares dprimers especificos para a

PCR em cDNA dos genes, com as sequéncias des@itabela abaixo (TABELA 3).

Myf5 camundongo (F) TGGTCCCGAAAGAACAGCAG 97 pb
(R) AGCAATCCAAGCTGGACACG
MyoD camundongo (F) CGGCAGAATGGCTACGACAC 116 pb

(R) GAGATGCGCTCCACTATGCTG
Distrofina camundongo | (F) TCGCGACTTCGCCAAGGTACTAAA|97pb
(R) TAACACAGTCTGCACTGGCAGGTA
Miostatina camundongo | (F) AACCTTCCCAGGACCAGGAG 104 pb
(R) CATCGCAGTCAAGCCCAAAG

Tabela 3 Sequéncias de oligonucleotideos presente nos §&yf, MyoD, Miostatina e

Distrofina.

Apds a amplificacdo, os produtos de PCR tambémfarisualizados em gel de
eletroforese de poliacrilamida 8% - 10% e fotogtatapelo sistema de documentacéo de

imagens Kodak Digital Science D1.
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4.1 Experimentos com células tronco mesenquimais

4.1.1 Estabelecimento da metodologia de isolamente cultura de células tronco
mesenquimais de camundongos

A cultura de medula 6ssea total de camundongosaief@b7blacké foi iniciada com a
concentracdo ideal de aproximadamente 2 %c#lulas/ml. Depois de trocas consecutivas do
meio, a cultura foi se tornando homogénea e erziqaeem células MSC, com a remocédo de

outras células mononucleares ndo aderentes e reamquemais (FIGURA 5).

Figura 5: Isolamento e cultura de células mesenquimaisadeundongaC57blacké (a) com 4

dias, (b) com 7 dias e (c) com 10 dias apés suadada superficie do frasco de cultura,
mostrando o enriquecimento de células mesenquiomais 0 passar do tempo (Aumento X
100).

Depois de padronizada a técnica de cultivo de &gIMSC de camundongos normais, foi
extraida medula 6ssea de camundongos eGFP, a fise dailtivar células mesenquimais

murinas ja marcadas e de melhor visualizacéo emrayl[FIGURA 6).
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Figura 6: Cultura de células mesenquimais de camundongos.g@F#sualizacdo das células

mesenquimais a luz visivel e (b) no filtro parduafescéncia verde (Aumento X 100).
4.1.2 Caracterizagdo das células MSC

Para comprovar as suas caracteristicas de célesesnguimais, a cultura de células MSC
foi caracterizada utilizando-se rea¢cdes imunohigtogas, para determinar a presenga ou hao

de marcadores ja determinados como especificoeptas célulad-IGURA 7).
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CD34 CD45

CD44 CD29 CD13

Figura 7: Reacdo de imunofluorescéncia de laminas com céMI&E€ com os diferentes
anticorpos de membrana, mostrando marcacéo negaraaCD34 e CD45 e marcacao positiva
para CD13, CD29 e CD44 (Aumento X 200).

Conforme observado na FIGURA 6, as células aprasant marcacdo negativa para
CD34 e CD45 e marcacdao positiva para CD13, CD2B#4Ccomprovando suas caracteristicas
de células mesenquimais.

4.1.3 Experimentodn vitro com células tronco mesenquimais

4.1.3.1 Experimentos de diferenciacéo espontanea c&lulas MSC em mioblastos

Tendo-se certeza a respeito da sua caracteristicacéiula tronco, testou-se
primeiramente a capacidades das células mesengudaase diferenciarem espontaneamente

em musculdn vitro. Com esta finalidade, células MSC foram cultivad&s que atingissem a
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confluéncia em meios de cultura suplementados cOf 2le Soro Fetal Bovino até a

visualizacdo de células multinucleadas fundidas dpddias (FIGURA 8).

Figura 8: Cultura de células mesenquimais de camundongoPe&fR meio de cultura
suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino, em gwersficou a ocorréncia de fusao celular
espontanea ((a) Aumento X 100 e (b) Aumento X 200).

4.1.3.2 Experimentos de diferenciacéo induzida datulas MSC em mioblastos

Tentando reproduzir resultados descritos na litesatforam realizados dois ensaios de
diferenciacdo induzida com as células MSC, supléanelo o seu meio de cultura com

Hidrocortisona (SIGMA-ALDRISH) e Interleucina-6 @&) (SIGMA-ALDRICH) (FIGURA 9).
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Figura 9: Reacdo de RT-PCR coprimers especificos para cDNA de distrofina em (1)
mioblastos C2C12, (2) células MSC em processo feeeticiacdo espontanea, (3) diferenciacéo
induzida com hidrocortisona, (4) de diferenciac@oluzida com IL-6, (5) Mdsculo de
camundong&57blacké.

Em todos os testes, as células MSC passaram assapuistrofina, genes especificos de

fibras musculares diferenciadas, sem a necessatadatro tipo celular interferindo na cultura,

0 que mostra o grande potencial miogénico destecepular (FIGURA 9).

4.1.3.3 Experimentos de co-cultura de células MSfEncmioblastos de camundongosdx

Cultivou-se um numero equivalente de mioblastosdobtde camundongasdx com
células tronco mesenquimais expressando a pro@HR e verificamos que ocorria fusdo

celular (FIGURA 10).

39



RESULTADOS

MDX MsSC MSC + MDX

Figura 10: Co-cultura de mioblastos de camundongdx com células mesenquimais de

camundongo eGFP, com ocorréncia de fusdo celulanéito X 100).

Entretanto, ndo se pode provar que esta fusdo eacantre os 2 tipos celulares
presentes, uma vez que a sua morfologia € bemigaredém de ndo se ter conseguido

visualizar a fluorescéncia verde das células eGRRiaroscopio de fluorescéncia apos a fuséo.

4.1.3.4 Andlise powWestern Blotting da proteina distrofina nos experimentos de cultuzam

células MSC

Reagiu-se os extratos de proteinas dos experimentdso com as células MSC com

anticorpo anti-distrofina na tentativa identificarsra expresséo desta proteina (FIGURA 11).
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Figura 11: Western Blotting para a proteina distrofina das células do expeationge cultura.

Entretanto, o extrato de células mesenquimais éenediciacdo espontanea apresentou
uma marcacao discreta para a distrofina, o que poaiermar que as células MSC podem, em
alguns momentos e sob o estimulo de proliferagidiferenciar espontaneamente em musculo,

sem necessitar do estimulo de mioblastos distfico
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4.1.4 Experimentosn vivo: Implantacéo de células MSC em camundongos

4.1.3.1 Experimento 1: Injecdo intramuscular de o&ds MSC eGFP- Andlise apés 4
semanas

Como um experimento piloto, células MSC eGFP, forajetadas no musculo
gastrocnémio de 1 camundongdx (TABELA 4), que foi sacrificado e seu musculo asadio

apos 4 semanas.

Nome do Tipo de célula Tempo apos a Musculos
camundongo injetada injecao (sacrificio) analisados
Mdx 1 MSC eGFP 4 semanas Gastrocnémig

Tabela 4 Camundongo injetado intramuscularmente com c&MISC eGFP no experimento 1.
* Analise morfol6gica do muasculo injetado e controle

Observou-se que a arquitetura das fibras muscutiresisculo injetado se manteve
compativel com aquela do musculo de camundomge controle (ndo injetado), que se

apresentava com muitos focos de degeneracao gelgeracao (FIGURA 12).

Figura 12: Coloracdo de hematoxilina-eosina em cortes Idigtobs do musculo gastrocnémio
de (a) camundongo normal, (b) camundongix controle e (¢) camundongudx injetado com
células MSC (Aumento X 200).
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* Analise imunohistoquimica da proteina distrofina emmusculo injetado e controle

Reagiu-se cortes histolégicos de musculo controlajegado com o anticorpo anti-
distrofina. Foi observado um padrdo de fundo, comarcagédo intersticial entre as fibras
musculares, tanto em cortes dos musculos do camgaoaadx controle negativo, bem como
nos musculos injetados (FIGURA 13). No entanto, védficamos nenhum evento confiavel
gue chamasse atencdo para o aparecimento da pratisinofina na membrana das fibras

musculares, em padrdo semelhante ao observadostlm@o camundongo controle normal.

(a) (b) (c)

Figura 13: Reacdo de imunofluorescéncia com o anticorpo-dasiiofina em cortes
histol6gicos do musculo gastrocnémio de (a) coatpalsitivo — camundongB@57black6, (b)
camundongaondx ndo injetado, (c) camundongalx injetado (Aumento X 200).

Além disso, néo foi possivel a identificagdo delleél MSC eGFP injetadas no musculo

desse camundongo, pois o musculo estriado e oteoitjuntivo associado apresentaram forte

autofluorescéncia (FIGURA 14).
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Figura 14: Observacéo direta do corte histologico de tecidescular do camundongodx
injetado com células marcadas com GFP, mostrande futofluorescéncia observada no
tecido (Aumento X 200).

» Andlise por Western Blottingda proteina distrofina no musculo injetado e conwle

Para se tentar identificar a presenca da proteis&roftha difusa nas fibras
musculares,fez-se um estudo pdastern bloting dos extratos dos masculos do camundongo do

experimento 1, e reagiu-se com anticorpo anti-afista (FIGURA 15).
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Figura 15: Western Blotting para a tentativa de deteccdo da proteina distrom musculos
gastrocnémio injetado do camundongo do experimento
Entretanto, ndo foi possivel identificar quantiddeedistrofina significativa no musculo

deste camundongo injetado, quando comparado conaraag@io apresentada no musculo

controle.

