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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Camila Sanches Oliveira Gomes

O masculo esquelético adulto é composto majoritariamente por fibras musculares e por uma populagdo
minoritéria de células progenitoras indiferenciadas (células satélites). Apds trauma ou dano, tais células
sdo ativadas e proliferam (mioblastos), fusionando entre si ou com fibras pré-existentes, promovendo
restauracdo do masculo. Essas células tém sido utilizadas em estratégias de terapia celular para o
tratamento de doengas musculares, mas ainda sem resultados expressivos em ensaios clinicos. A morte
massiva, proliferacdo e migragdo limitadas, além de diferenciagdo precoce das células injetadas tém
sido consideradas como as principais limitagdes envolvendo esta estratégia. Dentre 0s componentes do
nicho dessas células, estdo moléculas da matriz extracelular, como a laminina (LM), principal
componente da membrana basal da fibra muscular, fundamental para integridade e funcéo das fibras
musculares. No musculo maduro, somente as isoformas LM-211 e 221 sdo encontradas na membrana
basal das fibras. Porém, resultados preliminares do nosso grupo indicavam que outras isoformas
poderiam estar presentes durante o processo de regeneracdo. Além disso, o tratamento com LM-111
tem demonstrado resultados promissores na melhora do processo de regeneragdo em modelos animais,
sugerindo que outras isoformas de LM, além das LMs 211 e 221, possam ter papel relevante na
biologia do masculo. Os objetivos deste trabalho foram: i) identificar a presenca de cadeias de LM em
mioblastos humanos, em proliferagdo e diferenciacdo in vitro; ii) realizar ensaios funcionais de
proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos humanos na presenca de isoformas de LM Observamos, por
PCR e imunofluorescéncia, que mioblastos humanos expressam, na proliferacdo e na cinética
diferenciacdo de mioblastos humanos em cultura, de forma néo simultanea, a cadeia 02 (que forma as
isoformas LM211 e 221), mas também as cadeias al, 04, a5 de LM. Em ensaios funcionais in vitro,
utilizando LMs recombinantes e anticorpos monoclonais bloqueadores, observamos que a interacdo do
mioblasto com as LMs modula a proliferacdo, diferenciacdo e fusdo desses progenitores musculares.
Nossos dados sugerem uma possivel hierarquia na expressdo de isoformas de LM na diferenciacdo de
mioblastos, e indicam que estas moléculas possam ter papéis especificos em diferentes fases do
processo de regeneracdo muscular. A caracterizacao das isoformas de LM presentes no nicho da célula
satélite visa fornecer informagdes relevantes para uso destas células em terapia celular futuramente.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Camila Sanches Oliveira Gomes

Adult skeletal muscle is composed mostly of muscle fibers and a rare population of undifferentiated
progenitor cells (satellite cells). After damage or injury, these cells are activated, proliferate (at this
point, they are called myoblast) and fuse between them or with preexisting fibers, promoting muscle
regeneration. These cells have been used in cell therapy strategies for treatment of muscular diseases,
but still with no significant results in clinical trials. Massive death, limited proliferation and migration,
and early differentiation of injected cells have been considered the main limitations of this strategy.
Among the components of cells' niche are extracellular matrix molecules, such as laminin (LM), the
main component of the basement membrane of the muscle fiber, fundamental for the integrity and
function of muscle fibers. In mature muscle, only LM-211 and LM-221 isoforms are found in
basement membrane of the fibers. Nevertheless, preliminary results from our group indicated other
isoforms could be present during the regeneration process. In addition, treatment with LM-111 has
shown promising results in improving regeneration process in animal models, suggesting that other LM
isoforms (besides LMs 211 and 221) may play a relevant role in muscle biology. The objectives of this
work were: i) to identify the presence of LM chains in human myoblast proliferation and in vitro
differentiation; ii) perform functional assays of proliferation and differentiation of human myoblasts in
the presence of LM isoforms. We observed by PCR and immunofluorescence that human myoblasts
express, in the proliferation and kinetic differentiation of human myoblasts in culture, non-
simultaneously, the a2 chain (which forms the LM211 and 221 isoforms), but also al, a4, a5 chains of
LM. In in vitro functional assays using recombinant LMs and blocking monoclonal antibodies, we
observed that the interaction of the myoblast with LMs modulates the proliferation, differentiation, and
fusion of these muscle progenitors. Our data suggest a possible hierarchy in the expression of LM
isoforms in the differentiation of myoblasts and indicate these molecules may have specific roles in
different phases of the muscle regeneration process. Characterization of LM isoforms present in the
satellite cell niche is intended to provide relevant information for the use of these cells in future cell
therapy.
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1. INTRODUCAO

1.a Musculo esquelético e células satélites
Com peso correspondente a aproximadamente 35% da massa total de um corpo

humano (Jansen et al. 2000), o musculo esquelético faz parte de um sistema que fornece ao
individuo locomocao, reserva de energia e termorregulacdo (Frontera et al. 2014; Rowland et
al. 2014). As células desse tipo de musculo sdo chamadas de fibras musculares (ou
miofibras), por causa de sua forma altamente alongada. Cada uma é um sincicio, contendo

muitos nucleos dentro de um citoplasma comum (Figura 1.1) (Alberts et al. 2010).

A Fibra muscular esquelética

AT

Fibras
musculares
esqueléticas

b e b ok bbb b sy

10 pm

Fig. 1.1: Fibra muscular esquelética. Desenho esquematico de uma fibra muscular esquelética (A) e sua
eletromicrografia de varredura (B). Fonte: Alberts et al. 2010 (com adapta¢des da autora).

A fibra muscular possuiu a maquinaria responsavel pela contracdo muscular. Isso
ocorre porque cada fibra muscular contém de centenas a milhares de miofibrilas, que séo
compostas por filamentos de miosina e de actina. O mecanismo de contragdo muscular
ocorre atraves do deslizamento desses filamentos (GUYTON; HALL, 2011).

Além dos componentes moleculares da contracdo, o citoplasma da fibra muscular
é preenchido por diversas moléculas, também responsaveis pela manutencdo da estrutura da
fibra e pela interacdo do citoesqueleto com a matriz extracelular (ECM) que envolve a fibra.
Dentre essas proteinas, podemos destacar os filamentos intermediarios. Essas estruturas ndo
tém participacdo direta na contracdo celular, nem nos movimentos de organelas, sendo
primordialmente elementos estruturais. Ao contrario dos microtibulos e dos filamentos de
actina, que, em todas as células, sdo constituidos pelas proteinas globulares tubulina e actina,

respectivamente, os filamentos intermediarios sdo formados por diversas proteinas fibrosas
1



dependendo do tipo celular: queratina em células epiteliais, vimentina em fibroblastos,
proteina acida fibrilar da glia em astrécitos e desmina, com expressao restrita em células
musculares (Junqueira e Carneiro 2005).

Os mioblastos séo precursores das fibras musculares esqueléticas e sdo originados
dos somitos, estruturas embrionarias formadas a partir da segmentacdo do mesoderma
paraxial (Buckingham et al. 2003; Musumeci et al. 2015). O comprometimento para se tornar
esse tipo de célula depende da expressdo de proteinas reguladoras de genes de pelo menos
duas familias: um par de proteinas, Pax 3 e Pax 7 (do inglés, paired-box), e a familia MyoD
de proteinas hélice-volta-hélice (em inglés, basic helix-loop-helix, bHLH) (Alberts et al.
2010).

Em determinado momento, a massiva proliferacdo dos mioblastos € interrompida
e essas células, ainda uninucleadas, comegcam a se diferenciar e sdo chamadas de midcitos.
Estes se fusionam, formando miotubos multinucleados que, mais tardiamente, ao
amadurecerem e se fusionarem entre si, formam as miofibras. Esse processo € denominado
diferenciacdo. A fusdo envolve moléculas de adesdo célula-célula especificas que medeiam o
reconhecimento entre os mioblastos recém-diferenciados e as fibras (Alberts et al. 2010).

A diferenciacdo miogénica € um processo complexo, cujos protagonistas sdo 0s
chamados fatores transcricionais de regulagdo miogénica (em inglés, myogenic regulatory
factors ou MRFs): MyoD, Miogenina, Myf5 e MRF4. Os fatores priméarios — MyoD e Myf5
— s8o expressos na fase de proliferacdo dos mioblastos, enquanto os fatores secundarios —
Miogenina e MRF4 — sdo expressos em mioblastos nas fases de diferenciacéo e fusdo (Figura
1.2) (Murre et al. 1989; Watabe 1999; Rescan 2001; Cao et al. 2006).

Alem dos MRFs, existe outra a familia de fatores transcricionais também esta
envolvida na ativacdo de genes musculo-especificos: fator 2 de aumento de midcitos ou
MEF2 (em inglés, myocyte enhancer factor-2) (Naya e Olson 1999). Existe uma acgéo
interdependente entre a familia MEF2 e os MRFs no controle da diferenciacdo do musculo
esquelético (Naidu et al. 1995; Silva e Carvalho 2007).
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Fig. 1.2: Esquema demonstrativo dos principais mecanismos de regulacdo do crescimento muscular.
MRFs e MEF2 atuam em diferentes etapas do processo miogénico. Fonte: Watabe 1999 (adaptado por
Mareco, 2012 e pela autora).

E razoavel inferir que, para a sustentagdo da morfologia e funcionalidade do
musculo esquelético durante a vida de um individuo, esse processo de formacdo de novas
fibras ndo poderia ocorrer apenas na embriogénese. Crescemos ainda na fase fetal e apds o
nascimento, e diversas lesdes podem ocorrer durante a vida, sejam elas devido a disfuncdes
neurologicas, doencas congénitas, laceracdo ou intensa atividade fisica. De todo modo, a
auséncia de reparo dessas lesdes pode levar a perda de massa muscular, deficiéncia na
locomocéo ou morte (Charge e Rudnicki 2004).

Mas, tratando-se de células diferenciadas, como isso seria possivel? Os nucleos
das fibras musculares sdo pds-mitéticos e ndo possuem a capacidade de entrar em ciclo
celular em caso de necessidade de reparo tecidual pds-trauma ou lesdo. As respostas
comegaram a surgir no inicio da década de 60, quando Alexander Mauro observou um grupo
de células mononucleadas na periferia de miofibras do musculo esquelético adulto através da
microscopia eletronica. Essas células foram denominadas células satélites e estdo localizadas
entre o sarcolema (membrana plasmatica da fibra muscular) e a membrana basal, porcéo
especializada da ECM, que circunda cada fibra (Mauro 1961). Tratam-se das células-tronco
presentes no musculo.

O crescimento de fibras musculares esqueléticas pos-natal é substancialmente
dependente de células satélites. Essas células induzem crescimento muscular tanto pela fuséo
a miofibras pré-existentes (hipertrofia) ou, menos comumente, pela fuséo entre si formando
novas miofibras (hiperplasia) (Allouh et al. 2012; Allouh et al. 2012; Allouh et al. 2008).



As células satélites existem em estado quiescente. Sdo células indiferenciadas e
mononucleadas, possuindo grande atividade mitogénica cuja contribui¢do inclui, além do
crescimento muscular pds-natal, o reparo de fibras musculares danificadas e a manutencgéo do
musculo esquelético adulto (Rantanen et al. 1995; Foshini et al. 2004). Quando o musculo
recebe o estimulo adequado, essas células séo ativadas para proliferaram e se fusionarem,
acarretando a reparacdo ou substituicdo das células musculares lesionadas (Alberts et al.
2010).

O programa miogénico via MRFs, no caso da ativacdo das células satélites no
musculo pds-natal, ocorre de modo semelhante ao processo observado na embriogénese:
durante a proliferacdo, as proteinas Myf5 e MyoD sdo expressas; com 0 comprometimento
com a diferenciacdo, observamos Miogenina e MRF4 (Negroni et al. 2011; Chargé e
Rudnicki 2004). Na figura 1.3, observamos um modelo esquematizado ilustrando o inicio
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Fig. 1.3: Ativacdo da célula satélite e sua progressdo dentro do programa miogénico. Células satélites
estdo posicionadas entre a lamina basal (estrutura mais interna da membrana basal, em roxo) e o
sarcolema (em amarelo). Estado quiescente (verde), essas células expressam Pax7. Ap6s estimulo,
essas células sdo ativadas e proliferam (vermelho), expressando Pax7 e MyoD. Algumas das células
que proliferam voltam ao estado quiescente para manutencdo do “pool” dessas células, outras migram
para o local da lesdo, onde fusionam com fibras existentes. Fonte: Adaptado de Alway et al. 2014

Naturalmente, as células satélites foram tradicionalmente associadas ao reparo e

manutencdo muscular. Entretanto, por sua natureza enquanto célula-tronco muscular,
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aplicagdes em terapia celular vém sendo cogitadas e estudadas, especialmente no que se
refere a tratamento de distrofias musculares, como a Distrofia Muscular de Duchenne e outras

doencas neuromusculares (Lindstrom e Thornell 2009).