4.1.3.2 Experimento 2 - Injecdo intramuscular delgids MSC eGFP — Analise apos 1 diae 1
semana

Para se verificar como as células injetadas sehiigtam e seria visualizadas no musculo
injetado, realizou-se um experimento de curta diwra€élulas MSC eGFP foram injetadas no

musculo gastrocnémio de 2 camundongax (TABELA 5), que foram sacrificados e seus

musculos analisados ap6s 1 dia e 1 semana.
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Nome do Tipo de célula Tempo apos a Musculos
camundongo injetada injecao (sacrificio) analisados
Mdx 2 MSC eGFP 1 dia Gastrocnémio
Mdx 3 MSC eGFP 1 semana Gastrocnémio

Tabela 5 Camundongos injetados intramuscularmente comas2MSC eGFP no experimento
2.

» Avaliacdo dos cortes histolégicos dos musculos itgelos e controles

Os cortes histologicos dos 2 camundongos foramisad@ls em microscéopio de epi-
fluorescéncia com filtro que capta a fluorescéneiae da proteina eGFP (FIGURA 16), com a
observacdo de alguns pontos que poderiam ser aRs@GFP injetadas. Entretanto, ndo

conseguimos ter certeza da detec¢ao das célulasndS@usculos injetados.

Figura 16: Visualizacdo de cortes histologicos do muscul® cemmundongosdx injetados no
experimento 2. (a) visualizacdo do corte do teamscular a luz visivel e (b) visualizacdo do

mesmo campo de possiveis células eGFP (Aument®X 40
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* Analise imunohistoquimica da proteina GFP em muscak injetados e controles

Reagiu-se cortes histologicos de musculos dos ocdomgos mdx injetados do
experimento 2 com o anticorpo anti-GFP. Como abedrpositivos da reacdo foram utilizados

corte histolégicos de musculo de camundortedB eGFP (FIGURA 17).

Figura 17: Reacdo de imunofluorescéncia com o anticorpe@RR em cortes histologicos de
musculos injetados dos camundongos do experimer(® 2amundong&VB eGFP em filtro
de fluorescéncia verde, (b) reacdo do camund&wMipeGFP com o anticorpo, (c) camundongo
mdx injetado em filtro de fluorescéncia verde, (d) cadongomdx injetado reagido com a
anticorpo anti-GFP (Aumento X 200).

As fibras musculares dév/B eGFP mostraram reacao positiva ha observacaa doet
filtro FITC (FIGURA 17a) e reacao positiva com auwdo anticorpo anti-GFP (FIGURA 17b).
Os cortes histologicos dos camundongos injetadossaptaram uma pequena marcacao no

filtro de fluorescéncia verde (FIGURA 17c), masag&acédo nao correspondeu com a marcagao

com o anticorpo especifico (FIGURA 17d), ndo semissivel identificar através desta
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metodologia as células injetadas pela da presemgaprdteina GFP no mdusculo dos

camundongos.

* Andlise por Western Blottingda proteina GFP nos musculos injetados e controles

Fez-se uma tentativa de reacdo do anticorpo ari®i-Gier Western Blotting, nos

musculos dos camundongos do experimento 2 (FIGURA 1

MWiisculo de Max 2 (gastrocnémio injetado)
MWiisculo de Mdx 3 (gastrocnémio injetado)

Mioblastos de da camundongo eGFP
Mioblastos de carnundongoCS7biacké

Musculo de carnundondo eGFP

MSC GFP
Peso Molecular

- Proteina GFP
(29K Da)

Figura 18: Western Blotting para rastreamento da proteina GFP nos musculos dos
camundongos injetados no experimento 2.

SO conseguiu-se visualizar a proteina GFP no mdisgdol camundongd-VB eGFP,
controle positivo. Por outro lado, também néo sgeplmu banda no extrato de proteinas de
células dos camundongos GFP, sugerindo que pequeresidades de proteinas sdo mais
dificeis de se identificar através desta metodaloBbrtanto, com este anticorpo, também nao

foi possivel identificar as células mesenquimais masculos dos camundongos injetados.
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4.1.3.3 Experimento 3 - Injecdo intramuscular delgés MSC eGFP de quarta passagem —
Andlise apos 4 semanas

Realizou-se um experimento com a implantacdo delaIMSC eGFP de quarta
passagem no musculo gastrocnémio de 7 camundondiosima vez que elas se mostravam
mais promissora§TABELA 6). Esses animais foram sacrificado e seusculos analisados

apos 4 semanas.

Nome do Tipo de célula Tempo apoés a Musculos
camundongo injetada injecao (sacrificio) analisados
Mdx 13 MSC eGFP de 4 semanas Gastrocnémio
quarta passagem
Mdx 14 MSC eGFP de 4 semanas Gastrocnémio
quarta passagem
Mdx 15 MSC eGFP de 4 semanas Gastrocnémio
quarta passagem
Mdx 16 MSC eGFP de 4 semanas Gastrocnémio
quarta passagem
Mdx 17 MSC eGFP de 4 semanas Gastrocnémio
quarta passagem
Mdx 18 MSC eGFP de 4 semanas Gastrocnémio
quarta passagem
Mdx 19 MSC eGFP de 4 semanas Gastrocnémio
quarta passagem

Tabela 6 Camundongos injetados intramuscularmente comlatIMSC eGFP de quarta

passagem no experimento 3.
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* Analise imunohistoquimica para a proteina distrofira dos musculos injetados e
controles
Reagiu-se cortes histologicos de musculos contm®legetados dos camundongos do
experimento 3 com o anticorpo anti-distrofina. Etgnto, mais uma vez, todas as reacdes dos
camundongosdx continuaram apresentando um padréo de marcacdarsicom alguns focos

de feixes musculares ligeiramente marcados, querpaer confundido com autofluorescéncia

ou fibras revertentes, presentes no musculo distrafFIGURA 19).

Figura 19: Reacédo de imunofluorescéncia de cortes histadgie musculos dos camundongos
injetados no experimento 3 com o anticorpo antralima. (a) controle positivo de
camundongo, (b) camundongadx nédo injetado, (c) camundongudx injetado (Aumento X
200).

* Analise por Western Blotting da proteina distrofina nos muasculos injetados e

controles

Reagiu-se os extratos de proteinas dos muscuktadgs e controles dos camundongos
do experimento 3 com anticorpo anti-distrofina eatdtiva identificarmos a presenca desta

proteina (FIGURA 20).
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Mdx 13 (Gastrocnémio injetado
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Mdx 15 (Gastrocnémio injetade

Mdx 15 (Gastrocnémio controle)
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Figura 20: Western Blotting para a proteina distrofina nos extratos dos masculos

camundongos injetados no experimento 3.

Entretanto, o resultado desse experimento se nangwal ao anterior, com a
visualizag&o da distrofina somente nos musculog@es positivos.
4.1.3.4 Experimento 4 — Injecédo sistémica de césuMSC eGFP — Analise ap0s 4 semanas

Em paralelo aos experimentos de injecOes intranfarssu de células MSC em
camundongosndx, também procedeu-se experimentos de implantasi@nsca dessas células
(MSC eGFP de quarta passagem) (TABELA 7) e os asiingtados foram sacrificados e

tiveram seus tecidos analisados ap6s 4 semanas.
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Nome do Tipo de célula Tempo apos a Tecidos analisados
camundongo injetada injecao (sacrificio)
Mdx 20 MSC eGFP de 4 semanas Gastrocnémio
quarta passagem Diafragma
Figado
Cauda
Mdx 21 MSC eGFP de 4 semanas Gastrocnémio
guarta passagem Diafragma
Figado
Cauda

Tabela 7 Camundongos injetados sistemicamente com call&S eGFP de quarta passagem

no experimento 4.

* Reacgdo de imunoflorescéncia e andlise através Wéestern Blottingpara a proteina
distrofina dos musculos injetados e controles

Neste experimento, a analise da presenca da paeitrofina por imunofluorescéncia e
Western blotting mostraram resultados semelhantes aos observas@xperimentos anteriores

(FIGURA 21).
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Musculo de C57black6
Gastrocnémio de Mdx 20
Diafragma de Mdx 20
Figado de Mdx 20

Cauda de Mdx 20
Gastrocnémio de Mdx 21

Peso Molecular
Diafragma de Mdx 21
Figado de Mdx 21
Cauda de Mdx 21

Distrofina '

Figura 21: Western Blotting para a proteina distrofina nos extratos dos mascudos
camundongos injetados no experimento 4.

» Rastreamento do gene eGFP nos musculos injetadosantroles

A partir deste experimento, passou-se a realizades de PCR coprimers especificos

para o gene eGFP (FIGURA 22).
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Figura 22: Reacao de PCR do DNA dos diferentes tecidos @agicdongos do experimento 4,

assim como seu controle positivo (células MSC eGaR)plificados conprimers especificos
do gene eGFP.
Entretanto, neste experimento s6 conseguimos dana presenca do gene eGFP no

controle positivo da reacao, sugerindo a ausérasaélulas injetadas nos tecidos avaliados.

4.1.3.5 Experimento 5 - Injecdo intramuscular delglas MSC eGFP — Analise ap0s curto
periodo

Para verificar a sensibilidade da metodologia retreamento do DNA das células
injetadas, procedeu-se a implantacdo de células BISEP de quarta passagem no musculo
gastrocnémio de camundongosix (TABELA 8), que foram sacrificados e seus musculos

analisados ap6s 2 e 3 dias.
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Nome do Tipo de célula Tempo apos a Tecidos analisados
camundongo injetada injecao (sacrificio)

Mdx 22 MSC eGFP 2 dias Gastrocnémio

Mdx 23 MSC eGFP 3 dias Gastrocnémio

Tabela 8 Animais injetados intramuscularmente com célMEC eGFP de quarta passagem

no experimento 5.

» Rastreamento do gene eGFP no musculo injetado e ¢taole

Neste experimento, conseguiu-se detectar a bafetente ao gene eGFP através de PCR

(FIGURA 23), nos musculos injetados.
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Figura 23: Reacdo de PCR do DNA dos musculos injetados gates de camundongos do
experimento 5, assim como seu controle positivdul@gge MSC eGFP), amplificados com

primers especificos do gene eGFP.
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4.1.3.6 Experimento 6 — Injecdes intramuscular stéimica de células MSC eGFP associadas
a imunossupressao — Analise apos diferentes persodo

Realizou-se ensaios de implantacdo de células emrmongos imunossuprimidos. Para
isso, 0s animais receberam doses diarias de 1 rdg/kgunossupressor FK-506 (Tracolimus —
SIGMA-ALDRICH) intraperitoneamente desde 1 dia anda injecdo das células até o dia da
sua eutanasia, segundo descrito por NUNES. (2007). Realizou-se, entdo, a implantacdo de
células MSC eGFP de quarta passagem, em muscutmo@esnio e na veia caudal de
camundongosndx (TABELA 9), e esses animais foram sacrificados apgslias e 1 més, e

diferentes tecidos foram analisados.

Nome do Tipo de célula Tempo apos a Tecido
camundongo injetada injecao (sacrificio) analisado
Mdx 24 MSC eGFP 15 dias (local) Gastrocnémio
Mdx 25 MSC eGFP 1 més (local) Gastrocnémio
Mdx 26 MSC eGFP 15 dias (sistémicq Gastrocnémio
Diafragma
Figado
Cauda
Mdx 27 MSC eGFP 1 més (sistémico Gastrocnémio
Diafragma
Figado
Cauda

Tabela 9 Camundongos injetados local e sistemicamente célmlas MSC eGFP quarta

passagem no experimento 6.
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» Rastreamento do gene eGFP nos musculos injetadosamtroles

Verificou-se que, mesmo os camundongos sendo ilupamidos, ndo se conseguiu
localizar as células injetadas através de PCR @aene GFP, sugerindo, mais uma vez, a sua

eliminacao(FIGURA 24).
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Figura 24: Reacdo de PCR do DNA dos musculos injetados gates dos camundongos do
experimento 6, assim como seu controle positivdulgg MSC eGFP), amplificados com

primers especificos do gene eGFP.
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4.1.3.7 Experimento 7 - Avaliagdo do micro-ambiemstrofico — Inje¢cdes intramusculares
de células MSC eGFP em diferentes linhagens de cadangos normais

Realizou-se um experimento com a implantacdo delatIMSC eGFP de quarta
passagem em musculo gastrocnémio de camunddrgBsselvagens ndo expressando a
proteina GFP e de camundondés/black6é (TABELA 10). Esses animais foram sacrificados

apos diferentes tempos, e diversos tecidos foraisados.

Nome do Tipo de célula Tempo apoés a Mdusculo

camundongo injetada injecao (sacrificio) analisado
FVB 1 MSC eGFP 2 dias Gastrocnémio
FVB 2 MSC eGFP 7 dias Gastrocnémio
FVB 3 MSC eGFP 1 més Gastrocnémio
C57blacké 1 MSC eGFP 2 dias Gastrocnémio
C57blacké 2 MSC eGFP 7 dias Gastrocnémio
C57blacké 3 MSC eGFP 1 més Gastrocnémio

Tabela 10 Camundongos injetados localmente com células RISEP de quarta passagem no
experimento 7.

* Rastreamento do gene eGFP nos musculos injetadosaatroles

A presenca de células com o gene GFP nos musauetmdos continuaram a ser
observadas somente apos 2 dias de injetadas (FIRIRAComo as células injetadas eram da
propria linhagem do camundonB¥B, estes resultados comecaram a indicar um posSaitd

deletério da proteina GFP no musculo.
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Figura 25 Reacdo de PCR do DNA dos musculos injetados gates de camundongos do

experimento 7, assim como seu controle positivdul@ge MSC eGFP), amplificados com

primers especificos do gene eGFP.
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4.2 Experimentos com células tronco embrionéarias
4.2.1 Estabelecimento da metodologia de cultivo deélulas tronco embrionarias de
camundongos

Fibroblatos de camundongos foram irradiados e iatediente cultivados em frascos de
cultura gelatinizados com o objetivo de serem aaidbs como FEEDER para o cultivo das

células embrionarias (FIGURA 26).

Figura 26: Cultura de células tronco embrionérias, em queeff)jesenta o FEEDER e (ES) séo

as células tronco embrionarias.

Nosso proximo passo foi de utiliza-las em expertoere diferenciacdo in vitro e de
implantacdo em camundongodx.
4.2.2 Experimentosn vitro com células tronco embrionarias

4.2.2.1 Experimentos de diferenciacdo das céluldmalise por Western blotting para a

proteina distrofina

Verificou-se primeiramente a capacidade das céltfade diferenciacdo espontanea por
contato. Estas células foram mantidas em cultera, & realizacdo de passagens, por um tempo

maior que o recomendado para a sua manutencao exstado indiferenciado. Posteriormente,
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tanto o FEEDER quanto as células embrionériasveuléis foram submetidas ao processo de

extracao de proteinas (FIGURA 27).

FEEDER + ES possivelmente diferenciada por contato
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Figura 27: Western Blotting para a proteina distrofina das células embrios&ia possivel

processo de diferenciacdo espontanea por contato.

Entretanto, através desta técnica ndo se consiguntificar quantidade significativa de

proteinas musculares, inclusive da distrofina.

4.2.2.2 Experimentos de diferenciacdo das célulaS & de co-cultura com mioblastos de

camundongosndx: Andlise por PCR para proteinas de linhagem muscula

A partir de entéo, utilizou-se as células ES dceerpento anterior, além de células ES

submetidas ao processo de diferenciacdo induzidaéat da formacdo de EB e de sua co-
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cultura com mioblastos de camundonguogx, para extracdo de RNA, na tentativa de se

verificar se elas passavam a expressar genes eevdbsmento muscular (FIGURA 28).

Myold MhefS Dustrofina

Figura 28. Reacdo de RT-PCR do cDNA células ES e EB, amplifis comprimers
especificos de proteinas de linhagens musculdregS, (2) EB + 1% DMSO (1 dia), (3) EB +
1% DMSO (6 dias), (4) EB + mioblastos de camundomgg, (5) Musculo de camundongo
C57blacké e (6) Musculo de camundongalx.

Aparentemente, se conseguiu diferenciar tanto lataséES quanto as células EB em
tecido muscular, assim como ocorreu fusdo destatasécom mioblastos de camundongos

mdx, uma vez que ambos comecaram a expressar marsadgygénicos. Isso comprova o

potencial miogénico dessas células.
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4.2.3 Experimentosin vivo: Implantacao de células tronco embrionarias em caondongos

madx

4.2.3.1 Experimento 8 - Inje¢des intramuscularesistémicas de células tronco embrionarias

Para os experimentos de implantes em camundangesas células embrionarias (ES)
foram marcadas com corante vermelho, para faciitaua visualizacdo no musculo injetado
(FIGURA 29). Mas é importante ressaltar que essmnte vital se dilui quando ha

consecutivas divisdes celulares.

Figura 29: Células ES sobre a camada de FEEDER depois el@ seradas em vermelho.

Realizamos, entdo, um experimento com a implantded®S em musculo gastrocnémio e
na veia caudal de camundongodx ndo imunossuprimido§d ABELA 11) e imunossuprimidos
(TABELA 12). Esses camundongos foram sacrificadosv@rios tempos apds a injecéo, foi
analisada a presenca de células marcadas em tifetenidos dos camundongos injetados, em
gue o numero de sinais (+) é diretamente propoati@nntensidade da coloracdo vermelha nos

musculos analisados e o sinal (-) representa aasémenarcacao..
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Nome do Tipo de célula | Tempo apés a Mdusculos Andlise da
camundongo injetada injecao analisados coloracao
(sacrificio) vermelha
Mdx 28 ES 2 dias (local) Gastrocnémio +++
Mdx 29 ES 1 semana (loca Gastrocnémi _
Mdx 30 ES 15 dias (local) Gastrocnémio _
Mdx 31 ES 1 més (local) Gastrocnémio _
Mdx 32 ES 2 dias Gastrocnémio _
(sistémico) Diafragma _
Figado _
Baco _
Cauda +
Mdx 33 ES 1 semana Gastrocnémio _
(sistémico) Diafragma _
Figado _
Baco _
Cauda
Mdx 34 ES 15 dias Gastrocnémio _
(sistémico) Diafragma _
Figado _
Bago _
Cauda
Mdx 35 ES 1 més Gastrocnémio _
(sistémico) Diafragma _
Figado _
Baco _
Cauda

Tabela 11 Camundongos ndo imunossuprimidos injetados lecstemicamente com células

ES no experimento 8, e avaliagdo quantitativa @agmca de células ES marcadas, através da
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verificacdo de coloragdo vermelha nos corte higios dos musculos e tecidos dos

camundongos injetados.