1.b Células Satélites e Terapia Celular
A perda de fungdo muscular crénica e debilitante € um problema que afeta a

populacdo mundial por diferentes motivos: pode ser resultado de atrofia (refere-se a reducao
da massa de musculos genotipicamente normais, por diversas causas possiveis) ou distrofia
(perda de musculo funcional devido, usualmente, a defeito genético). Outro motivo de perda
funcional muscular pode ser uma extensa lesdo traumatica por qualquer razdo, gerando perda
muscular volumétrica (Grogan e Hsu 2011).

Uma das causas mais recorrentes de atrofia é a chamada sarcopenia, perda
muscular funcional relacionada majoritariamente ao envelhecimento, mas também sendo
decorrente de diversos fatores como: disturbios de inervagdo, diminuicao da atividade fisica,
anormalidades metabdlicas e alteracfes na ativacao das células satélites (Rocha et al. 2009;
Doherty 2003).

Uma das mais severas e comuns distrofias musculares é a Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD), uma doenca recessiva ligada ao cromossomo X que afeta meninos (1 a
cada 3.600 a 7.000 nascidos vivos), ocasionada pela falta da proteina distrofina. E uma
doenca extremamente debilitante e fatal, com Obitos na jovem idade de 20 a 30 anos por
problemas cardiorrespiratorios (Bladen et al. 2015; O’Brien ¢ Kunkel 2001).

Existem possiveis estratégias terapéuticas para promover a regeneragdo muscular
e a terapia celular é uma bastante promissora. Essa estratégia envolve a entrega de células
capazes de gerar novas fibras em areas afetadas. Essas células devem, evidentemente, possuir
a capacidade de migrar ao local desejado e se diferenciarem. Nesse sentido, tanto os
mioblastos como as células satélites seriam candidatos aceitaveis. De fato, ainda no final da
década de 80, Partridge e colaboradores viram que mioblastos transplantados, em modelos
animais, foram capazes de fusionar com aqueles residentes, sugerindo a possibilidade de
reparo em fibras defeituosas (Partridge et al. 1978). Entretanto, estudos clinicos em humanos
na década de 90 ndo obtiveram resultados esperados (Gussoni et al. 1992; Huard et al. 1992;
Karpati et al. 1993, Skuk e Tremblay 2015).

Como revisado por Briggs e Morgan (2015), alguns fatores sdo atribuidos ao
insucesso da empreitada: morte massiva das células transplantadas, baixa capacidade

migratoria e rejeicdo do transplante pela falta da imunossupressdo (Negroni et al. 2011).



Além disso, a diferenciacdo precoce dos mioblastos injetados também foi apontada como
uma das causas de reducéo da eficacia do transplante dessas células (Riederer et al. 2012).

Montarras e colaboradores (2005) constataram que mioblastos em cultura
geralmente reduzem consideravelmente sua capacidade regenerativa, em compara¢ao com as
células satélites (Montarras et al. 2005). Entretanto, como revisado por Bareja e Billin, o
percentual existente de células satélites em adultos é baixo (aproximadamente 4% em
humanos e murinos) e, adicionado ao fato que a populacéo de células do musculo esquelético
é bastante heterogénea, a eficacia do isolamento das células satélites é questionavel (Bareja e
Billin, 2013). Sabe-se que determinados perfis de subpopulac@es de células satélites murinas
parecem ser mais eficazes que outros (Montarras et al. 2005; Collins et al. 2007).

Entretanto, é dificil mimetizar em cultura o comportamento das células-tronco de
modo geral (incluindo as células satélites) em partes devido a compreensdo limitada que
possuimos sobre o nicho dessas células e da sua consequente influéncia in vivo. O “nicho”
das células-tronco, entendamos como o conjunto de fatores determinantes para a evolucéo da
terapia, sejam eles bioquimicos (fatores de crescimento, citocinas etc.) ou biofisicos (rigidez
da matriz, topografia, temperatura, pH, oxigenacao etc.) (Gilbert e Blau 2011).

Tendo em mente a localizagdo das células satélites — entre a membrana da
miofibra (sarcolema) e a membrana basal (MB) — e pr6ximas aos vasos sanguineos e a
juncdo neuromuscular, esse ambiente especifico é considerado o nicho dessas células. Mais
especificamente, nos atentaremos a partir de agora a importancia da matriz extracelular

(ECM) e um dos seus principais componentes: a glicoproteina laminina (LM).

1.c Matriz extracelular e lamininas
A matriz extracelular (ECM) é um importante componente estrutural nos diversos

tecidos e regula o crescimento, a proliferacdo, o movimento e a diferenciacao das células que
vivem no seu interior. Sua sintese e degradacdo acompanham a morfogénese, a regeneracdo, a
cura de feridas, os processos fibroticos crénicos, a invasdo e a metastase de tumores (Robins e
Cotran 2010).

Os multiplos componentes da matriz sdo secretados, principalmente, por células do
tecido conjuntivo e dividem-se em dois tipos: 1) aqueles constituidos por moléculas proteicas
alongadas, que se agregam formando estruturas fibrilares ou fibrosas; e 2) os constituintes que
se agregam, mas nao formam fibrilas ou fibras, e que, por sua vez, podem ter dois subtipos, a
saber: a) glicoproteinas alongadas e b) glicosaminoglicanas e proteoglicanas (Junqueira e

Carneiro 2005). Essas moléculas se organizam para formar duas formas basicas de ECM:



matriz intersticial e membranas basais (Robins e Cotran 2010) (Figura 1.4). A matriz
intersticial consiste principalmente em colageno fibrilar e ndo fibrilar, elastina, fibronectina,
proteoglicanos e hialurona. As MBs estdo intimamente associadas as superficies celulares e
consistem em colageno ndo-fibrilar (principalmente do tipo 1V), LM, heparan-sulfato e

proteoglicanos (Lebleu et al. 2007).
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Fig. 1.4: Desenho esquematico dos principais componentes da matriz extracelular. Na parte A,
esquema da membrana basal; em B, matriz intersticial. Fonte: Adaptado de Lau et al. 2010.

Dentre os componentes da MB, as LMs tém papel fundamental como principais
proteinas adesivas e medeiam a adesdo celular & MB (Nishiuchi et al. 2006). As LMs
constituem uma familia de grandes glicoproteinas heterotriméricas com multidominios e
compostas por 3 cadeias, a, B e y (Aumailley et al. 2005; Miner e Yurchenco 2004) que, em
vertebrados, existem em cinco, trés e trés formas geneticamente distintas, respectivamente.
As possiveis combinacdes entre essas cadeias sdo denominadas isoformas e, até 0 momento,
18 foram descritas (Durbeej 2010). A nomenclatura das LMs é baseada na composicdo de
suas cadeias. Por exemplo, a chamada “LM 111” ¢ composta pelas cadeias alplyl (ou
LAMA1, LAMB1, LAMC1, de acordo com a nomenclatura das proteinas derivadas dos
respectivos genes) (Aumailley et al. 2005). Uma representacdo de LM pode ser observada na

Figura 1.5.
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Fig. 1.5: Desenho esquematico da laminina (acima) com seus principais ligantes (abaixo). Em forma de
cruz, a molécula é constituida por 3 polipeptideos (cadeias o, e y) com seus respectivos dominios.
Fonte: Adaptado de <https://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-
explorer/learning-center/ structural-proteins/laminin.htmI>

Na figura anterior (1.5), podemos observar a representacdo dos dominios. Na parte
“basal” da cadeia a, 0 chamado “dominio G” é composto pelos residuos de aminoacidos no
carbono terminal e trata-se da maior porcdo para adeséo celular da LM (sd3o 5 dominios “G-
like”, LG). Os “bragos curtos” sdo compostos por dominio distal de LM N-terminal (LN),
essenciais para polimerizacdo da LM e organizagdo da MB (vide figura 1.6). A estrutura
central, de onde emergem as 3 pontas, € um motivo estrutural denominado hélice
“superenrolada” (em inglés, coiled-coil) (Lebleu et al. 2007). Essa estrutura é caracterizada

pela juncao de 2 a 7 a-hélices que sdo enroladas como fios de uma corda (Liu et al. 2006).



No espago tridimensional, a LM exibe a forma de um trevo de trés folhas, onde as
folhas (bragos curtos) se projetam num plano ortogonal ao da haste (braco longo), como visto
na figura 1.6. Esta estrutura 3D é particularmente adequada para favorecer a formacédo do
polimero laminar que inicia a montagem das MBs in vivo. Nela, os trés bracos curtos
interagem simultaneamente uns com os outros dentro de um unico plano espacial, enquanto
que o braco longo é deixado disponivel para interagir com a superficie de células contiguas
(Honester e Yurchenco 2013).

Y

Laminina Y

Fig. 1.6: Desenho esquematico do modelo de interacdo tridimensional das lamininas. Fonte: Adaptado
de Honester e Yurchenco 2013

A expressdo das LMs — assim como suas funcdes — sdo especificas de acordo com o
tipo de célula e tecido, tais como adesdo, migracdo e diferenciacdo. Células respondem a
LMs, ou seja, estas influenciam nas vias de sinalizacdo celular, através da ativacdo de
receptores de membrana celular (Dubeej 2010). As intera¢fes das células com LMs sdo
mediadas por diversos receptores, classificados entre ndo-integrinas e integrinas. Dentre os do
tipo ndo-integrina, encontram-se os sindecanos, distroglicano e glicoproteina do grupo
sanguineo Lutheran. (Durbeej 2010) (Figura 1.7). Dentre esses receptores, integrinas
desempenham papel principal na adesdo celular a LMs. Integrinas s&o compostas por 2
subunidades (o e B) associadas de modo ndo-covalente. Até o momento, 24 tipos de
heterodimeros integrinas foram identificados em vertebrados (Humphries 2002) e, dentre
elas, as que se mostraram com capacidade de ligacdo as LMs foram: integrina a6f4, 6
membros da familia de PBl-integrina (alfl, o2p1, a3p1, a6pl, a7pl, a9p1), ¢ ainda 3
membros com sub-unidade av (avp3, avp5, avp8) (Belkin e Stepp 2000). A marcacdo em

negrito realca as integrinas que possuem essa capacidade mais especifica.
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Fig. 1.7: Desenho esquematico dos principais receptores de lamininas. Fonte: Adaptado de Durbeej
2010.

1.d Musculo e lamininas

Nos musculos estriados esqueléticos, as LMs estdo presentes na lamina interna da
MB, a lamina basal que envolve cada fibra muscular. As principais isoformas de LM
expressas no tecido muscular em torno nas fibras e nas junces neuromusculares sdo as LMs
211 e 221, ambas contendo a cadeia a2 (Colognato e Yurchenco, 2000).

Como bem revisado por Domogatskaya (2012), a isoforma LM-211 é crucial para
desenvolvimento e funcionamento de masculos. Fibras esqueléticas sao cobertas por uma fina
camada de MB que é fortemente ligada ao sarcolema. Na fase embrionaria, a MB muscular
contém cadeia a2 (Sanes et al. 1990), assim como, em menor quantidade, as cadeias de LM
a4 e a5 (Patton et al. 1999). Em adultos, a LM211 é a isoforma majoritariamente presente no
musculo, mas ndo a Unica. Trata-se de 6rgdo ricamente vascularizado, e a MB das células
endoteliais possui as isoformas 411 e 511 como principais componentes (Hallmann et al.
2005). Além disso, a sinapse neuromuscular, que é a juncao entre a placa motora e a fibra
muscular, possui as cadeias de LM o4, a5 e f2 (Nishimune et al. 2017). Assim, durante o
processo de regeneracdo muscular, quando todos os componentes do musculo precisam se
“reconstruir” (miogénese, recuperagdo motora, angiogénese, entre outros), € possivel que as
diferentes isoformas presentes nesse tecido possam se ligar a mioblastos em proliferacéo e
diferenciacao.

Além disso, células do musculo esquelético expressam receptores de LM do tipo
integrina a6B1 (ou VLAG) e a7p1 (ou VLATY), além do complexo distroglicano. Foi também
demonstrado que a7p1 participa na integridade e fun¢do do musculo esquelético (Burkin et
al. 1999; 2001).
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Mutagdes na cadeia 02 da LM (LAMAZ2) sdo responsaveis por 50% das distrofias
musculares congénitas que cursam com a perda progressiva da forca e capacidade de
contracdo da musculatura esquelética (Carmignac e Durbeej 2012).

Para que haja mais compreensdo acerca da expressao e funcdo de LMs sobre

musculo, modelos de estudo apropriados sdo necessarios.