Nome do Tipo de célula | Tempo apés a Mdusculos Andlise da
camundongo injetada injecao analisados coloracao
(sacrificio) vermelha
Mdx 36 ES 1 semana (local) Gastrocnémi +++++
Mdx 37 ES 15 dias (local) Gastrocnémio +++
Mdx 38 ES 1 més (local) Gastrocnémio ++
Mdx 39 ES 1 semana Gastrocnémio _
(sistémico) Diafragma _
Figado _
Baco _
Cauda 4
Mdx 40 ES 15 dias Gastrocnémio _
(sistémico) Diafragma _
Figado _
Baco _
Cauda .

Tabela 12 Camundongos imunossuprimidos injetados locakemiicamente com células ES
no experimento 8, e avaliagdo quantitativa da pgsale células ES marcadas, através da
verificacdo de coloragdo vermelha nos corte higios dos musculos e tecidos dos

camundongos injetados.
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* Avaliagédo dos musculos injetados e controles

Em 2 camundongos injetados com células ES, emeajugligou a imunossupressaddx
37 e Mdx 38), observou-se que, com o passar do tempo, apatesinjetadas apresentavam-se

gradativamente com o volume aumentado e a necrépgtou grande aumento dos musculos

na regido injetada (FIGURA 30).

Figura 30: Comparacdo de tamanho entre o musculo gastroonéoncamundongdldx 37

injetado com células ES (pata esquerda) e o seautelsontrole (pata direita).

» Avaliacdo dos cortes histolégicos dos musculos itgelos e controles

No corte histologico do musculo do camundoiMyix 37, identificou-se diversos focos
marcados de vermelho compativeis com as célulagmdgs, evento ndo observado no muasculo

controle (FIGURA 31).
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Figura 31: Masculo gastrocnémio injetado do camundokigkx 37, mostrando focos marcados
de vermelho, o que pode significar a presencadatas injetadas (Aumento X 200).

Como pode-se observar nas TABELAS 11 E 12, nagdssivel identificar sinal da
presenca das células ES injetadas nos camundo@gosmunossuprimidos (FIGURA 32b),

com excec¢do do musculo do camundongo sacrificgulos 2diasNldx 28) (FIGURA 32a).

Figura 32: Corte histologico do musculo gastrocnémio injetacom células ES dos
camundongos (ayldx 28 e (b)Mdx 29, mostrando a diferenga entre a presenca deacétm
vermelha (Aumento X 200).

Também notou-se que nos camundongos injetadosngismmente sO observou-se a

presenca de marcacao vermelha na regido da caudmg® essas células foram introduzidas

(FIGURA 33).
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Figura 33: Corte histolégico da cauda do camundoMpix 39, injetado sistemicamente com
células ES (Aumento X 200).

» Analise morfolégica dos musculos injetados

Os cortes histologicos foram analisadas atravéskd@acao de hematoxilina-eosina, em
gue observou-se diferenca na citoarquitetura daasfimusculares dos musculos injetados dos
camundongodMdx 37 e Mdx 38, que se apresentavam com focos de degeneracdoaintens
(FIGURA 34) e infiltracdo de diversos tipos de ta#duimaturas, dentre elas, algumas com

aspecto de fibroblastos e outras estreladas (FIGBBRA

Figura 34: Corte histologico de musculo gastrocnémio injetdd camundong®idx 37, em

gue se observa a presenca de focos de degenae@aifAumento X 100)
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Figura 35: Tecido hipercelular presente no corte histologioanlsculo gastrocnémio injetado
do camundongo deldx 37 (Aumento X 400).

* Andlise imunohistoquimica para proteina distrofina dos musculos injetados e
controles
Reagiu-se cortes histolégicos de musculos de capmgos injetados e controles com o
anticorpo anti-distrofina. Somente observamos &gmga de uma formacgdo, parecida com
novas fibras musculares, positivas para distrofieanuisculo injetado do camundorigadx 37

no meio da regido com predominio de infiltracads(BRA 36).
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Figura 36: Reacdo de imunofluorescéncia para a proteineofiigt em corte histolégico do
musculo gastrocnémio injetado do camundoligls 37, mostrando a presenca de uma possivel

fibra muscular em formacdo (Aumento X 200)..

* Andlise imunohistoquimica para a proteina miosinadtal nos masculos injetados e
controles
Para se verificar se no corte histolégico do mismjetado do camundondddx 37
havia focos de regeneracédo e de formacdo de filmess expressando distrofina, reagiu-se o
musculo injetado com o anticorpo anti-miosina fefarém, ndo se observou nenhum sinal de

marcacao positiva para este anticorpo, na mesn@ordgscrita acima (FIGURA 37).

Figura 37: Reacdo de imunofluorescéncia para a proteinaimaidetal de cortes histologicos

do musculo do camundongdx 37, mostrando auséncia de marcagdo (Aumento X 200).
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Verificou-se que, nos cortes histolégicos dos mia@scdos camundongos injetados com
células ES apresentavam um padrao de reacdo popdiha proteina miosina fetal em alguns
focos de feixes musculares, caracteristico da cede&ortes musculares de camundongds

(FIGURA 38).

(h)

Figura 38: Reacédo de imunofluorescéncia para proteina nadsiial em cortes histolégicos de

musculos de (a) camundongolx ndo injetado e (b) camundonitaix 37 (Aumento X 200)

* Andlise por Western Blottingpara a proteina distrofina nos musculos injetadog

controles

Correu-seblots dos extratos dos musculos dos camundongos injetexdesperimento 8,
e reagiu-se com anticorpo anti-distrofina (FIGUR2%5e 40), mas ndo se verificou a expressao

da proteina nos tecidos analisados.
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Figura 39: Western Blotting para a proteina distrofina nos extratos dos masculos

camundongos ndo imunossuprimidos injetados localseemicamente com células ES no

experimento 8.
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Figura 40: Western Blotting para a proteina distrofina nos extratos dos masculos

camundongos imunossuprimidos injetados local eersistmente com células ES no

experimento 8.
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* Analise dos musculos injetados e controles por PC&m marcadores especificos de
cada linhagem de camundongo
Utilizou-se marcadores de microssatélites prépdescada linhagem de camundongo
(camundongos 129 mdx) para que se pudesse rastrear as ceélulas injettida®s de PCR
(FIGURAS 41 e 42). Por esta técnica pode-se varifecpresenca das células ES somente no
musculo injetado do camundondddx 37, em que aparecem a banda de peso molecular
correspondente ao camundongadx (121pb) e a banda de maior peso molecular (142ia)

células EJFIGURA 42).
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Figura 41: Reacdo de PCR do DNA dos musculos injetados #ates de camundongos néo
imunossuprimidos injetados local e sistemicamergen ccélulas ES no experimento 8,
amplificados comprimers de marcadores especificos de cada linhagem dencamgo. A
banda de menor peso molecular (121 pb) represebidfAdo camundongondx, enquanto a

banda de maior peso molecular (142 pb) represedfdfodas células ES.
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Medr 37 (Gastrocnfmio controle)
Mz 38 (Gastrocnémio injetado)
Células Tronce Embricarias

Mex 39 (Diafragma)
Mz 33 (Figado)

Mz 39 (Canda)

Mz A0 (Gastrocnfmio)
Mz 40 (Diafragma)
Mdx 40 (Figade)

Mdx 40 (Bago)

Mdx 40 (Canda)

Midx ndo injetado

Mdx 38 (Gastrocnémio controle)
Mdx 39 (Bago)

Mz 36 (Gastrocnfmio injetade)
Mdx 36 (Gastrocnémio controle)
Mz 37 (Gastrocnmio injetado)
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Figura 42: Reacdo de PCR do DNA dos mausculos injetados é&rates de camundongos
imunossuprimidos injetados local e sistemicamenten ccélulas ES no experimento 8,

amplificados comprimers de marcadores especificos de cada linhagem dencimgo. A
banda de menor peso molecular (121 pb) represebidfAdo camundongondx, enquanto a
banda de maior peso molecular (142 pb) represedtdfodas células ES.

Para se verificar o quanto esta reacao foi senaigglantidade de DNA de células ES
presentes no masculo injetado, fez-se um teste wmtificacdo em gel misturando-se
guantidades fixadas de DNA de camundongo ndo injetados com DNA de células ES.

Verificou-se que se conseguiu identificar as céllE& até a sua concentracdo de pelo menos

30% pela presenca das 3 bandas relativas aos raesd&IGURA 43).
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80% Células ES + 20% Mdx
60% Células ES +40% Max
50% Células ES + 50% Mex
30% Células ES +70% Max
20% Células ES + 80% Mdx
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Figura 43: Reacao de PCR da mistura de quantidades préetstatas do DNA dos musculos
de camundongosdx néo injetados com DNA de células ES, amplificados primers de
marcadores especificos de cada linhagem, mostgumelse conseguiu identificar até 10% de
células depois de injetadas no musculo de camuwdamgdx, pela presenca das 3 bandas
relativas aos marcadores.

Este resultado significou que se houvesse menosS@uede células ES injetadas no

tecido analisado, esta técnica ndo seria capadeasificar. Portanto, o camundonirx 37

apresenta em sua pata injetada, cerca de 30%uasES.

4.2.3.2 Experimento 9 - Injecdes intramusculares sstémicas de células de Corpos

Embridides

Conseguiu-se gerar mioblastos a partir das célrdaso embrionérias tratando os Corpos
Embridides (EB) com 1% de DMSO durante 5 dias (FRAU4i4a) , o que levou a formacgéo de

clusters de células expressando a proteina desmina (FIGURA
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Figura 44: (a) Mioblastos (Aumento X 100) e (b) miotubos aglys a partir da pré-
diferenciacéo de células ES, marcados com a peotigsmina (Aumento X 400).

A partir disso, realizamos um experimento com alamgcédo de células de Corpos
Embri6ides em musculo gastrocnémio e na veia calelehmundongasdx imunossuprimidos
(TABELA 13) e esses animais foram sacrificados @mog tempos ap0s a injecéo, e diferentes
tecidos foram analisados. Os corpos embrididesnfotissociados e essas ceélulas pre-

diferenciadas foram marcadas com corante vermeihjetadas.
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Nome do Tipo de célula Tempo apos a Musculos
camundongo injetada injecao (sacrificio) analisados
Mdx 41 EB 1 més (local) Gastrocnémio
Mdx 42 EB 1 més (local) Gastrocnémio
Mdx 43 EB 2 meses (local) Gastrocnémio
Mdx 44 EB 2 meses (local) Gastrocnémio
Mdx 45 EB 1 més Gastrocnémio
(sistémico) Diafragma
Figado
Baco
Cauda
Mdx 46 EB 2 meses Gastrocnémio
(sistémico) Diafragma
Figado
Baco
Cauda

Tabela 13 Camundongos imunossuprimidos injetados local séesicamente com células

originarias dos EB no experimento 9..

* Analise imunohistoquimica para a proteina distrofima nos musculos injetados e
controles
Realizou-se a analise dos cortes histolégicos paraerificar a presenca de células
originadas dos corpos embridides marcados de vieamééntificadas no experimento 8, mas
ndo se pode observar marcacdo compativel com angeeslas células no tecido injetado.
Entdo, reagiu-se cortes histologicos de musculodraes e injetados dos camundongos do
experimento 9 com o anticorpo anti-distrofina. Artpadeles, observou-se um pouco de
marcacao positiva para distrofina em algumas fibnasculares de cortes de camundongos

injetados localmente, o que pode representar uaftads mais significativo (FIGURA 45).
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Figura 45: Reacdo de imunofluorescéncia para a proteineofiiet em cortes histoldgicos do

musculo gastrocnémio do camundomdadx 43 (Aumento X 200).

* Andlise por Western Blotting da proteina distrofina nos musculos injetados e

controles

Também correu-se hlot dos extratos dos musculos dos camundongos injetaolos
experimento 9, e reagiu-se com anticorpo anti-afisia (FIGURA 46), a fim de se verificar se
a marcacao proveniente da imunohistoquimica eraseptativa. No entanto, ndo se observou a

expressao da proteina nos tecidos analisados fadieesica.

78



RESULTADOS

Whiscule de CA7higekt

Mz 41 (Gastrocnmic injetade)
Mdx 41 (Gastrocnémio controle)
Mz 42 (Gastrocnfmio injetado)
Medx 42 (Gastrocnémio controle)
Max 43 (Gastro cnémio injetade)
Mdx 43 (Gastro cnémio controle)
Mz 44 (Gastrocnémio injetado)
Mex 44 (Gastrocnémio controle)

Mdx 45 (Gastro cnémio)
Mdx 45 (Diafragma)
Mdx 45 (Figado)

Mdx 45 (Baco)

Mz 45 (Cauda)

Mdx 46 (Gastrocnémio)
Mdx 46 (Diafragma)
Medx 46 (Figado)

Mdx 46 (Baco)

Medx 46 (Canda)
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Figura 46: Western Blotting para a proteina distrofina nos extratos dos masculos

camundongos imunossuprimidos injetados local ersiseamente com EB no experimento 9.

e Analise através de PCR dos musculos injetados e d¢mies: Reacdo com

marcadores especificos de cada linhagem

Além disso, também utilizamos os marcadores deossatélites préprios de cada uma
das linhagem de camundongo, entretanto ndo enowdrpresenca de células ES nas amostras

analisadas (FIGURA 47).
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Figura 47. Reacdo de PCR do DNA dos musculos injetados ¢&rates de camundongos
imunossuprimidos injetados local e sistemicameota €B no experimento 9, amplificados
com primers de marcadores especificos de cada linhagem denciamgo. A banda de menor
peso molecular (121 pb) representa o DNA do camugmlondx, enquanto a banda de maior

peso molecular (142 pb) representa o DNA das i
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DISCUSSAO

A terapia com células tronco vem ganhando um grdedtaque, pois o transplante
destas células em individuos afetados pode poterarite corrigir diferentes deficiéncias e
lesdes. As vantagens desta metodologia se emh@ssmvidéncias de que um pequeno
numero de células seria suficiente para se obteef@ito terapéutico. Diferentes sinais
podem mobiliza-las e diferencia-las diretamente &tulas da linhagem de tecidos
especificos, e assim, poderiam corrigir danosdbesitraumas, fraturas, necrose, tumores,
ou defeitos genéticos (POUNTOS & GIANNOUDIS, 20053tas caracteristicas levaram a
realizacdo de diversos testes do potencial ter@pédessas células no tratamento da
Distrofia Muscular de Duchenne, em que, nos indivgdafetados ocorre a auséncia da
proteina distrofina. O musculo danificado promawediesta forma, a mobilizacdo das
células tronco, seu direcionamento para o tecidade, sua diferenciacdo em células
musculares, levando a regeneracao das fibras degesg FERRAREt al., 1998). Para se
corrigir o fendtipo distréfico, no entanto, as détutransplantadas devem ser normais, pois
ao se fundirem com as fibras musculares distréfj@agxistentes, irdo formar novos
miotubos, e 0s mionucleos transplantados, geneticiamnormais, devem direcionar a
producao de proteina distrofina funcional.

A fim de alcancar relevancia clinica no caso dasrafias, populacdes candidatas
de células tronco devem ser facilmente obtidagnse&apazes de gerar musculo e, quando
transplantadas devem integrar-se ha musculatwmande a correcdo do fenatipo distrofico.
Por isso, torna-se necessaria a identificacdo dasndontes de células precursoras
miogénicas, uma vez que a maioria identificadaaggra, tém se mostrado com efeito
terapéutico limitado. Além disso, a definicdo dasvde injecdo destas células também é

muito importante, pois elas precisam atingir todausculatura esquelética do individuo.
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Baseados nos diferentes trabalhos que investigantenmcial das células tronco em
experimentos de co-cultura e em transplante deasijtorna-se imprescindivel determinar
a linhagem de células tronco mais viavel capazrdm@ver a reparacdo ou a substituicdo

perfeita do tecido em estudo.

. Experimentos com células tronco mesenquimais

A identificacdo da existéncia na medula 6ssea de pmpulacdo de células tronco
mesenquimais circulantes com potencial miogénicorrea no final dos anos 1960
(FRIEDESTEIN et al., 1966). Baseados nesse achado, em 1998, FERRARI.
confirmaram que essas células poderiam particigarregparo muscular apos leséo,
entretanto o nivel de incorporacdo delas no mussefia muito baixo. A partir de entéo,
estudos envolvendo o transplante de células dexivalg medula 6ssea conduzidas no
camundongandx mostraram a restauracao parcial da expressasulefiia (GUSSONEt
al., 1999). Essas células persistiam por longos geside tempo no masculo e mantinham
a expresséao da proteina, no entanto a quantidanisizulo gerado apds o seu transplante
nao compreendeu um montante terapeuticamente nédegarrespondendo a apenas 0,5%
da regeneracdo originada de fibras exégenas (GUSSROM., 2002; FERRARI &
MAVILIO, 2002). Sendo assim, nenhum destes experioge fornecem dados que
comprovem realmente que as células transplantaatéisipam da correcao fisiolégica do
fendtipo distrofico. No entanto, essas célulasamm-se potencialmente capazes de gerar
tecido muscular e abriu-se uma nova frente de [Esgjpara se identificar formas de sua

utilizacao.
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1. Experimentosin vitro

O debate em torno da natureza pluripotentes dasasé@MSC continua. Por isso,
neste projeto, realizou-se uma investigacdo a itesple sua capacidade de induzir
miogénesen vitro, antes de elas serem utilizadas como fonte tetigpéuo tratamento da
DMD. Verificou-se que estas células eram capazeseddiferenciar espontaneamente em
musculo em meio de cultura suplementado com Sotal Bovino e constatou-se a
ocorréncia de fusdo celular. Nesta fase, identifmaque as células mesenquimais de uma
forma geral tém a capacidade de se fundirem sozindem estimulo de outros tipos
celulares.