1.d.1 Modelos de estudo da interacdo entre musculo e laminina
Em 2005, um pesquisador do nosso laboratério em pos-doutorado, sob a orientagdo

dos pesquisadores Gillian Butler-Browne e Vincent Mouly (Instituto de Miologia/UPMC,
Paris, Franga), participou de um projeto que desenvolveu um novo modelo de camundongos
imunodeficientes, Rag2”~ yC~ C57, onde mioblastos humanos transplantados nio eram
rejeitados, e eram capazes de se diferenciar e formar fibras humanas, e também fibras mistas
(murina/humana) no masculo do camundongo receptor, de forma superior a outros modelos
de camundongos imunodeficientes (Cooper et al. 2011; Guigal et al. 2002; Silva-Barbosa et
al. 2005; Mouly et al. 2005).

A partir desses trabalhos, uma colaboragédo entre nosso laboratério e o grupo francés
foi iniciada, estreitada e mantida até o presente momento. Como o LPT j& possuia uma
expertise no estudo da ECM, particularmente sobre o papel da LM em diversos eventos
bioldgicos do sistema imunolégico, foi decidido avaliar a expressao e papel funcional da LM
no modelo humanizado acima citado. Nesse estudo, Silva-Barbosa e colaboradores (Silva-
Barbosa et al. 2008), submeteram o musculo Tibialis Anterior (TA) de camundongos
imunodeficientes Rag2™~ yC”~ C5", a criolesdo ou irradiacdo local e, logo em seguida,
mioblastos humanos foram injetados nos musculos lesionados. Foi entdo observado que as
células humanas transplantadas se localizavam em éareas ricas em LM, momento importante
para a trajetdria de todo estudo. Além disso, experimentos in vitro demonstraram que LM é
capaz de aumentar a sobrevida destes precursores, sua capacidade proliferativa e sua resposta
migratoria (Silva-Barbosa et al. 2008).

Funcionalmente, foi ainda observado por Goudenege e colaboradores (2010) que a
transplantagdo de mioblastos com LM-111 em camundongos denominados “mdx” (modelo
murino para distrofia de Duchenne) aumentou o potencial miogénico das células
transplantadas (com mais fibras oriundas dos mioblastos transplantados quando comparados
aos controles injetados sem essa LM). In vitro, 0s mesmos autores demonstraram que esta
molécula aumentou a proliferacdo e migracdo dos mioblastos murinos, o que explicaria o

maior numero de fibras um més apos o transplante.
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Mais recentemente, estudos foram realizados em modelos murinos e observaram
que, ativadas, as células satélites modificam seu nicho de matriz extracelular através da
producdo de enzimas que catalisam o remodelamento da MB e, em seguida, promovendo a
sintese de LAMAL e LAMAGS (Rayagiri et al. 2018), sendo essas duas subunidades de LM
sabidamente associadas a miogénese embrionaria (Anderson et al. 2009).

Entretanto, apesar de diversos estudos correlacionarem a LM a relevantes fungdes
celulares, pouco foi estudado sobre suas diversas isoformas e a importancia no complexo
processo de regeneracdo muscular. A ECM ndo somente forma um arcabouco estrutural para
a fibra muscular, mas também estimula sinais intracelulares aos tipos celulares em contato,
como a LM, que modula a sobrevivéncia, adesdo, proliferacdo, migracdo e diferenciacdo
celular, que também séo eventos fundamentais na miogénese (Riederer et al. 2015). Além
disso, a ECM ¢é capaz de sequestrar fatores sollveis como fatores de crescimento,
qguimiocinas e citocinas, ampliando ou regulando os efeitos destas moléculas. Um maior
conhecimento da expressao qualitativa, quantitativa e temporal dessa molécula durante a
miogénese podera fornecer novas informacdes sobre o processo de diferenciacdo e fusdo
muscular, mas também pode encontrar novos candidatos terapéuticos para as estratégias de

terapia celular no tratamento de distrofias musculares.
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2. OBJETIVOS

2.a Objetivo Geral

e Avaliar a expressao e funcdo das isoformas de LM na proliferacdo, diferenciacdo

e fusdo de mioblastos humanos em modelos in vitro.

2.b Objetivos Especificos
e Avaliar in vitro a expressdo de diferentes isoformas de LM na proliferacéo,

diferenciacdo e fusédo dos mioblastos humanos;

e Avaliar in vitro o papel de diferentes isoformas de LM na proliferagao,
diferenciacdo e fusdo dos mioblastos humanos, tratando as culturas celulares com

isoformas de LM recombinantes;

e Avaliar a diferenciacdo de mioblastos humanos in vitro ap6s o bloqueio de cadeia

de LM com anticorpo monoclonal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.a Cultivo celular

Utilizamos trés diferentes celulas musculares neste trabalho, todas gentilmente
cedidas pelo laboratério do grupo colaborador francés (Thérapie des maladies du muscle
strié/Institut de Myologie UM76, Université Pierre et Marie Curie, INSERM-U974; CNRS-
UMR7215, Paris, Franca). Sao elas:

a) CHQ: Mioblastos humanos obtidos a partir de explantes. Células CHQ sdo
consideradas jovens até um terco do total de divisGes (Mouly et al. 2005), e utilizamos
em nosso estudo mioblastos CHQ com até 35 divisdes. Sdo células obtidas de cultura
primaria cuja “pureza miogénica” deve ser controlada devido a contaminacdo natural
por fibroblastos. Esse controle é feito a partir da marcacdo de desmina por
imunofluorescéncia, uma das proteinas que constituem o filamento intermediario de
células musculares. Todos os experimentos foram realizados com células cuja
miogenicidade estivesse acima de 75%. As células CHQ sdo cultivadas em meio
denominado “KMEM” sem dexametasona com 20% de soro fetal bovino (SBF). A

composicdo do meio KMEM encontra-se na tabela 3.1.
b) Clone 25 (CI25): Essas células foram obtidas do mesmo doador da CHQ e
imortalizadas. Seu meio de cultivo ¢ o “KMEM” com dexametasona e 20% de SBF.

Todos os componentes estdo descriminados na tabela 3.1.

c) LHCN-M2: Assim como as “CI25”, as LHCN-M2 sdo ceélulas musculares

imortalizadas cujo meio de cultivo é o “KMEM” com dexametasona e 20% de SBF.
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Componente Concentracao Fabricante e catalogo
Meio DMEM High 4 partes Gibco; 10566
Glucose
Meio 199 1 parte LGC; BR30006-05
Fetuina 25 pg/mL Gibco; 10344-026
bFGF recombinante 0,5 ng/mL Gibco; PHG0024
humana
EGF recombinante 5 ng/mL Gibco; PHG0311
humana
Insulina 5 pg/mL Sigma; 91077C-1G
Dexametasona 0,2 pg/mL Sigma; D4902-100mg
Gentamicina 50ug/mL ThermoFisher; 15750060
Soro Fetal Bovino 20% Gibco; 12657029

Tab.3.1: Composic¢do do Meio KMEM utilizado para células musculares em proliferag&o.

Para que ocorra a diferenciacéo desses 3 tipos de células musculares, ou seja, para
0s mioblastos em cultura se diferenciem em miotubos, sdo necessarias condigdes especificas
de cultivo. Séo elas: i) confluéncia adequada, superior a 90%; ii) auséncia de soro fetal

bovino e iii) meio DMEM high glucose com adicdo de insulina a 10 pg/mL.

3.b Identificacdo das cadeias de lamininas por imunofluorescéncia

3.b.1 In situ, nas laminas com musculos transplantados com precursores miogénicos

Anteriormente a este trabalho, no laboratério de Vincent Mouly, masculos Tibialis
Anterior (TA) de camundongos imunodeficientes Rag2”~ yC~ C5 ' foram lesionados por
criolesdo ou irradiacdo e, em seguida, transplantados com mioblastos humanos CHQ. Apds o
tempo determinado previamente no desenho da cinética de regeneracdo, o camundongo foi
apropriadamente eutanasiado, o TA foi congelado, cortado em criostato e o corte foi aderido
a lamina.

Realizamos a marcacdo por imunofluorescéncia de alguns dos cortes importados
para o Brasil no tempo de 21 dias pds-lesdo. As laminas, armazenadas a -80°C, foram fixadas
e marcadas. Foram usados 0s anticorpos anticadeia al, a4 e a5 (informagdes na tabela 3.2),
além de anti-espectrina humana (Spec 1). Todas as marcacGes foram fotografadas

posteriormente em microscopio de fluorescéncia.

3.b.1 In vitro, nas culturas celulares de CHQ, CI25 e LHCN-M2

Para identificarmos as cadeias de LMs presentes em diferentes estagios do cultivo

celular, cultivou-se as células (CHQ, CI25 e LHCN-M2) em LabTeks de permanox nas
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condigOes ideais de proliferacdo e diferentes tempos de diferenciagéo (24h, 3d, 5d e 7d). Para
proliferacdo, plaqueou-se 5x103 células/pogco em meio de proliferacdo (KMEM 20% SBF com
ou sem adicdo de dexametasona, dependendo do tipo celular). Ja para os pontos de
diferenciagéo, as células foram plaqueadas em maior confluéncia (10* células/pogo) em meio
de proliferagdo também, e, apds atingirem confluéncia superior a 90%, o meio foi trocado
para o apropriado para diferenciacdo (DMEM High Glucose com adi¢do de insulina a 10
pg/mL), sendo este dia considerado o “dia 0” de diferenciagéo.

Ap0s o periodo discriminado, as células foram fixadas com etanol P.A. durante 10
minutos a temperatura ambiente. Para a posterior marcacdo, utilizamos a técnica de
imunofluorescéncia indireta, cujos anticorpos primarios estdo listados na tabela 3.2. Todas as

marcacdes foram fotografadas em microscépio de fluorescéncia.

Anticorpo Primario Fabricante e Catalogo

LAMAL, clone AL-4
(anticadeia al de laminina)
LAMAZ, clone 5H2
(anticadeia a2 de laminina)
LAMAA4, clone 3H2
(anticadeia a4 de laminina)
LAMAS, clone 4c7
(anticadeia a5 de laminina)

R&D Systems; MAB4656

Millipore; MAB1922

Santa Cruz; Sc16592

Millipore; MAB1924

Tab. 3.2: Relagdo dos anticorpos primarios utilizados na identificagéo das cadeias de laminina (LM).

3.c ldentificacdo das cadeias de lamininas por RT-PCR

Para identificarmos as cadeias de LMs via RT-PCR, cultivamos as células CI25 em
placas de 150mm de didmetro (maiores que o tamanho usualmente utilizado para expanséo,
de 100mm). As células foram plaqueadas em triplicata numa quantidade aproximada de
10%/placa nas seguintes condicdes: proliferacdo e diferenciacio nos tempos de 24h, 3d, 5d e
7d. Em todas as condicdes, as células foram inicialmente plaqueadas em meio KMEM com
20% de SFB (meio de proliferacdo). Entretanto, as placas destinadas a diferenciagéo tiveram
seus meios de proliferacdo substituidos por meio de diferenciacdo (DMEM High Glucose
com insulina a 10 pg/mL) quando a confluéncia atingiu 90% das placas. Este foi considerado
o “dia 0” de diferenciagao.

ApoOs o tempo previsto em cultivo de cada condicdo, as células foram recolhidas
através da tripsinizagcdo. Apos lavagens e centrifugacOes, as células, depositadas em tubos

Eppendorf autoclavados, foram alocadas em freezer a -80°C.
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Foi realizado o isolamento do RNA através do “RNeasy Mini Kit” (Qiagen),
quantificacdo via NanoDrop, sintese de DNA complementar (cDNA) e, entdo, o RT-PCR foi
realizado com Syber Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) no Sistema de PCR em
Tempo Real Super Script. As sondas moleculares foram previamente projetadas através do
programa Primer Express (Applied Biosystems) e suas sequéncias encontram-se

discriminadas na tabela 3.3 abaixo.