Também se testou alguns protocolos de diferenciagdiazida. Primeiramente,
tentamos reproduzir os resultados obtidos por &idl. (2006) que verificaram que, as
células MSC de gordura suplementadas com hidrgoodi passaram a expressar genes
especificos musculares. Além desse teste, tambgfitamos a capacidade miogénica das
células MSC quando cultivadas na presenca de dntgra-6 (IL-6), uma vez que o
recrutamento e a fusdo de células satélites saudbackrs por fatores de crescimento, dentre
eles a IL-6. A sua sintese vai ser regulada poav&ias de transducao de sinal, inclusive
do p38, que é provavelmente uma das principaisdgasinalizacao intracelular reguladora
do desenvolvimento miogénico, principalmente pélaagdo de células satélites depois de
uma injdria ou no caso de doencas musculares degieas (BAEZA-RAJA & MUNOZ-
CANOVES, 2004; KERENtt al., 2006). BAEZA-RAJA & MUNOZ-CANOVES (2004)
demonstraram que a adicdo desta citocina ao metaltlga celular, aumenta a expressao
de genes especificos musculares. Os nossos resuftadm positivos, na medida em que

as células C2C12 (mioblastos), usadas como contrplesitivo, expressam
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constitutivamente os fatores musculares e as seMBC passaram a expressar distrofina
depois de submetidas ao processo de diferenciacao

Por outro lado, uma vez que trabalhos recentes [BétLal., 2003; LEEet al.,
2005; GONCALESet al., 2006) ja haviam mostrado que o contato com outthgas em
diferenciacdo € um determinante critico no comptonanto miogénico de células tronco
mesenquimais, realizou-se o seu co-cultivo com lagtbs de camundongogix. Apesar
da ocorréncia de fusdo celular, ndo se pode corap@y¥ormacdo de miotubos hibridos,
uma vez que ndo se conseguiu visualizar a fluonegc&erde das células eGFP apoés a
fusédo. Além disso, como a fuséo celular é uma teaniatica intrinseca das células tronco, a
observacdo deste fendbmeno n&do pode ser utilizan aona evidéncia de indugcédo a
miogénese através de fatores musculares liberados mioblastos do masculo afetado.

Entretanto, através da metodologiaVtiestern Blotting, foi detectada a presenca de
uma banda discreta de proteina distrofina someotextrato de células mesenquimais
indiferenciadas, o que confirma que as células M8@m, em alguns momentos e sob o
estimulo de proliferagédo, se diferenciar espontaeete em musculo, sem necessitar de
outros estimulos. O que explicaria esse resultaddato de que as células MSC séo na
verdade formadas por uma populacdo mais heterognezlulas, com capacidades de
diferenciacdo especificas (DORSHKIND, 1990; GRONBH@ SIMMONS, 1995;
PITTENGERet al., 1999). Neste caso, a populacdo em andlise @osldgualmente estar

mais enriquecida com linhagens com o potencial émicp.
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2. Experimentosin vivo

Apesar de se demonstrar que as células tronco,dquarduzidasin vitro,
expressam marcadores de diferenciacdo miogéniogartante confirmar que elas podem
se diferenciar em células musculares com funcadecedjzada suficiente para serem
utilizadas em terapias, principalmente no caso dscoio distréfico. Assim sendo, depois
de realizados os experimentosvitro e com a certeza do potencial miogénico das células
MSC de medula 6ssea, realizou-se 0s experimentgeddes em camundongoslx, com
a finalidade de verificar se 0 ambiente muscutavivo, através da geracdo de estimulos
proprios ligados ao processo de lesdo muscularemadirecionar a capacidade dessas

células de gerar musculo.

a. Injec&o intramuscular

Nosso primeiro objetivo foi verificar se células ®lSdepois de implantadas
localmente em musculo esquelético de camundomgasse fundiriam entre si ou com as
fibras musculares do camundongo receptor, passarekpressar distrofina depois de 3
semanas, reproduzindo os experimentos descritoBBEBAWA et al. (2005) e DE BARI
et al. (2003).

Entretanto, ndo se verificou nenhum sinal de regede muscular através da
coloracdo de hematoxilina-eosina, ou ainda alguentevque chamasse atencdo para o
aparecimento da proteina distrofina, através daaceade imunofluorescéncia. Em
contrapartida, por esta técnica, observoursepadrao de fundo com marcacdao intersticial
entre as fibras musculares nos masculos do camgoahaaix controle negativo, bem como

nos musculos injetados, além da autofluorescéner@mte do musculo estriado e do tecido
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conjuntivo associado, o que dificultou a interpgéta dos resultados. Por isso, o0 uso de
anticorpos adequados tornou-se de extrema imp@anma vez que 0S anticorpos
rotineiramente utilizados sdo monoclonais desemotvem camundongos. Isto dificulta a
sua utilizacdo, no caso do nosso experimento, deatdpossivebackground provocado
pelo anticorpo secundario. Entdo, procurou-se utit@po que fosse desenvolvido em
outros animais para que possibilitassem uma andigs confidvel. Portanto, os possiveis
eventos positivos tém que ser bem diferenciadosvdatos falso-positivos, o que tornou
este um ponto bem critico na analise dos nossod#tadss. A andlise de distrofina por
Western blotting, entretanto, ndo confirmou a presenca de quamtidaghificante da
proteina nos muasculos injetados.

Uma vez que ndo se tinha conseguido identificax@essdo de distrofina no
experimento de longa duracdo, realizou-se um enmsais rapido de 1 semana, a fim de
verificar se a auséncia desta proteina ocorriaygoas células eGFP ndo permaneciam nos
musculos injetados ou porque elas néo teriam seedifiado em muasculo. Assim, comecou
a se rastrear diretamente as células injetadas efbfalés da avaliacdo dos cortes
histol6gicos e por imunfluorescéncidMestern blotting para a proteina GFP, mas nao se
obteve sucesso na identificacdo dessas célulagt&mb, em outro experimento de injecao
de 2 e 3 dias, se conseguiu rastrear o0 gene eGHRQBO N0 musculo desses camundongos
0 que mostrou que as ceélulas estariam presentepeddé menos 3 dias depois de
implantadas. Apdés este tempo, as células trangglastpossivelmente séo eliminadas, uma
vez que ndo se conseguiu localizar o gene eGFRxpesimentos de longa duragcdo. Este
foi um indicio mais concreto de que as células MBJEtadas ndo estariam gerando

resultado terapéutico positivo porque elas estasamdo eliminadas depois de poucos dias
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de implantadas e por isso, ndo ficariam em cort@to o0 musculo degenerado por tempo
suficiente para se fundir e expressar a protesteofina exégena.

Mesmo assim, uma vez que DI ROC@Dal. (2006) verificaram que células
mesenquimais de tecido adiposo eram mais comprdasetiom a diferenciagdo muscular
em suas passagens iniciais em cultura, realizowegamente um experimento de longa
duracdo, utilizando-se as células neste estagicuttera. Entretanto, o0s resultados
continuaram oS mesmos.

Este resultado negativo também foi publicado polBAM et al. (2004) para a
restauracdo do miocardio, em que as células ndnfdocalizadas apos 30 dias de

injetadas.

b. Injecdo sistémica

Concomitantemente aos experimentos de injecdéeamnsculares, iniciou-se a
implantacdo de células MSC eGFP via sistémica, masmas condi¢cdes até entdo
utilizadas, uma vez que o grande desafio para t&r shcesso em terapias com células
tronco para distrofias musculares esta ligado aaidade das células transplantadas de se
disseminarem para todos os musculos afetados.e@iahiiamento das células MSC depois
de implantes sistémicos ja foi relatado por vamgospos, que demonstraram que elas
possuem grande capacidade migratoria, sendo cagezesgrar para sitios de lesdes em
animais (FERRARIet al., 1998; SAMPAOLESIet al., 2006) e formar infiltrados com
morfologia de miofibroblatos nos tecidos musculades camundongos com tecido
danificado (ANJOS-AFONSEGt al., 2004). Como descrito (POUNTOS & GIANNOUDIS,
2005; BOUCHENTOUFRet al. 2006), as células MSC depois de injetadas saidat ao

local da lesédo, uma vez que o tecido lesionadcapasa expressar receptores especificos,
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facilitando o trafego, a aderéncia e a infiltrag&acélulas MSC no local a ser reparado. Em
Nnosso experimento, no entanto, a analise da peothifitrofina por imunofluorescéncia e
Western blotting, assim como o rastreamento do gene eGFP, també&tnanzon resultados
negativos, provando que possivelmente, as célulgstadas ndo estariam sendo

direcionadas para o musculo distrofico.

C. Imunossupressao e incompatibilidade imunoldgica

Apesar de relatos bibliograficas sugerindo queéhdas MSC ndo geram resposta
imune, uma vez que foram descritas como ndo imumoge (CHAMBERLAIN et al.,
2007), as ceélulas utilizadas em nossos experimeastgvam sendo sistematicamente
rejeitadas e eliminadas pelos camundongos recept®@ isso, iniciamos ensaios de
implantacdo de células em camundongs imunossuprimidos. Mesmo assim, apés 15
dias, ndo se conseguia localizar as células irgstad

Por outro lado, poderia estar havendo incompatfdnile imunolégica entre as
diferentes linhagens de camundongos utilizados, veragque os camundongos eGFP séo
da linhagemFVB e os camundongosdx sdo da linhagenC57black6é. Além disso,
também, poderia se esperar que o0 processo distfio, que envolve um mecanismo de
degeneracdo e regeneracdo com intensa interferdadatores inflamatorios e estimulo
para a proliferacdo de tecido conjuntivo, de algdionena, interferisse na manutencéo das
células injetadas nos musculos dos camundomngbs Sendo assim, realizou-se um
experimento com a implantacdo de MSC eGFP em nuigastrocnémio de camundongos
FVB selvagens (ndo expressando a proteina GFP) e mendangos C57blacké.

Entretanto, continuamos a observar a presencadialas no musculo dos camundongos
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injetados somente apds 2 dias, 0 que descartadtebipde rejeicdo das células devido a

diferenca de linhagens e de interferéncia da degeae.

d. Incompatibilidade a proteina GFP

Outro ponto importante que merece ser mais bemsiigpaglo quando se pensa
numa suposta eliminacdo das células depois deadsgté a possivel reacdo imune
provocada pelo uso da proteina fluorescente veés®). Este polipeptidio € proveniente
da medusaAequorea victoria, e € bioluminescente sob iluminacdo adequada, sendo
completamente estavel, suportando inimeros tratasierprocessos quimicos (OKARE
al., 1997). Por esta razdo, os camundongos transgéaeFP transformaram-se em uma
ferramenta muito Gtil em experiéncias de transplaetcélulas, uma vez que quase todas as
suas células emitem fluorescéncia e permitem alisigdo e monitoramenta vivo por
um processo nado invasivo através da observacdoostagica, microscopica ou por
citometria de fluxo (LEEet al., 2005; GONCALESt al., 2006).

Apesar de seu grande valor para a pesquisa, asm@pldo uso desta ferramenta
molecular tem mostrado alguns efeitos citotoxicasyolvendo a apoptose de células
transfectadas, em diversos trabalhositro. LIU et al. (1999) mostraram pela primeira
vez que ela podia induzir a apoptose, mas naodan de que forma isto poderia
ocorrer. Sugeriram, também, que essa talvez forsepossivel razdo para a dificuldade de
estabelecer linhagens celulares estaveis expresdar®®. Atualmente, ja se sabe que
peptideos derivados da proteina GFP podem induziesposta imune contra ceélulas
(STRIPECKEset al., 1999; REet al., 2004). Estes resultados indicam que a respostaem

contra o eGFP pode interferir com a sua aplicaduédem estratégias terapéuticas.
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Uma explicagdo alternativa para a dificuldade dwalizar as células eGFP nos
musculos injetados, poderia ser o fato da prot&RB ser extremamente sollvel. Neste
caso, ela pode ter se difundido rapidamente na égumo citoplasma da célula como
descrito por BRAZELTON & BLAU em 2005, ou simplesmente ser perdida em
consequéncia do comprometimento da integridade efalbrana pela criopreservacao ou
seccao.

Por outro lado, estudas vivo (STRIPECKEet al., 1999; GAMBOTTOet al.,
2000; ROSENZWEIGt al., 2001; BUBNICet al., 2005) verificaram a imunogenicidade
de células hematopoiéticas marcadas com GFP apdsansplante em animais
imunocompetentes. Observaram que essas célulasperaidas apos a sua infusdo. Mais
efeitos deletérios desta proteina também foram omragos por outros pesquisadores. Ja
foi descrito que a co-expressdo dose-dependen@&SHP e3-galactosidase no citoplasma
de neurdnios resultaram em retardo no crescimemorée prematura. (KRESTE# al.,
2004) e AGBULUTEet al. (2007) identificaram o mecanismo que associa aesspo de
eGFP a disfungdes contrateis e testaram a hipdeegae o eGFP poderia inibir a interacdo
actina-miosina no musculo. Isso aconteceria pom@sFP compete com a actina pelo
sitio de ligacdo a miosina.

Estudos complementares de imunocompatibilidadeoestndo iniciados para

elucidar as questdes levantadas.
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. Experimentos com células tronco embrionarias

Ensaios terapéuticos com células ES ndo tém tidaonyoacto significativo no
tratamento das distrofias musculares. Os primemaizglhos que investigaram os padroes
de expressao génica, as propriedades funcionasmerfologia das células ES murinas
mostraram que elas seriam capazes de gerar peqyeanagiades de musculo esquelético
(ROHWEDELEet al., 1994). No entanto, desde entdo, houve poucogasaa tentativa de

se melhorar a eficiéncia deste processo.

1. Experimentosin vitro

Da mesma forma que se testou a capacidades déssddiBC em se diferenciarem
em mioblastosn vitro, verificou-se a capacidade de diferenciagcdo egpeatpor contato
das células ES. Entretanto, ndo se conseguiu fidgantiquantidade significativa de
distrofina. Fizemos isso, baseados em REUBIN@F. que em 2000 verificaram que as
células ES sofriam diferenciacdo espontanea, aendaosque alguns feixes de células
musculares sob condi¢des normais de cultura mamtema alta densidade de células por
periodos alongados.

Entdo, submetemos as células ES ao processo deenditcdo em Corpos
Embridides e a co-cultura com mioblastos distr&ictn vitro, as células tronco
embrionarias (ES) podem se propagar indefinidamenteum estado indiferenciado em
presenca de Fator Inibitorio de Leucemia (LIF) etom da camada de FEEDER, retendo
sua capacidade de se diferenciarem em diferem@siges quando induzidas com sinais
apropriados (DOS&t al., 2004). Para se diferenciar as ES em diversa#tifes, essas

células tém que ser cultivadas em agregados mnlulaces denominados Corpos
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Embridides (EB), dando origem a células das 3 casmgdrminativas do desenvolvimento
embrionario. E relativamente facil gerar mioblastas partir das células tronco
embrionarias. Consegue-se isso tratando os Conpisidides com 1% de DMSO pelos
primeiros 5 dias, levando a formacéo de clustersétldas ES em diferenciacdo (WOBUS
et al., 2002). Sendo assim elas passaram a expressaadoges musculares, confirmando
gue, apesar dessas células ndo estarem expressstnofina em grande quantidade, tém a

capacidade de se diferenciar em musculo.

2. Experimentosin vivo

a. Injecéo de células ES

Recentemente, foi realizado um estudo em que fecwarque depois de 2 semanas
de implantagdo de co-cultura de EB com mioblastds, em musculo de camundongos
distréficos aparecia expressdo de distrofina exdgena (BHAGAVATXU, 2005). Esse
experimento representou um grande avanco na gfilizde células ES no tratamento da
DMD. Permanecem, entretanto, algumas questdes qaantnecanismo pelo qual essas
células podem contribuir para o processo de regeéemuscular. Por isso, neste trabalho,
também se pretendeu investigar o potencial miogéméstas células quando injetadas em
camundongosdx sem a interferéncia de outro tipo celular.

A capacidade imunogénica das células ES ainda st@obem definida. Por isso,
nesse trabalho, optou-se pela injecdo destas séldm camundongosmdx
imunossuprimidos e ndo imunossuprimidos. Somente &n camundongos
imunossuprimidos, observou-se que as patas ingtgat@sentavam um grande aumento da

massa. A analise histopatoldgica mostrou muitogdale degeneracao intensa e infiltracdo
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de diversos tipos de células imaturas. Isso sugeeeas células injetadas podem ter se
multiplicado e sido incorporadas ao musculo do caongo provocando uma reacao
inflamatéria muito intensa e sua possivel difeiggdon em outros tipos celulares.

Como as células injetadas estavam coradas de Mernfi@ possivel visualiza-las e
identifica-las no musculo injetado de alguns canoagds imunossuprimidos. O mesmo
evento ndo foi observado em camundongos ndo imupossdos, onde somente se
verificou a presenca das células nos animais ohgstae sacrificados apos 2 dias. Isso
sugere que as ceélulas sO conseguiram se manter Gsculm dos camundongos
imunossuprimidos ou ainda, que através de divisérgares intensas, o corante vermelho
estaria se diluindo. Nos camundongos injetadosmisamente s6 se observou presenca de
marcacdo vermelha na regido da cauda por onde edlsdas foram introduzidas. Estes
resultados sugerem que as células injetadas pilacaedal ficaram restritas ao local da
injecdo, ndo conseguindo se distribuir e se diggnpara o musculo lesado ou para os
outros tecidos avaliados.

A analise do musculo injetado do camundoMyix 37 mostrou a presenca de uma
formacédo, parecida com novas fibras muscularegtiyass para distrofina, no meio da
regido com predominio de infiltracdo. Para verifice realmente estava ocorrendo a
formacao de novas fibras musculares, reagimos &srdeste tecido com o anticorpo anti-
miosina fetal. Os musculos esqueléticos de mansifeceexpressam diferentes tipos de
miosina. Esta molécula é formada por duas cadeesadas de miosina e dois pares
regulatorios de cadeia leve. A miosina de cadegage (MHC) € uma das principais
proteinas sarcoméricas responsaveis pela difegéacido mioblasto e tem sido usada
como um marcador de diferenciagdo muscular, que joom outras proteinas estruturais,

formam as primeiras estruturas do sarcomero (FULBOALFTINE, 1997; RAFAEL &
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BROWN, 2000; MULLER et al., 2001). No musculo esquelético de mamiferos sao
encontradas sete isoformas de MHC, quatro dessastusoulo esquelético adulto e uma
adicional predominando no musculo cardiaco (WEISSLEINWAND, 1996). O
camundongandx apresenta intensa mionecrose e regeneracdo eddemmela frequente
expressao de fibras com a isoforma da cadeia pekadaiosina fetal e por fibras com
nucleacdo central (BLAKEt al., 2002). Sendo assim, se houvesse a formacgaowds no
fibras, esse anticorpo seria um bom marcador. @nti@ ndo observamos nenhum sinal de
marcacao positiva, somente um padrdo de reacaoteastico de cortes histolégicos de
camundongosdx ndo injetados.