Gene Sequéncia do Primer
LAMAL (F) TGGAGTACGTTCCCGGCGCT
LAMAL (R) AGGCGAACGTGCGGATGCTT
LAMAZ2 (F) GGGCTCAGGAATGGCTTCCGTTG
LAMAZ (R) TTCTCAGCGTTGGCAGGCCAC
LAMAS3 (F) CCGGACGGTGTGTTCCCTGC
LAMA3 (R) CACAGTGCTCTCCCGCGGTG
LAMA4 (F) AGCAGAAGCGACCTGCAAGCA
LAMA4 (R) GTTCCGGCCGCTTCACAGGG
LAMAGS (F) GGCCTGGAGTACAACGAGGTCAAC
LAMAS (R) CCAGGGGCACGATGCGTGAGT
LAMBL1 (F) TCCGAGTGCCTGAAGGGGCT
LAMBL (R) CACACCGGCCGAGGAAGGAC
LAMB?2 (F) TTGTGCAGCGTCCAGGGCCT
LAMB?2 (R) AGGGAGTCTCAGGCTGGGCAC
LAMCI1 (F) GCCGTGGAGGAGGGCAACTG
LAMC1 (R) CCCCCATGGCCAGTGGAACG
LAMC?2 (F) ACAACTCCGGACGGTGCAGC
LAMC2 (R) CCTGCGATGCCAGCTGGGTC
LAMC3 (F) CAGACGCAAGCCACGCTCCA
LAMC3 (R) GACCCCAGCCTGGCAAGCAG

ITGAG (F) GGCCATGCACGCGGATCGA
ITGAG6 (R) CGACCTTGCCCCCTGGACCTT
ITGAT (F) GGTGAGGGGCGAGAGAGCCA
ITGA7 (R) CTTTCTGCCCAGGCCCCTGC

Tab. 3.3: Descricdo dos primers utilizados. “F”, do inglés forward; “R”, do inglés reverse.
3.d Ensaio de proliferacdo com coating de lamininas

Para analisarmos a proliferacdo de CHQ e CI25 frente a diferentes isoformas de
LMs, realizamos o tratamento das isoformas (coating) em laminulas de vidro overnight a 4°C
na concentracdo de 10ug/mL. Essas laminulas s&o de 13mm de diametro (Knittel Glass) e
foram previamente autoclavadas, tratadas e alocadas em placas de cultivo de 24 pocos.

As isoformas de LMs humanas recombinantes utilizadas, todas comercializadas pela

BioLamina, estdo relacionadas na tabela 3.4.
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Concentracao
Isoforma Catélogo
utilizada
111 LN111-03
121 LN121-02
211 LN211-02
221 LN221-02
411 LN411-02 10ng/mL
421 LN421-02
511 LN511-03
521 LN521-02

Tab. 3.4: Rela¢do das isoformas de lamininas comercializadas pela BiolLamina utilizadas neste
trabalho. As lamininas foram diluidas em DPBS com calcio e magnésio (Gibco).

Além das isoformas de LMs, foram utilizadas laminulas controle nas seguintes
condigOes: a) apenas vidro; b) coating com BSA a 10 pg/mL; c) coating com gelatina e d)
coating com LM111 murina.

Ap0s o tratamento com as isoformas humanas, a LM111 murina e o controle BSA, as
laminulas foram lavadas com DPBS com Ca e Mg (Gibco) e armazenadas a 4°C. O coating
com gelatina foi realizado a temperatura ambiente por 2 horas. As células foram entdo
plaqueadas em duplicata nas laminulas tratadas e alocadas em placas de 24 pogos (5x103
células/pogo de CI25 ou 7x10% de CHQ) para o tempo de proliferacdo de 2 dias.

Para avaliarmos a proliferacdo, utilizamos estratégias diferentes para CHQ e
CI25. Para a célula primaria CHQ, utilizamos a marcac¢do com o anticorpo anti-Ki67 (Abcam;
catalogo: AB833) e antidesmina (Clone D33, DBS, catalogo: Mob060), sendo o percentual de
mioblastos em proliferagdo considerado como células Ki-67" dentre as células Desmina®.

No caso da célula imortalizada CI25, foi utilizado o kit “Click-iT EdU Alexa
Fluor 488 Imaging Kit” (Thermofisher, catalogo: C10337). O EdU (5-ethynyl-2'-
deoxyuridine) é incorporado ao DNA recem-sintetizado (Salic e Mitchison 2008) e a
quantificacdo da proliferacdo celular foi dada pelo percentual de células EQU* dentre todos os
nacleos quantificados (corados, em ambas situa¢des, com DAPI). Foram analisadas células
CI25 em proliferacdo apos 2 e 5 dias, sendo o EdU adicionado no final do experimento, na
janela de tempo mais adequada antes de fixar a placa (2 horas antes em proliferacdo de 2 dias
e 5 horas antes, no caso de 5 dias). Dessa forma, temos um “retrato” de células em sintese no

final do ponto da cinética especifico.
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Em ambas estratégias, as células foram fotografadas em microscopio de
fluorescéncia (no minimo, 5 campos aleatdrios) e quantificadas com o auxilio do software

Image J (Broken Symmetry Software versédo 1.4.3.67).

3.e Ensaio de diferenciacdo com coating de lamininas

De modo semelhante a metodologia do item “3.d”, as células CI25 ¢ CHQ foram
plaqueadas em laminulas de vidro previamente tratadas. As condi¢bes foram as mesmas:
somente vidro, BSA, gelatina, LM111 murina e as isoformas de LM humana recombinante:
111,121, 211, 221, 411, 421, 511 e 521 (vide tabela 3.4).

A quantidade de célula plaqueada por pogo foi de 3x10* em meio DMEM High
Glucose com insulina a 10 pg/mL. No caso das células Cl 25, os tempos de diferenciacdo
foram: 2 e 5 dias. Ja as células CHQ, foram: 3, 5 e 7 dias.

Apobs o tempo discriminado, as células foram fixadas com etanol P.A. e marcadas via
imunofluorescéncia indireta. Para mensurar a formacdo de miotubos em cultura, utilizamos o
indice de diferenciacdo através da marcacdo da cadeia pesada da miosina em miotubos (em
inglés, myosin heavy chain, MyHC — clone MF20. R&D Systems; catalogo MAB4470).

As células foram fotografadas em microscopio de fluorescéncia (no minimo, 5
campos aleatdrios) e quantificadas com o auxilio do software Image J (Broken Symmetry

Software verséo 1.4.3.67).

3.f Blogqueio da cadeia de laminina

Para avaliar o papel da cadeia de LM na diferenciacéo, tratamos as células CHQ com
anticorpos anticadeia a5 de LM (clone 4c7, Millipore, catalogo: MAB1924) na concentracéo
de 2,5ug/mL. Para controle, foi utilizado tratamento com imunoglobulinas murinas
purificadas (Ig purif, BD, catélogo: 557273), além de um dos pocos ndo receber nenhuma
intervencéo.

As células foram plaqueadas em LabTeks permanox de 8 pocos na quantidade de
10*/poco em meio de proliferacdo e deixadas a 37°C até atingirem confluéncia desejada de
90% (geralmente, de 3 a 5 dias depois). Na confluéncia adequada, 0 meio € trocado para a
diferenciacdo e o esquema de tratamento se inicia (dia 0). De acordo com o tratamento

recebido, o poco da LabTek foi identificado da seguinte maneira:

e Co: poco controle, apenas meio de diferenciacdo

¢ Ig: tratamento com Ig murina purificada
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e Condicgdo (5D): tratamento com anticorpos mantidos em todos os dias de diferenciagéo.

e Condigdo (2D+3D-): anticorpos mantidos em cultura somente nos dois primeiros dias de
diferenciacéo.

e Condigdo (3D-2D+): anticorpos mantidos nas culturas durante os dois Gltimos dias de
diferenciacéo.

Na tabela 3.4 abaixo, encontra-se 0 esquema com a cinética de tratamento.

Dias
0 1 2 3 4 5
M AC M AC AC M AC M AC
X

Identificacdo poco
LabTek

Controle (Co)
Ig X Fixar em
5D X X Etanol

2D+3D- X X
3D-2D+ X X

Tab. 3.5: Organizacdo do tratamento com anticorpos monoclonais anticadeia a5 de LM (4¢c7). M =

somente meio de diferenciacdo; AC = meio de diferenciacdo com anticorpo diluido a 2,5 pg/mL.

Identificacdo pogo: Controle (Co) = sem tratamento, apenas adi¢cdo de meio. Ctrl Ig= tratamento com

Ig controle. Condigdo “5D”= tratamento com anticorpos mantidos em todos os dias de diferenciagio.

Condi¢do (2D+3D-)= anticorpos mantidos em cultura somente nos dois primeiros dias de

diferenciacdo. Condi¢do (3D-2D+)= anticorpos mantidos nas culturas durante os dois ultimos dias de

diferenciacéo.

M
X
X

Apos a fixacdo no dia 5 de diferenciacdo com etanol P.A., as LabTeks foram
marcadas via imunofluorescéncia indireta com o anticorpo anticadeia pesada de miosina em
miotubos (em inglés, myosin heavy chain, MyHC — clone MF20. R&D Systems; catalogo
MAB4470) e DAPI.

As células foram fotografadas em microscopio de fluorescéncia (no minimo, 5
campos aleatdrios) e quantificadas com o auxilio do software Image J (Broken Symmetry

Software versédo 1.4.3.67).

3.9 Analise Estatistica

Os valores obtidos foram compilados em tabelas de Excel e a andlise descritiva foi
realizada através de média amostral e desvio padrdo (média = DP). Os calculos foram feitos

com auxilio do software GraphPad Prism 5.
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4. RESULTADOS

Além da cadeia a2, dados na literatura ja haviam demonstrado a expressao
transitéria de diferentes cadeias de LM durante o processo de regeneracdo muscular em
modelo animal (Sorokin et al. 2000; Ringelmann et al. 1999). Decidimos investigar se outras
isoformas humanas poderiam estar presentes no processo de regeneracao.

Utilizando amostras de musculo TA de camundongos imunodeficientes Rag2 ™
yC~ C57 transplantados com mioblastos humanos CHQ, confirmamos com o uso de
anticorpos especificos humanos, por imunofluorescéncia, a presenca das cadeias de LM al,
ad e a5, em torno de mioblastos e fibras humanas (em verde), indicando a possivel presenca
de outras isoformas de LM, além das 211 e 221, durante o processo de regenera¢do muscular.
As fibras humanas foram identificadas pela marcagdo do anticorpo anti-espectrina humana,
sendo sua visualizagdo mais favoravel nos aumentos de 200x. Podemos notar que ocorre uma
co-localizacdo de espectrina, em vermelho, com as diferentes cadeias de LM (em verde),
mostrando a marcacdo dessas cadeias em torno da fibra. Em aumento menor da marcacgéo de
al (100x), identificamos com clareza a marcagdo mais expressiva de LM no sitio de injegdo
das células humanas, mas que € negativa nas areas onde as células humanas ndo estdo

presentes (Figura 4.1)
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LM-alphal LM-alphal
100x 200x
LM-alphad LM-alpha5s
200x 200x

Fig. 4.1. Expressdo de cadeias de LM (em verde) e espectrina humana (vermelho) em musculo TA de
camundongos imunodeficientes apds 21 dias do transplante de mioblastos humanos. Em laminas
congeladas contendo cortes de musculo TA de camundongos Rag2 yC~~ C57 transplantados com
mioblastos humanos CHQ foram marcadas com anticorpo anti-LM para as cadeias al, a4 e a5, além
do anticorpo anti-espectrina humana. Os cortes foram fotografados em microscépio de fluorescéncia
nos aumentos de 100 e 200x. “Seta branca” em LM a4 indicando marcacdo desta cadeia em
localizacdo periférica as fibras musculares.

Esses resultados confirmam dados ainda ndo publicados do nosso grupo, que
mostraram a presenca das cadeias al e o5, além da cadeia a2, na regido de mioblastos
humanos transplantados. Além disso, também demonstramos a presenca da cadeia a4, tanto
em volta das fibras musculares, quanto positivas em células localizadas proximas as fibras
musculares, semelhante a posi¢do anatémica das células satélites (vide seta branca na figura
4.1). Uma combinacdo de anticorpos sera necessaria para definir se as células LM a4 séo
mioblastos humanos em posicdo satélite.

A demonstragdo da expressdo das cadeias a4 e a5 de LM in situ corroborou os dois
Unicos trabalhos que mostraram a presenca de outras cadeias de LM, além da cadeia o2,
durante a regeneracdo muscular em modelo murino (Sorokin et al. 2000; Ringelmann et al.
1999). Nesses dois trabalhos, apesar da presenca de outras cadeias de LM nas fibras formadas

nos muasculos de camundongos em regeneracdo, ndo é possivel excluir a possibilidade de que
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essas LMs pudessem estar sendo produzidas por outras células do microambiente e
posteriormente aderidas/ligadas as células humanas atraves de receptores especificos.

No nosso modelo, os anticorpos usados para detectar as cadeias de LM sdo humanos-
especificos, descartando a possibilidade de que outras isoformas de LM (produzidas na
juncdo neuromuscular e pelas células endoteliais, por exemplo) pudessem ser ligadas a
superficie dos mioblastos humanos. Por outro lado, os mioblastos humanos CHQ usados no
experimento da figura 4.1 ndo sdo puros, apresentando um natural percentual de fibroblastos
(discutido adiante de modo mais aprofundado). Essas células, conhecidas produtoras de
ECM, poderiam estar produzindo as LMs.

Para verificar se as cadeias de LM al, a4 e a5, co-localizadas com mioblastos e
miotubos humanos em musculos TA de camundongos imunodeficientes Rag2 ™~ yC™~ C5 ",
como demonstrado pelo nosso grupo (e visto na figura 4.1) eram de fato produzidos pelos
progenitores musculares, resolvemos investigar a expressao dessas cadeias na proliferacao e

diferenciacdo de mioblastos humanos in vitro.

4.a Proliferacao e diferenciacdo de mioblastos humanos in vitro

Neste trabalho, utilizamos trés linhagens de mioblastos humanos que foram
gentilmente cedidas pelo nosso colaborador francés Dr. Vincent Mouly. A linhagem CHQ,
que foi a célula utilizada nos estudos acima citados, é derivada de uma cultura priméria
obtida pela técnica de explantes de bidpsias musculares (Edom et al. 1994). Essas células
foram mantidas em cultura somente quando apresentavam miogenicidade (relacdo de
mioblastos sobre células ndo-miogénicas, majoritariamente fibroblastos) igual ou maior que
75%. Para esse controle, identificamos células miogénicas presentes na cultura CHQ atraveés
principalmente da técnica de imunofluorescéncia com o uso do anticorpo antidesmina. Para a
deteccdo dos miotubos, utilizamos o anticorpo anticadeia pesada de miosina (MyHC).

A esquerda da figura 4.2 (A), observamos células CHQ em proliferagdo marcadas
com anticorpo antidesmina. O percentual da quantidade de nucleos pertencentes a células
desmina+ em relacdo a quantidade total de nucleos (marcados com DAPI) nos fornece a
miogenicidade dessas células. A direita (Figura 4.2B), observamos miotubos que, apds serem
devidamente estimulados (elevada confluéncia celular e meio sem soro), se diferenciaram e
fusionaram, sendo marcados positivamente com anticorpo que reconhece MyHC (cadeia

pesada da miosina).
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Fig. 4.2. Determinagdo da miogenicidade e potencial de fusdo das células CHQ. A imagem 4.2a mostra
a identificacdo das células miogénicas (mioblastos) em culturas de CHQ em proliferacdo (em verde,
anticorpo antidesmina). A imagem a direita, 4.2b mostra células miogénicas fusionadas ap6s a inducdo
da diferenciacdo em cultura (em verde, anticadeia pesada da miosina, MyHC). Os nucleos foram
marcados com DAPI. N>10. Aumento = 100x.

4.b ldentificacdo das cadeias de lamininas por imunofluorescéncia

Para investigarmos a expressdo de isoformas de LM nas CHQ in vitro, utilizamos
anticorpos monoclonais especificos para diferentes cadeias alfas de LM através da técnica de
imunofluorescéncia (Figura 4.3). Na fase de proliferacdo, somente a cadeia al foi observada.
No ponto 24h da cinética de diferenciacdo, a mesma cadeia continuava sendo observada. No
dia 3, quando a fusdo é mais evidente nas CHQs, observamos a expressdo das cadeias a4 e
ab. Interessante notar que a expressdo da a5 foi observada principalmente nos miotubos. Por
fim, a cadeia a2, que € expressa na MB das fibras maduras, foi detectada mais tardiamente,

em miotubos mais maduros, notoriamente a partir de 7 dias de diferenciacéo.
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Fig. 4.3: Expresséo de diferentes cadeias de LM em CHQ. As células foram mantidas em meio de
proliferacdo e, quando a cultura se tornou confluente, o0 meio de diferenciacdo foi adicionado. Em
proliferacdo e nos dias 1, 3 e 7 ap6s inducdo da diferenciagdo, as culturas foram fixadas. Em verde
podemos observar a imunomarcacdo para as cadeias de LM al, 2. 4 e 5. Os anticorpos primarios
foram revelados com o uso do secundario GAM-AF488. Os nicleos podem ser observados em azul
(DAPI). N=3. Aumento: 100x.

Como ja visto, as celulas CHQ sdo mioblastos humanos derivados de cultura
primaria e por isso, a cultura ndo é pura, apresentando uma parcela importante de fibroblastos
(Edom et al. 1994). Assim, apesar de observarmos mioblastos e miotubos positivos para as
cadeias de LM, ndo é possivel excluir a possibilidade de que essas isoformas possam estar
sendo produzidas pelos fibroblastos e posteriormente adsorvidas e aderidas as membranas das
células musculares via receptores que essas células possuem. Para resolver essa questdo,
utilizamos a linhagem imortalizada CI25, derivada da cultura primaria CHQ. A CI25, ao
contrario da CHQ, apresenta uma miogenicidade de 100% (todas as células sdo desmina

positivas), e se diferenciam em miotubos nas condi¢des de cultura ideais.
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Com um perfil semelhante as células CHQ, as culturas de CL25 expressaram todas
as cadeias a testadas na cinética de diferenciacdo. Observamos que a cadeia a5 foi detectada
em todos os pontos da cinética de diferenciacdo, sendo que essa Ultima apresentou uma
expressdo discreta nos dias 1 e 2 pos-diferenciacdo. A partir do dia 3, todas as cadeias foram
observadas, tanto nas células indiferenciadas quanto nos miotubos (Figura 4.4). Como essas
culturas sdo puras, confirmamos que mioblastos produzem essas cadeias, indicando que
diferentes isoformas de LM possam estar sendo produzidas e secretadas pelos progenitores
musculares humanos em proliferacdo e quando diferenciados. Porém, uma analise mais
detalhada € necessaria para demonstrar que tanto mioblastos, quanto miotubos podem

produzir as LMs.
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Fig. 4.4: Expressdo de diferentes cadeias de LM em células da linhagem imortalizada CI25. Em
proliferacdo e nos dias 1, 2, 3, 4, 5 e 7 apds inducdo da diferenciacdo, as culturas foram fixadas. Em
verde podemos observar a imunomarcacao para as cadeias de LM a2, 4 e 5. Os anticorpos primarios
foram revelados com o uso do secundario GAM-AF488. Os nucleos podem ser observados em azul
(DAPI). N=2. Aumento: 100x.

Como abordado anteriormente, no musculo maduro, as isoformas de LM encontradas

sdo as 211 e 221. Entretanto, na embriogénese, outras isoformas, como a 111, também s&o
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observadas (Miner et al. 2004). Como as células acima citadas foram obtidas a partir de
biopsias de um doador jovem, com o musculo ainda em fase de crescimento (Edom et al.
1994), é possivel que durante essa fase, com o mdsculo ainda em fase de maturacdo, outras
LMs poderiam estar sendo expressas pelas CHQs e CL25. Nesse sentido, decidimos analisar a
linhagem de mioblastos humanos LHCN-M2 obtida a partir de uma bidpsia de um doador
adulto (Zhu et al. 2007). Assim como a CL25, essa linhagem é 100% miogénica e se fusiona
formando miotubos.

Observamos, de maneira semelhante as outras linhagens testadas, a expressdo das
cadeias de LM a4 e o5 (além da cadeia a2) durante a cinética de diferenciacdo. Interessante
notar que assim como a CL25, essa linhagem parece expressar de forma discreta as cadeias

a4 e a5 na proliferacdo (Figura 4.5).
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Fig.4.5: Expressdo de diferentes cadeias de LM em célula muscular imortalizada LHCN-M2. Em
proliferacdo e nos dias 1, 2, 3, 4, 5 e 7 apds inducdo da diferenciacdo, as culturas foram fixadas. Em
verde podemos observar a imunomarcacao para as cadeias de LM a2, 4 e 5. Os anticorpos primarios
foram revelados com o uso do secundario GAM-AF488. Os nlcleos podem ser observados em azul
(DAPI). N=1. Aumento: 100x.
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4.c lIdentificagio das cadeias de lamininas por RT-PCR

Para confirmar os achados da expressao de cadeias de LM por imunofluorescéncia
nas células CL25, a expressdo génica de cadeias de LM e das integrinas a6 (VLAG) ¢ a7
(VLAY) foi quantificada através da técnica de RT-PCR. As amostras foram recolhidas em 5
diferentes perfis: proliferacdo, diferenciacdo 1, 3, 5 e 7 dias. O resultado preliminar da
quantificagdo do RNAm dessas amostras pode ser observado na Figura 4.6. Observamos que
ndo sO as cadeias al, 2, 4 e 5 estdo presentes e moduladas na proliferagdo e cinética de
diferenciacdo, mas também outras cadeias como a a3 e as cadeias § e y, o que indica que
diferentes isoformas (trimeros) estejam sendo produzidos. Interessante notar que a expressao
das cadeias de LM al, 4 e 5 aumentaram de forma importante durante a cinética de

diferenciacdo, corroborando os achados da imunofluorescéncia.
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Fig. 4.6: Expressdo de lamininas e receptores via RT-PCR em CI25. Foram analisadas cadeias de
lamininas (LAMA = o, LAMB =3 e LAMC =) e integrinas a6 e a7 em CI25. RT-PCR realizado em
células nas seguintes condi¢des: proliferacdo e diferenciacdo 24h, 3, 5 e 7 dias. Dados obtidos de uma
mesma cultura plaqueada em triplicata em um experimento e representados como média + DP.
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4.d Ensaios funcionais de proliferacéo na presenca de diferentes isoformas de LM

Uma vez demonstrado que mioblastos humanos expressam diferentes cadeias de LM
na proliferacdo e diferenciagéo, decidimos realizar ensaios funcionais para avaliar se esses
fendmenos bioldgicos poderiam ser modulados na presenca das isoformas de LM
recombinantes humanas. Primeiramente, avaliamos a proliferacdo das células CHQ. Para tal,
plagueamos as células sobre as isoformas de LM e, ap6s 2 dias de cultura, o0 nimero de
células foi contado. Nossos dados mostram que isoformas de LM nédo parecem estimular a
proliferacdo apds dois dias de cultura (Figura 4.7). De forma preliminar, observamos que
parece haver uma leve tendéncia de aumento do nimero de células nos pogos com LM-211
pois, quando comparamos a contagem obtida com coating de BSA, as contagens aparentam
estar por volta de 10 células/campo acima do controle. Devido ao grande desvio padrdo, a
mesma especulagéo ndo pode ser feita com a contagem no pogo com LM 111.

Por outro lado, ocorre uma diminuicdo evidente na contagem das células plaqueadas
em LMs 421 e 511. Comparando com o controle BSA, parece haver uma diminuicdo de
aproximadamente 10 células/pogo na contagem com essas isoformas.

Outros dados do nosso grupo (artigo em preparacdo) mostram que as isoformas 111,
211 e 511 ndo estimulam a proliferagdo de mioblastos humanos em dois dias de cultura
quando comparadas com o controle BSA. E importante que mais experimentos sejam

realizados para verificar o efeito das outras isoformas.
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Fig. 4.7. Proliferacdo de mioblastos CHQ cultivados sobre as isoformas de LM. Células CHQ foram
cultivadas sobre placas de cultura cobertas por isoformas de LM recombinantes humanas durante dois
dias. Os nucleos corados com DAPI foram contados. Foram fotografados e quantificados 5 campos
aleatorios em um experimento. Dados representados como média + DP.
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Para nos certificarmos que a alteracdo na contagem das células CHQ tem como
causa a influéncia das LM na proliferagéo, utilizamos o marcador K167, que esta presente nas
fases G1, S e G2 do ciclo celular, mas ausente da fase GO (Scholsen 2000). Em mioblastos,
essa analise é importante pois a saida do ciclo celular (GO0), pode significar a volta a
quiescéncia (ou seja, refazer o pool de células progenitoras) ou entrada no processo de
diferenciagdo e, neste caso, saida definitiva do ciclo celular. Para isso, marcamos as culturas
CHQ com anti-KI-67 e antidesmina (imagem representativa Figura 4.8), e a taxa proliferativa
dos mioblastos foi obtida através da contagem das células desmina®ki-67* (Figura 4.9).
Observamos que, apos 2 dias em cultura, as LMs 111, 221, 411, 511 e 521 parecem aumentar
0 numero de mioblastos humanos na fase proliferativa do ciclo celular. Apesar desse
experimento especifico ter sido realizado uma vez, dados do nosso grupo, corroborados pelos
dados dessa figura (artigo em preparagdo), mostram o aumento significativo de mioblastos
humanos CHQ Ki-67* quando cultivados sobre as isoformas de LM-111 e 511, mas ndo da
isoforma 211. Esse efeito € mais evidente apds 4 dias em cultura. Esses dados corroboram a
literatura, que mostra a capacidade da LM-111 em estimular a proliferacdo de diferentes tipos
celulares, incluindo mioblastos (Silva-Barbosa et al. 2008; Riederer et al. 2015). Além disso,
esses dados mostram que outras isoformas, além da 111, também estimulam a proliferagdo

dos progenitores musculares humanos, como a LM-511 e 521 (Figura 4.9).