Por outro lado, através de PCR com marcadores d®essatélites proprios de cada
linhagem de camundongo pdde-se verificar a presedasacélulas tronco somente no
musculo injetado do camundondddx 37, ndo havendo a deteccdo das células no
camundongd/dx 38, sugerindo uma provavel eliminacdo com o passaempo.

Para determinar a sensibilidade de deteccdo de neste de DNA, foi elaborada
uma curva padrao com concentragdes conhecidas dedadlduas linhagens diferentes de
camundongos. Neste teste, o limite minimo de ileat@o do DNA da linhagem das
células ES foi de 30%. O numero de células ESeptes no camundondddx 37 injetado
foi muito proximo a este limite de deteccdo de 3M6s outros animais injetados e
imunossuprimidos, € possivel que a resolugdo daduoleigia ndo tenha permitido a sua
visualizacdo. Isto ndo indica necessariamentesareia total de células no local injetado
mas sugere que um numero grande delas foi elimjnadqgue a sua concentracdo é

certamente inferior a 30%.

94



DISCUSSAO

Corroborando com os nossos resultados, KOFEDES. (2005), verificaram que as
células ES morrem rapidamente apés a injecao imdca@mica (75% das células mortas

apos 48 horas).

b. Injecéo de células EB

Também se testou a implantacdo local e sistémiczelldas extraidas de Corpos
Embridides, em camundongasdx imunossuprimidos. A intencdo foi verificar se um
estimulo de diferenciacdo em musculo, ainda cooelsas em cultura, melhoraria o seu
potencial de repovoar com células musculares (iisérgoositivas a area degenerada.
Diferentemente dos outros experimentos, observoa-sgresenca de algumas fibras
musculares positivas para a proteina distrofinarefanto, essa quantidade de fibras
distrofina positivas também pode ser encontradacamundongosndx nao injetados,
devido as fibras revertentes freqlentemente obdasvaem muasculos distréficos
(HOFFMAN et al.,1987; 1990). Entdo, ndo se pode garantir quereaszacao seja relativa
a uma expressao de proteina suficiente, uma vend@ueapareceu distrofina na anélise por
Western blotting. No entanto, também néo se conseguiu identificases8lulas por PCR, o
gue pode indicar que embora elas tenham permanegidwisculo em quantidade inferior

a 30%, se incorporadas, podem ter se fundido ecato a expressar distrofina.

C. Imunogenicidade das células ES e de células EB

A literatura indica que tem havido um conflito gtearao verdadeiro potencial
imunogénico das células ES. DRUKKERal. (2002) e BONDE & ZAVAZAVA (2006)
caracterizam o perfil de expressédo de moléculg®rsaveis pela resposta imunoldgica das

células ES, EB e teratomas. Foi observado que hdagéES humanas e murinas
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expressavam niveis baixos de moléculas de HLAelasdém de que elas eram destruidas
muito ineficientemente por células NK vitro. Esse nivel aumentava quando as células
foram induzidas a diferenciar espontaneamente enEE&es dados revelam que as células
embrionarias indiferenciadas ndo seriam imunogéniPar isso, em alguns casos, nao
utilizamos a imunossupresséao. Inclusive, uma rev# 2007 descreve 0s mecanismos
utilizados pelas células ES para evitar sua desiouipela resposta imunoldgica do
organismo receptor (UTERMOHLEN & KRONKE, 2007). Esgrupo demonstra que as
células ES desenvolveram mecanismos para protegtasscelulas efetoras citotdxicas.

Por outro lado, outros trabalhos (REUBINOéRI., 2000; BRADLEYet al., 2002;
ANDREWS et al., 2005; MIMEAULT et al., 2007) mostram que o transplante de células
ES indiferenciada em camundongos SCID (camundomgonadeficientes) levava a
formacao desorganizada de tumores conhecidos ceratbmas, que continham tecidos
derivados das trés camadas germinais embrionartas, as propriedades das células
injetadas, depois de cerca de cinco semanas deagao.

Outro caso interessante foi verificado em trangpkamestinados a regeneracao
cerebral (ERDOet al., 2003), em que células ES murinas indiferenciaftaam
transplantadas no cérebro de ratos no hemisfédstom lesdo isquémica e migraram para
os tecidos danificados, diferenciando-se em neasdnCom as mesmas células, foi
realizado o transplante no cérebro de camundorgosjue elas ndo migraram, e tornaram-
se altamente malignas, formando teratocarcinomssauibres demonstraram desta forma,

um resultado inverso até entdo negado apos xenesectransplante homologo.
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. Consideracgoes finais

Independentemente da sua origem, as diversas gopslde células tronco tém que
ser mais bem estudadas antes da sua utilizacioétéica. A sua sobrevivéncia e a
subsequente migracdo do local da injecado até v dacdéficado continua sendo um grande
obstaculo para muitas das populacdes de célulasitdes Também se torna preocupante a
possivel resposta imunolégica gerada a partir ttadacdo de um tipo de célula estranha
ao organismo receptor, ou no caso da DMD, a umizipep estranha. Por isso, existe uma
clara necessidade de estabelecer estratégias paravigr a rejeicdo das células
transplantadas e verificar o quanto é seguro liaagfio das células tronco em terapias, em
termos da sua tumorigenicidade e potencial riscwatesmisséo de infecgbes (THOMSON
etal., 1998; WUet al., 2007).

Para se escolher qual tipo de célula utilizar, éamvaprender a como se lidar com
essas questbes. Uma melhor compreensdo do que @oomr essas células in vivo e as
consequéncias para o organismo receptor sdo demextmportancia para o sucesso do

transplante de células tronco.
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CONCLUSOES

1. Experimentos com ceélulas tronco mesenquimais

As células tronco mesenquimais de medula Gsseaat@apacidade, em alguns
momentos e sob o estimulo de proliferacdo, de sdirRm sozinhasn vitro e se

diferenciarem espontaneamente em musculo sem éstii@wutros tipos celulares e sem a
necessidade de inducdo a miogénese por fatoresulanescliberados pelos mioblastos do

musculo afetado.

. As células tronco mesenquimais eGFP, quando irgstatbcalmente em
camundongosndx, s6 foram detectadas no muasculo injetado, no maxiieoois de 3 dias,
sugerindo uma possivel eliminacdo das mesmas. Besta, elas ndo ficariam em contato
com o musculo degenerado por tempo suficienteggafandirem e comecarem a expressar

proteina distrofina, ndo gerando resultado terau@pbositivo.

. Nos experimentos de injecdo sistémica, as célul&C Mambém n&o foram
direcionadas corretamente para o musculo degradadeyindo que o processo distrofico
por si s6 ndo seria suficiente para poder atraassélulas ou que elas, mesmo sendo

injetadas por outra via também estariam sendo redidas.

. Através dos experimentos de imunossupressdo e jeed@s em diferentes
linhagens, também se descartou a hipotese deaejdigs células devido a diferenca de
linhagens e de interferéncia da degeneracao, page indicar que a proteina GFP estaria

sendo responsavel pela morte prematura dessaasialuivo.
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2.  Experimentos com células tronco embrionarias

As células tronco embrionarias e os Corpos Emte®iim a capacidade de se
diferenciar em musculo, apesar dessas células si@wem expressando distrofina em

grande quantidade vitro.

. As células ES, quando injetadas em musculo de domgos mdx
imunossuprimidos, tém a capacidade de gerar reagfiamatoria muito intensa,
provocando o aparecimento de muitos focos de deggie e uma possivel diferenciacdo
em outros tipos celulares. Entretanto, o mesmo tevedo pode ser observado em
camundongos nao imunossuprimidos, sugerindo guélaks estariam sendo eliminadas

apos 2 dias.

. Nos camundongos injetados sistemicamente, encesera¢lulas ES na regido da
cauda por onde essas células foram introduzidgsieopode significar que essas células
figuem restritas ao local da injecdo, ndo conselguse distribuir e se disseminar para o

musculo lesado.

. Somente foi possivel identificar as células injasaquando havia 30% ou mais das
mesmas ainda presentes na amostra. Abaixo dest¢ miwesolucdo da metodologia
aplicada néo permitiu a sua visualizacdo, ndo amdio necessariamente a auséncia total de

células no local injetado e sim que um maior nandetas foi eliminado.
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. Com a implantacdo local e sistémica de células depd® Embridides em
camundongosndx imunossuprimidos observou-se a presenca de algiilonas musculares
positivas para a proteina distrofina. Mesmo aseém, se pode garantir que essa marcacao
seja relativa a uma expressdo de proteina sufgienta vez que essa marcacao pode ser
relativa a fibras revertentes freqientemente obslsy em musculos distroficos, uma vez
gue ndo se observou a presenca das ceélulas por dP@&e pode indicar que elas

permaneceram em uma quantidade inferior a 30%.

. Portanto, no nosso estudo néo foi possivel serawenfia fusdo das células injetadas
com o musculo do camundongo distréfico, nem ideatif quantidade significativa de
proteinas musculares, inclusive da distrofina,masculos injetados e nos experimentos do

co-cultura através das técnicas utilizadas.
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