Fig. 4.8. Identificacdo de mioblastos humanos em fase proliferativa ap6s dois dias de cultivo sobre
isoformas de LM recombinante humana. Na imagem representativa, observamos células CHQ em
proliferacdo plaqueadas em LM-411. Em azul, marcacdo nuclear com DAPI; em verde, desmina
(proteina do filamento intermediério presente somente em células musculares); em vermelho, marcacéo
nuclear com Ki67 nos mioblastos cultivados em meio de proliferagdo. Aumento de 100x.
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Fig. 4.9: Quantificacdo de mioblastos CHQ Ki-67* apds dois de cultivo sobre isoformas de LM.
Células CHQ foram plaqueadas em diferentes condi¢cfes em meio de proliferacdo e, apds 2 dias de
cultivo, fixadas e marcadas para desmina e Ki-67. Foram fotografados e quantificados 5 campos
aleat6rios em um experimento. Dados representados como média + DP.

Para nos certificarmos que qualquer efeito observado seria devido aos mioblastos — e
ndo uma consequéncia da presencga dos fibroblastos — realizamos ensaios funcionais com o
mioblasto humano imortalizado CI25.

De modo semelhante a CHQ, realizamos coating de diferentes isoformas e
quantificamos o total de células por campo em 2 e 5 dias de proliferacdo (Figura 4.10). Em 2
dias de proliferacdo, a contagem de células existentes no campo tende a ser maior quando em
coating de LM-121, comparando ao BSA. Enquanto as isoformas 411 e 421 ndo parecem
exercer influéncia nesse estagio. Entretanto, sdo dados preliminares e o desvio padrdo das
contagens nao favorece leituras mais conclusivas.

Ainda na figura 4.10, observamos a contagem de nucleos ap6s 5 dias de proliferacao.
Todas as isoformas possuem contagens equivalentes, entre 200 e 300 nucleos por campo, com
excecdo dos pocos contendo as isoformas: 211, 411 e 421. Nesses casos, a contagem se
manteve entre 100 em 200 nlcleos por campo. Aparentemente, em relacdo a quantidade de
célula quantificada por campo no modelo de CI25, as isoformas de LM de cadeia a4 parecem
n&o contribuir para o aumento da contagem.

De modo semelhante ao estudo da proliferacdo com CHQ, realizamos com a CI25
ensaios para nos certificarmos que o fenémeno de aumento ou diminui¢do da quantidade de
célula em determinado poco foi devido a proliferacdo, e ndo outro evento biolégico, como a

apoptose, por exemplo.
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Fig. 4.10: Proliferacdo de mioblastos CI25 cultivados sobre as isoformas de LM. Células CI25 foram
cultivadas sobre placas de cultura cobertas por isoformas de LM recombinantes humanas durante dois
e 5 dias. Os nucleos corados com DAPI foram contados. Foram fotografados e quantificados 5 campos
aleatdrios em um experimento. Dados representados como média + DP.

Para analisarmos a proliferagdo em CI25 de outra forma, utilizamos EdU (5-ethynyl-
2'-deoxyuridine), que se liga ao DNA sintetizado (Salic e Mitchison 2008) e observamos 0s
pontos de 2 e 5 dias de proliferacéo.

A figura 4.11 mostra mioblastos CL25 EdU* cultivados sobre BSA e LM-111, como
exemplo, apés 2 e 5 dias de cultivo. Essas imagens mostram o aumento do numero de células

ndo so entre os dias 2 e 5, mas também quando ha o coating de LM.
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Fig. 4.11: Células CI25 na fase de sintese do ciclo celular, cultivadas sobre isoformas de LM. A) e B)
mostram células CL25 apds 2 dias de proliferacdo, e as imagens C), e D) mostram células CL25 apds
5 dias em proliferacdo. Os painéis a esquerda sdao células plaqueadas sobre BSA. Painéis a direita,
células plaqueadas sobre LM-111. Em azul, marcacéo nuclear com DAPI; em verde, EdU. N=1. 200x

Ao quantificarmos as células EdU* apés dois dias em cultura, observamos uma
tendéncia de aumento de células em sintese quando plaqueadas sobre a maioria das LMs,
guando comparamos com o BSA, especialmente: 111, 121, 211, 221 e a LM murina. Todas
essas isoformas aumentaram, em relacdo ao BSA, cerca de 5 a 10% a quantidade de células
marcadas com EdU. Cabe ressaltar que, de modo semelhante ao resultado encontrado na
contagem total dos ndcleos, a LM-411 também nédo contribuiu para a célula entrar em fase de
sintese, 0 que corroboraria a falta de aptiddo desta isoforma para as questdes de proliferacdo
(Figura 4.12).

Quando analisamos EdU ap6s 5 dias em cultura, ndo observamos diferencas entre a
maioria das LMs, exceto pela isoforma 211. Pelo gréafico (Figura 4.12), podemos observar
que, entre esta isoforma e o restante das LMs e controles, existe uma diferenca de, pelo
menos, 5% a mais de células EdU*. Além disso, o percentual de EdU observado apds 5 dias
em cultura foi menor que o observado no apés 2 dias. Esse resultado ndo é surpreendente
visto que a maioria das culturas apds 5 dias estavam com uma confluéncia alta (Figura 4.11).

A fim de aprimorarmos esse modelo, percebemos, em razdo dos resultados aqui
descritos, a necessidade de iniciarmos a cultura com um ndmero menor de células. Essa
medida possivelmente acarretaria em uma melhor observacao do efeito das isoformas da LM

no fenémeno de proliferacdo apos 5 dias.
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Fig. 4.12: Quantificacdo de mioblastos CI25 EdU* apds 2 e 5 dias de proliferacdo sobre isoformas de
LM. Células CI25 foram plaqueadas em diferentes condi¢cbes em meio de proliferacdo e, ap6s 2 ou 5
dias de cultivo, tratadas com EdU (2h de tratamento para 2 dias e 5h para 5 dias), fixadas e marcadas
utilizando Kit “Click-iT EdU Alexa Fluor 488 Imaging Kit”. Células foram fotografadas e
quantificadas em 5 campos aleatérios em um experimento. Dados representados como média + DP.
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4.e Ensaio de diferenciagdo com coating de lamininas

Para analise da diferenciacdo, também realizamos ensaios com CHQ e CI25, ambas
marcadas com cadeia pesada da miosina (MyHC). Ao quantificarmos nucleos de células com
marcacao positiva para MyHC e os nucleos totais (marcagdo com DAPI), temos o percentual
denominado indice de diferenciagao.

Células CHQ foram fixadas e marcadas apo6s 3, 5 e 7 dias de diferenciacdo (imagem

representativa na Figura 4.13).

Fig. 4.13: Células CHQ em 7 dias de diferenciacdo plaqueadas em LM 221. Imagem representativa da
marcagdo de uma miofibra com diversos mionucleos. Em azul, marcacdo nuclear com DAPI; em
verde, cadeia pesada de miosina (MyHC). Aumento de 100x.

Na Figura 4.14, observamos a eficacia da diferenciagdo em CHQ para 3, 5 e 7 dias.
No ponto de 3 dias de diferencia¢do, comparando com o controle BSA, percebemos a eficacia
das cadeias a5 (isoformas 511 e 521). Apesar do desvio padrdo, essas duas isoformas
parecem ter contribuido para um aumento aproximado de 10 a 20% do indice de
diferenciacdo. J& em 5 dias, todas as isoformas parecem ter propiciado diferenciacdo melhor
do que os controles, ressaltando-se a LM murina, que parece sobressair nesse ponto da
cinética. Apos 7 dias de diferenciacéo, o indice de diferenciacdo geral ndo estd maior do que

0s anteriores, mas destacam-se, em relacdo ao BSA, as isoformas LM-121 e LM-111 murina.
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Fig. 4.14: Indice de diferenciacdo de CHQ. Quantificacdo do percentual de células MyHC+ (cadeia
pesada da miosina positivas) em diferentes condi¢des de cultivo por cinética de diferenciacdo definida:
3, 5 e 7 dias. Células foram fotografadas e quantificadas em 5 campos aleatorios em um experimento.

Dados representados como média + DP.
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Ainda com o objetivo de avaliar a capacidade das isoformas de LM em modular a
diferenciacdo, analisamos também a capacidade de fusdo dos miotubos apos 7 dias de
diferenciacdo. Foi guantificado o nimero de ndcleos em cada fibra diferenciada e separados
por grupos, indicando de 1, 2, 3 ou >4 nucleos por fibra. Foi realizada a média de nucleos
desses grupos por cada condigéo de coating, gerando os dados apresentados na Figura 4.15.
Quanto maior a quantidade de nucleos por fibra apos 7 dias de diferenciacdo, maior a
capacidade de fusdo desses miotubos. Observamos uma destacada prevaléncia de miotubos
com 4 ou mais nucleos nas condicdes de coating de LM-511 e LM-111 murina, além da LM-
221 apresentar um perfil bastante variado quanto ao nimero de ndcleos em seus miotubos.
Esse resultado mostra que, nas condi¢Oes utilizadas nesses experimentos, a diferenciagdo é

bastante limitada, sendo a maioria dos miotubos mononucleares, sem ocorrer a fusao.

Fuséo ap6s 7 dias de diferenciacdo (CHQ)

w
)
]

por miotubo
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Vidro Gelat BSA LML1l LMI121 LM211 LM221 LM41l LM421 LM511 LM521 LM murina
3 1 ndcleod 2 nicleos B8 3 ndcleos @M@ 4 ou mais nicleos

Fig. 4.15: Andlise da capacidade de fusdo de miotubos ap6s 7 dias de diferenciagdo de células CHQ
em diferentes condigcdes de coating. Neste experimento preliminar, cada miotubo/miofibra teve seus

nacleos quantificados e agrupados pela média em categorias de 1, 2, 3, 4 ou mais nucleos.

Analisamos igualmente a diferenciacdo utilizando células CI25 nos tempos de 2 e
5 dias (imagem representativa na Figura 4.16). O indice de diferenciagdo foi obtido pelo
percentual de células MyHC+ (positivas para cadeia pesada da miosina) em relacdo ao
numero total de células (Figura 4.17).

Em 2 dias de diferenciacdo de CI25, apesar do carater preliminar e elevado desvio
padrdo para algumas quantificacOes, destaca-se o baixo indice de diferenciacdo das células
plaqueadas sobre a LM-411. Ao analisarmos as células em diferenciacdo por 5 dias,
observamos indices de diferenciacdo ainda menores que os encontrados em 2 dias, indicativo

de intercorréncias durante o processamento da amostra.
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Fig. 4.16: Ceélulas CI25 em 2 dias de diferenciacdo plaqueadas em LM-121. Foto representativa: em
azul, marcacgdo nuclear com DAPI; em verde, cadeia pesada de miosina (MyHC). Aumento de 100x.
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Fig. 4.17: indice de diferenciacdo de CI25. Quantificacio do percentual de células MyHC+ (cadeia
pesada da miosina positivas) em diferentes condigdes de cultivo por cinética de diferenciacdo definida:
2 e 5 dias. Células foram fotografadas e quantificadas em 5 campos aleatdrios em um experimento.
Dados representados como média + DP.
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4.f Bloqueio da cadeia de laminina a5

Como a cadeia o5 ¢ particularmente detectada nos mioblastos fusionados
(miotubos), e que as isoformas recombinantes 511 e talvez a 521 aumentem a fusdo dessas
células, resolvemos investigar se o tratamento com anticorpo monoclonal anticadeia a5 de
LM poderia modular a diferenciagdo em mioblastos humanos CHQ.

Nossos resultados preliminares indicam uma tendéncia de diminuicdo da
diferenciacdo em todos os modelos de tratamento, especialmente quando ele é realizado no
terceiro dia de diferenciacdo (3D-2D+). Em contrapartida, adicionar o anticorpo logo no
inicio da diferenciacdo (5D+ ou 2D+3D-), apesar de diminuir o percentual de células que se

diferenciam ao compararmos com os controles, ndo parece ser tao prejudicial (Figura 4.18).
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Fig. 4.18: Percentual de células marcadas com cadeia pesada da miosina (MyHC) ap6s tratamento com
anticorpos monoclonais anticadeia a5 de LM (clone 4c7) em diferentes momentos da diferenciaco.
Informagdes do eixo “x”: Controle (Co) = sem tratamento, apenas adi¢cdo de meio. Ctrl Ig= tratamento
com Ig controle. Condicdo “5D”= tratamento com anticorpos mantidos em todos os dias de
diferenciacdo. Condicdo (2D+3D-)= anticorpos mantidos em cultura somente nos dois primeiros dias
de diferenciagdo. Condicao (3D-2D+)= anticorpos mantidos nas culturas durante os dois Gltimos dias
de diferenciacdo. Células foram fotografadas e quantificadas em 5 campos aleatérios em um
experimento. Dados representados como média = DP.
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5. DISCUSSAO

A condicdo ideal para uma estratégia de terapia celular para o tratamento de
doencas musculares é que as células transplantadas sobrevivam, proliferem em grande
nimero, migrem no sitio de injecdo e, apds estes processos, diferenciem no sentido de
regenerar o musculo danificado. Mas esses mesmos fendmenos também devem ocorrer de
forma eficiente durante o processo fisiolégico de regeneracdo muscular. Durante o
envelhecimento e depois de lacera¢Ges mais graves, o0 musculo enfrenta maiores dificuldades
de cura. Como ja descrito na literatura, a LM est4 envolvida em todos esses fenbmenos
bioldgicos (proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e diferenciacdo) em diferentes tipos
celulares (De Souza et al. 1991; Belkin e Stepp 2000; Savino et al. 2004; Cotta-de-Almeida et
al. 2003). Entretanto, sdo escassos 0s dados mostrando o papel das diferentes isoformas de
LM sobre os mioblastos in vitro e no processo de regeneragdo muscular in vivo.

Este trabalho foi pensado e desenvolvido com o genuino intento de colaborar com
a alavancagem de conhecimento nessa area e, futuramente, por consequéncia, contribuir para
a sobrevida de pacientes por enquanto restritos a poucas opcoes terapéuticas.

Em 2008, Silva-Barbosa e colaboradores demonstraram que mioblastos humanos
transplantados em musculos de camundongos imunodeficientes estavam localizados em areas
ricas em LM e que, além disso, uma maior deposicdo de LM estava correlacionada com uma
maior capacidade regenerativa desses progenitores musculares (Silva-Barbosa et al. 2008).
Esse trabalho, desenvolvido pelo nosso grupo (com a participacdo dos nossos colaboradores
franceses), inspirou o grupo liderado pelo Dr. Tremblay, responsavel pela maioria dos ensaios
clinicos de terapia celular com mioblastos para o tratamento de pacientes com Distrofia
Muscular de Duchenne (DMD) até agora realizados (Skuk, Tremblay 2017), a usar a LM-111
como adjuvante no transplante de mioblastos humanos em modelo animal. Interessante
ressaltar que Silva-Barbosa e colaboradores mostraram que, além dos dados acima descritos,
o tratamento com a LM-111 aumentou a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncias dos
mioblastos humanos in vitro, quando comparado com o controle (BSA), mas também quando
comparado a LM-211 (Silva-Barbosa et al. 2008). A LM-111 utilizada ¢ isolada a partir do
carcinoma murino EHS, e é a LM mais utilizada comercialmente na literatura. Porém, essa
isoforma ndo é encontrada no masculo, ao contrério da LM-211 que, juntamente com a LM-
221, sdo as unicas LMs presentes em torno das fibras musculares (Riederer, et al 2015). Dois

trabalhos haviam demonstrado que as cadeias a4 e a5 estavam transitoriamente expressas em
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miotubos durante o processo de regeneragdo muscular em modelo animal (Sorokin et al.
2000; Ringelmann et al. 1999). Nesse contexto, o grupo ficou interessado em verificar se as
células humanas injetadas estavam produzindo LM, ou se a LM presente no sitio de injecéo
era somente de origem do tecido do camundongo. Os dados iniciais detectaram, com o uso de
anticorpos anti-LM especificos humanos, a presenga de LM humana, além da propria LM
murina. Além disso, como esses anticorpos eram também especificos para diferentes cadeias
a de LM, foram observadas outras cadeias de LM (além da cadeia a2) no processo de
regeneracdo apds o transplante de mioblastos humanos em musculos de camundongos
imunodeficientes.

Neste trabalho, demonstramos a expressdo das cadeias de LM ol ¢ a5,
corroborando os achados anteriores do grupo. Além disso, demonstramos a expressdo da
cadeia o4. Essas marcacdes foram realizadas em musculos 21 dias apés o transplante de
mioblastos humanos, quando diversas fibras humanas ja foram formadas. A espectrina
(especifica humana) foi utilizada para detectar as fibras humanas ja diferenciadas. Essa
proteina € um componente da porcdo intracelular do sarcolema (Berthier, Blaineau 1997).
Observamos que praticamente todas as fibras espectrina-positivas (humanas) estavam
envolvidas (co-localizadas) pelas cadeias de LM humanas al, 04 e a5, além da a2 (dado
previamente obtido pelo grupo). Isso indica que outras isoformas de LM, além das 211 e 221,
estariam presentes em progenitores musculares humanos participantes do processo de
regeneracdo muscular em camundongos imunodeficientes. Também observamos marcagdes
de LM difusas entre as fibras em regeneracao, provavelmente secretadas, e também em torno
de estruturas menores, como celulas, possivelmente marcando as células humanas
transplantadas ndo diferenciadas. Negroni e colaboradores mostraram que mioblastos
humanos transplantados ndo sé se diferenciam em fibras no musculo do receptor murino, mas
também voltam ao estado quiescente, se localizando no nicho da célula satélite e expressando
Pax7 (Negroni et al, 2009). Dessa forma, é possivel que mioblastos humanos em posi¢do
satélite também estejam envolvidos por essas isoformas de LM. Experimento com
marcadores especificos humanos de células em estado de quiescéncia, por exemplo Pax7,
poderiam nos informar se células humanas que retornaram ao estado progenitor também
estejam expressando diferentes cadeias de LM. Nesse sentido, € importante destacar a forte
marcacdo da cadeia a4 nas células mononucleares.

Essas marcacOes abriram precedentes para estudarmos a presenca e o papel das
LMs no processo de regeneracdo muscular, inicialmente, investigando a proliferacéo,
diferenciacdo e fusdo de mioblastos humanos in vitro. Os mioblastos CHQ sdo células
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derivadas de cultura priméaria, devemos atentar ao fato da pureza miogénica nao ser 100%.
Existe um percentual natural de fibroblastos na cultura (no nosso caso, controlamos para que
ndo excedesse 25%), que sdo conhecidos produtores de ECM (Kendall, Feghali-Bostwick
2014). No modelo de transplante de progenitores musculares acima descrito as células
humanas utilizadas foram os mioblastos CHQ. Dessa forma, os fibroblastos poderiam estar
produzindo as LMs, e estas poderiam se ligar aos mioblastos. De fato, todos os mioblastos
nesse trabalho expressam diferentes integrinas capazes de se ligar a diferentes isoformas de
LM. Gonzales e colaboradores demonstraram que as células CHQ, LHCN-M2 e CL25
expressam as cadeias de integrinas o3, a6, a7 e f1, podendo formar os dimeros a3fB1, a6p1 e
a7B1 (Gonzales et al. 2017). Além disso, resultados preliminares do nosso grupo indicam que
esses mioblastos expressam o receptor (ndo-integrina) Lutheran, que reconhece mais
especificamente as isoformas contendo a cadeia de LM a5, como as LMs 511 e 521 (Kikkara
etal. 2011).

Portanto, apesar da CHQ ser um valioso modelo in vitro para estudo da interacédo
LM-mioblasto, ficou claro que ndo poderia ser o Unico a ser utilizado. Além da questdo da
contaminacao natural por fibroblastos, vale ressaltar como fatores limitantes: i) crescimento
mais lento, comparado a células imortalizadas; ii) atinge o quadro denominado
“senescéncia”, entdo nao utilizamos depois que chegam a aproximadamente 40 divisdes (a
menos, € claro, que haja interesse no estudo de algum aspecto relacionado a senescéncia
muscular, como € o caso de alguns estudos do grupo); e iii) resultados baseados num dnico
modelo celular ndo tém a mesma confiabilidade, dificultando a publicacéo futura.

Realizar os testes com células imortalizadas e, portanto, miogenicamente puras,
exclui qualquer possibilidade de os efeitos observados ndo serem protagonizados pelos
mioblastos. Iniciamos, entdo, experimentos com 2 outras células musculares, ambas
imortalizadas (CI25 e LHCN-M2) também cedidas pelo grupo colaborador francés.
Concentramos nossos estudos principalmente com a CI25, para reforgar os resultados obtidos
com a CHQ.

Inicialmente, buscamos identificar a expressdo de cadeias de LM por
imunofluorescéncia in vitro nos trés tipos celulares (CHQ, CI25 e LHCN-M2) em
proliferacdo e diferentes estagios de diferenciacdo. Cabe aqui ressaltar que a analise de
tempos mais longos de diferenciacdo em laminula de vidro, notoriamente a partir do quinto
dia, é dificultada pois a adeséo de miotubos tende a diminuir, restando apos a fixagdo apenas
0s menores miotubos e as células mononucleares ndo diferenciadas. Para contornar essa
questdo, realizamos coating de gelatina, método que auxiliou na adesdo, mas ndo resolveu
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completamente o problema, ja que, no caso de CHQ, néo foi possivel fotografar com 10 dias
de diferenciacdo por quase ndo haver fibras aderidas. De todo modo, até o sétimo dia de
diferenciacdo, confirmamos a expressdo tardia da cadeia a2 (mais evidente no dia7), o inicio
da expressdo de a4 e o5 aconteceu no dia 3 e, durante a proliferacdo, somente al foi
observada. No musculo estriado esquelético, isoformas de LM contendo as cadeias 04 e a5
também sdo encontradas, mas presentes na vasculatura e nas juncdes neuromusculares
(Hallmann et al. 2005; Nishimune et al. 2017), enquanto as LMs contendo a cadeia 02 (211 e
221) sdo as Unicas presentes na fibra madura. Recentemente foi demonstrado que outras
cadeias de LM estdo presentes no nicho de das células satélites durante a regeneragdo de
musculo de camundongo. Além disso fibras musculares expressavam as cadeias al e a5 in
vitro (Rayagiri et al. 2018). Nosso trabalho mostra, de forma semelhante, mas com células
humanas, a expressio de cadeias distintas de LM, além da LM a2, na proliferagdo e
diferenciacdo de mioblastos, tanto in vitro, quando in vivo, ap0s o transplante dessas células
em camundongos imunodeficientes.

Nossos resultados mostram que as 3 linhagens expressam as cadeias de LM al, 2,
4 e 5, com o passar do tempo do processo de matura¢do do miotubo em cultura. E importante
ressaltar que as linhagens imortalizadas (CL25 e LHCN-M2) apresentam uma taxa de
proliferacdo mais elevada do que as células derivadas de cultura primaria CHQ. De acordo
com a plataforma de imortalizacdo celular do nosso grupo colaborador francés (gerenciada
por Anne Bigot e Kamel Mamchaoui), as células imortalizadas diferenciam-se mais
rapidamente e, por conseguinte, soltam-se com ainda mais facilidade da placa apds formacéo
das fibras. Por este motivo, realizamos a fixacdo dessas células em pontos menos espagados
para checar se ha correspondéncia com a CHQ quanto a expressdo das cadeias. Uma
proliferacdo mais rapida poderia acelerar a diferenciacdo, o que poderia explicar os resultados
divergentes, por exemplo a LM a2 na CHQ, que aparece mais tardiamente, por volta do dia 5-
7. Por outro lado, nas duas linhagens imortalizadas, a LM a2 aparece mais cedo, no terceiro
dia pds inducéo da diferenciacéo.

Além da identificacdo por imunofluorescéncia, decidimos quantificar as
expressoes dos genes via RT-PCR das cadeias a e B, além de receptores integrina a6 € o7 nas
celulas CI25. Analisados em conjunto com a imunofluorescéncia, a quantificagdo de RNAm
em diferentes etapas da diferenciacdo nos mostrou, por exemplo, a quase completa auséncia
de LAMA4 na proliferacdo, sendo sua expressao mais proeminente no terceiro dia e no
sétimo. Observando o grafico referente a LAMADS, observamos maior expressao nha

diferenciacdo, especialmente na tardia, dado condizente com as imagens observadas com a
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imunofluorescéncia. De um modo geral, a RT-PCR confirma que as células CL25 podem
expressar diferentes isoformas de LM. Esse dado também corrobora a RT-PCR em CHQ
realizada pelo nosso grupo, que apresenta uma modulacao de cadeias de LM semelhante aos
mioblastos CL25.

Por outro lado, a LAMAZ2 ndo foi modulada na diferenciacdo quando comparada
com a fase de proliferacdo por PCR, o que contradiz os resultados de imunofluorescéncia, que
demonstram uma expressdo dessa molécula de forma mais tardia na diferenciacdo das CHQ
(que é mais evidente somente a partir do dia 7). Alem disso, nas CHQ transplantadas no
musculo TA de camundongos imunodeficientes, essa cadeia foi observada somente 7 dias
apos injecdo (dados ainda ndo publicados do nosso grupo). Esse resultado indica que essa
cadeia possa estar sendo regulada/controlada em nivel de RNA, por um RNA de interferéncia,
por exemplo. Nosso grupo tem o interesse de avaliar se a cadeia a2 ¢ regulada negativamente
durante a proliferacéo e inicio da diferenciacdo nos mioblastos, assim como outras cadeias. O
aparecimento sequencial de cadeias de LM durante a fase de diferenciagdao, com a cadeia a2
(cadeia da isoforma definitiva no masculo maduro) sendo expressa mais tardiamente, e de
forma regulada, sugere uma hierarquia de aparecimento de isoformas durante a miogénese. E,
ainda mais, sugere que possa haver um papel bioldégico fundamental na regeneragdo
muscular.

A fim de investigarmos esse papel das LMs na regeneracdo muscular, decidimos
realizar ensaios funcionais de proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos humanos na

presenca de diferentes isoformas de LM humanas.
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Considerando que a baixa proliferacdo celular configura uma das barreiras de
uma eficaz terapia celular com precursores miogénicos, assim como a morte massiva, baixa
migracdo e diferenciacdo precoce (Riederer et al. 2011; Negroni et al. 2011), iniciamos 0s
estudos funcionais com as isoformas de LMs na proliferacdo de mioblastos. Para estudarmos
a proliferacdo, existem vérias técnicas disponiveis. Dentre elas, a marcacao anti- Ki-67 é uma
das mais conhecidas. Sua aplicacdo enquanto marcador de proliferacdo respalda-se no fato de
ndo estar presente em células que estdo fora do ciclo celular, na fase “G0” (Gerdes et al.
1984). Inegavelmente, apenas marcar toda e qualquer célula que ndo esteja na fase “G0” ndo
garante muita especificidade a um método de proliferacdo celular. Dentre as alternativas mais
avancgadas, encontramos o EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine), que se liga ao DNA durante a
fase da sintese (Salic e Mitchison 2008), garantindo uma especificidade maior a marcacao de
celulas em proliferacéo.

Neste trabalho, utilizamos ki-67 e EdU, de acordo com a disponibilidade local no
momento. Para CHQ, utilizamos marcacao de Ki-67 e desmina para analisarmos somente 0s
mioblastos em proliferacdo (e ndo a contaminacdo natural de fibroblastos). Comparando a
quantificacdo de Ki-67+ com a de células por campo, é possivel que, em dois dias, as LMs
ndo tenham tido capacidade de induzir divisdes celulares, o que parece acontecer quando
avaliamos a proliferacdo, através da contagem do numero nucleos por campo, apés dois dias
cultivados sobre as isoformas de LM. Porém, um maior nimero de células em ciclo, poderia
ter um efeito mais tardio na replicacdo. Experimentos em pontos de cinética mais tardios
poderiam confirmar essa hipétese.

Pelo fato de a CHQ nao possuir a “pureza miogénica” de 100%, é razoavel
cogitarmos que o efeito das LMs poderia ser indireto, via fibroblastos. As LMs poderiam
estimular essas células a produzirem fatores que estimulariam os mioblastos. E conhecido que
fatores produzidos por fibroblastos estimulam a proliferacdo de mioblastos (Quinn et al.
1990), e a LM pode modificar a morfologia e motilidade dos fibroblastos (Lin e Bertics
1995). Dessa forma, decidimos avaliar a proliferagdo dos mioblastos CL25, imortalizados e
100% miogénicos, sobre as isoformas recombinantes de LM.

Quanto a analise da proliferagdo das células CI25, escolhemos como pontos de
analise 2 e 5 dias. Isso se deve pela maior disponibilidade dessas células, além do interesse na
analise da proliferacdo em tempos mais tardios. Utilizamos o método EdU e, no inicio da
proliferacdo, destaca-se o decréscimo do percentual de células proliferando com coating de
LM-411. Porém, a maioria das outras isoformas parece induzir aumento de células em sintese.
Em periodos maiores de proliferacdo, observamos que as células plagueadas com coating de
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LM apresentam taxas de positividade para o EdU semelhantes aos controles. Esses dados
podem estar relacionados a elevada confluéncia que essas células atingiram apés 5 dias de
cultivo, o que favoreceria a inibicdo por contato. Porém, a contagem do nimero absoluto de
células por campo parece indicar fortemente um aumento da proliferacdo dos mioblastos,
principalmente apds 5 dias em cultura. Esses dados confirmam o papel estimulador da LM-
111 na proliferacédo celular, mas indica que outras isoformas possuem esse potencial.

Quanto ao efeito na diferenciacdo, devemos salientar que as células ndo sdo
plaqueadas com soro bovino fetal, sabidamente importante para a adesdo celular, nem ha
etapa de crescimento em proliferacao até atingir a confluéncia ideal para a posterior troca de
meio, como € mais indicado para melhor diferenciacdo. Com isso, limitamos os fatores
favoraveis a diferenciacdo unicamente a elevada confluéncia e coating utilizado.

Isto posto, ao observarmos os graficos de diferenciagdo de CHQ, vemos que no
estagio de diferenciagdo mais precoce (3 dias), a condicdo que mais favoreceu a diferenciagdo
foi 0 coating com LM 511. Este resultado corrobora a importancia da cadeia a5 para o inicio
da diferenciagdo. Também utilizando a CHQ, decidimos realizar o bloqueio da cadeia a5 com
anticorpo monoclonal (clone 4c7). Ao escolhermos 3 momentos diferentes de tratamento,
tivemos por objetivo investigar se algum ponto da cinética seria mais importante para o efeito
de isoformas contendo a LM a5 na diferenciagdo. Um dos esquemas de tratamento proposto
consistiu em adicionar o anticorpo bloqueador no dia 3 de diferenciacdo, em tese, coincidindo
com o periodo previsto para a expressao da a5 pelos mioblastos. Os outros 2 tratamentos com
0s anticorpos eram adicionar no dia 0 (um deles para manter por 5 dias; outro para manter
pelos 2 primeiros dias). Entretanto, em nenhum dos casos o tratamento foi tdo prejudicial
quanto a adicdo no dia 3. Outras estratégias de bloqueios sdo cogitadas para melhor
compreendermos os papéis das cadeias de LM na diferenciagdo, como, por exemplo, RNA de
interferéncia.

Quanto a diferenciacdo de CI25, foram definidos pontos de 2 e 5 dias para
analise. Entretanto, ao observarmos o indice de diferenciacdo desses dois pontos, claramente
percebemos a baixa diferenciacdo no ponto de 5 dias. Como essas células diferenciam-se
mais rapidamente que a CHQ e, tendo em mente que, quanto maior o miotubo, mais
facilmente se descolara da laminula, nossa hipotese é que o resultado de 5 dias ndo seja
condizente com a realidade pelo fato dos miotubos terem se descolado durante a fixagdo ou
na troca de meio.

Neste trabalho, observamos uma modulacdo de expressdo de cadeias de LM
principalmente durante a cinética de diferenciagdo. Mostramos que diferentes isoformas de
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LM parecem modular a proliferacdo de mioblastos humanos, possivelmente interferindo no
ciclo celular. Alem disso, observamos que a LM-511 aumenta a diferenciacdo de mioblastos
humanos, e que outra isoformas também parecem modular esse processo.

No processo fisiologico, poderiamos imaginar que as LMs poderiam estimular a
sobrevivéncia das células, como ja observado para a LM-111. Também poderiam estar
envolvidos com a entrada ou saida da célula satélite em seu nicho, posteriormente
estimulando a proliferacdo dos mioblastos. Posteriormente, poderiam participar na deciséo
dessas células em voltar ao estado satélite progenitor (autorrenovacao), ou seguir para a

diferenciacdo terminal, envolvidas na fusdo dos mioblastos.
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6. PERSPECTIVAS

6.a Estudo in vivo da regeneracdo muscular

Tivemos a oportunidade de iniciar o estudo in vivo da regeneragdo muscular, mas
que ndo pdde ser concluido devido a dificuldades técnicas relacionadas aos anticorpos
murinos previstos. N&o obstante, realizamos 0s experimentos iniciais com 0s camundongos,
incluindo o aprendizado do manejo desses animais, lesdo com cardiotoxina, remog¢do dos
musculos Tibialis Anterior (TA) das duas patas (sendo um reservado para PCR e outro para as
marcac0es). Os pontos recolhidos para analise da cinética de regeneracdo foram: Oh, 30 min,
1h, 2h, 3h, 6h, 12h, 24h, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 21 e 30 dias. No tempo predeterminado, o T.A. de
uma das patas é coletado (congelado via isopentano) para marcagdo por imunofluorescéncia e
0 outro é congelado com nitrogénio liquido para RT-PCR, ambos procedimentos com a
finalidade de identificacdo das cadeias de LM nas etapas diversas da regeneragdo muscular.

Pudemos ainda verificar a eficacia das injecdes de cardiotoxina através da marcacao de
Hematoxilina-Eosina em pontos especificos (Figura 6.1). Observamos nos pontos iniciais (até
24h) infiltrado inflamatoério e desorganizacdo tecidual. Em contrapartida, especialmente a
partir do dia 5, observamos caracteristicas marcantes de fibras recém-formadas que séo: 1)
tamanho notoriamente reduzido, quando comparadas as adjacentes; e 2) nucleos localizados
no centro da fibra (e ndo perifericamente, como notamos em fibras maduras). Essas
caracteristicas nos asseguram que as injecdes foram bem realizadas e os musculos que
armazenamos a -80°C foram bem conservados para as marcagGes que faremos do nicho

lesionado. O processamento das amostras deverd sera realizado em momento oportuno.

Fig. 6.1: Marcacdo com Hematoxilina-Eosina de musculo Tibialis Anterior (TA) pés-lesdéo com
cardiotoxina em diferentes tempos de regeneragdo: Oh, 6h, 24h, 5 dias, 7 dias e 21 dias.
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6.b Modelo tridimensional de diferenciagdo (Engineered Muscle Tissue, EMT)

No laboratério do grupo colaborador francés, tivemos a oportunidade de realizar
experimento piloto para aprendizado da técnica de diferenciacdo de mioblastos em 3D. Na
figura 6.2, observamos o aspecto dos EMTs pds polimerizacdo do gel, que é composto, além
das células, por fibrinogénio e trombina. Na figura 6.2B podemos observar a placa de 24

pOGOS com 0 aparato necessario para a formacao do gel.

Fig. 6.2: Visualizacio de EMTs. A esquerda, em (A), observa -se 0 gel recém- polimerizado prestes a
ser colocado na placa com meio de proliferacéo (B).

Apos 2 dias em proliferacdo, o meio foi trocado para diferenciacdo (DMEM com
insulina) com aprotinina (anti-protease para reduzir a degradacdo de matriz). Ao final de 7
dias de diferenciacéo, as células foram marcadas para Hoescht (marcador nuclear semelhante
ao DAPI), cadeia pesada de miosina (clone MF20) e faloidina. As imagens foram obtidas por
microscopia confocal pelo grupo colaborador em Paris. (Fig. 6.3).
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Fig. 6.3: Microscopia confocal do EMTs obtidos ap6s 7 dias de diferenciacdo. Em azul, Hoescht
(marcador nuclear semelhante ao DAPI); em verde, MyHC (clone MF20); em vermelho, faloidina.
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Como perspectivas futuras, pretendemos repetir a técnica no Brasil e realizar o
tratamento com as isoformas recombinantes de LM adicionadas ao preparo do EMT.
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7. CONCLUSOES

7.1 Sumario de Resultados

Existe uma expressdo diferencial das cadeias de LM em CHQ, CI25 e
LHCN.

A cadeia de LM a5 (LM-511 e LM-521) parece induzir a diferenciacdo em
CHQs com 3 dias de diferenciagéo.

A LM-111 murina e LM-5111 parecem favorecer uma diferenciacdo de
CHQ em tempos mais tardios (a partir de 5 dias).

O bloqueio com anticorpo monoclonal 4c¢7 anticadeia a5 de LM parece
prejudicar a diferenciacdo de mioblastos CHQ quando o tratamento ocorre

no terceiro dia de diferenciacéo.

7.2 Conclusao Final

Apesar de mais estudos serem necessarios, as diferentes isoformas de LM
continuam se mostrando promissores reforcos em futuras estratégias de
terapias celulares com precursores miogénicos. Nossos estudos indicam
que as isoformas possam ter papel fundamental em diferentes etapas do
processo de regeneragdo muscular, tais como, proliferacdo, diferenciacéo
e fusdo celular, os quais estariam diretamente correlacionados com a

expressao temporal das cadeias de LM.
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