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Caracterizacdo da morte induzida por Estaurosporina e o papel da
laminina na sobrevivéncia de mioblastos humanos

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

ALINE MARTINS PROCESSI

O transplante de mioblastos tem sido usado para o tratamento de doencas
neuromusculares, como a Distrofia Muscular de Duchenne. Entretanto,
resultados dos ensaios clinicos n&o tiveram sucesso, e a morte dos mioblastos
injetados é descrita como um dos principais problemas dessa estratégia. O
estudo de componentes do microambiente muscular onde os mioblastos sao
transplantados é central para o entendimento do processo de regeneracao. Aqui,
destacamos a laminina (LM), uma glicoproteina heterotrimérica composta pelas
cadeias q, B e y, que combinam para formar diferentes isoformas, com a isoforma
LM211 (formada pelas cadeias a2B1yl) sendo o principal componente da
membrana basal que envolve a fibra muscular. Nesse contexto, varios estudos
mostram que a isoforma LM111 estimula a proliferacdo, a migracdo e a
sobrevivéncia de mioblastos in vitro e in vivo, auxiliando no processo
regenerativo muscular em modelos experimentais de distrofia muscular. De
forma a abordar a problematica da morte celular na terapia de regeneracao
muscular com mioblastos, o presente estudo teve como objetivo avaliar como
diferentes isoformas de LM podem modular a morte de mioblastos humanos
(com o emprego da linhagem denominada CHQ) in vitro. ApGs verificar a
existéncia de diferentes cadeias de LM durante a proliferacdo (a1) e
diferenciacado (a1, a2, a4 e ab5) das células CHQ, caracterizamos a morte
induzida por estaurosporina (STS) nessas células. Estudando CHQ em
proliferacdo, verificamos que o tratamento com STS resulta em aumento da
deposicdo da cadeia a1 de LM e da expressdo da cadeia a6 integrina,
componente de um dos receptores de LM (a6B1). Posteriormente, verificamos
que a isoforma LM111 protege os mioblastos da morte por apoptose e que as
isoformas 111, 411 e 511 aumentam o percentual de células vivas apos
tratamento com STS. Observamos também que a LM111 leva a um aumento da
expressdo de Bcl-2 e diminuicdo da expresséo de Bax, e que as isoformas
LM111 e LM511 promovem maior expressao da cadeia a7 integrina e,
paralelamente, aceleram a adesdo da CHQ. Em conjunto, esses dados sugerem
gue as isoformas de LM, particularmente LM111, 511 e 411, regulam 0 processo
de apoptose e as propriedades adesivas de células CHQs induzidas a morte por
STS in vitro. Aléem disso, esses estudos contribuem para a nog¢do de que as
isoformas de LM sao potenciais alvos terapéuticos na regeneracado muscular
com mioblastos humanos.
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Characterization of the staurosporin-induced cell death and the role of
laminin on the survival of human myoblasts

ABSTRACT

MASTER’S DISSERTATION IN MOLECULAR AND CELL BIOLOGY

ALINE MARTINS PROCESSI

The myoblasts transplantation has been used for the treatment of neuromuscular
diseases such as Duchenne Muscular Dystrophy. However, results of clinical
trials were unsuccessful, and the death of the injected myoblasts is described as
one of the main problems of this strategy. The study of components present in
the muscle microenvironment where myoblasts are transplanted is central to the
understanding of the regeneration process. Here, we highlight the laminin (LM),
a heterotrimeric glycoprotein, composed by a, 8 and y chains (which combine to
form different isoforms), with the isoform LM211 (composed by a2B1yl chains)
as the main component of the basement membrane that surrounds the muscle
fiber. In this context, several studies show that the LM111 isoform stimulates the
proliferation, migration and survival of myoblasts in vitro and in vivo, supporting
the muscle regenerative process in experimental models of muscular dystrophy.
In order to address the problem of cell death in therapy for regeneration using
myoblasts, the present study aimed to evaluate how different LM isoforms can
modulate the death of human myoblasts (by employing the cell line called CHQ)
in vitro. After verifying the existence of different LM chains during proliferation
(a1) and differentiation (a1, a2, a4 and a5) of CHQ cells, we characterize the
death induced by staurosporin (STS) in these cells. Studying proliferating CHQ
cells, we noted that STS treatment resulted in increased deposition of the LM a1
chain of and also the expression of integrin a6 chain, a component of the LM
receptor (a6B1). Later, we showed that the LM111 protected the myoblasts from
the death by apoptosis, and the 411, 511 and 111 isoforms increased the
percentage of living cells after treatment with STS. We also noted that the LM111
leads to an increase of Bcl-2 expression and reduction of Bax expression, and
that the isoforms LM111 and LM511 promoted enhanced expression of Integrin
a7 chain and accelerated the adhesion of CHQ. Together, these data suggest
that LM isoforms, particularly LM111, 411, and 511, might regulate the apoptosis
process and the adhesive properties of CHQ cells induced by in vitro STS
treatment. In addition, these studies contribute to the notion that LM isoforms of
are potential therapeutic targets in muscle regeneration using human myoblast.
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1 Introducéo

1.1 Células Satélites e Regeneracdo muscular

O mdasculo esquelético é o tecido mais abundante do corpo humano,
correspondendo quase 40 a 50% do peso total do individuo (1). E um tecido
especializado na locomocdo, manutencdes da postura, atividade metabdlica,
compdem-se de fibras musculares e por uma populacdo minoritaria de células
progenitoras indiferenciadas, denominada células satélites (SC), localizadas
entre o sarcolema da fibra muscular e a membrana basal. As fibras musculares
sdo unidades contrateis que se agrupam em feixes circundados por bainhas de
tecido conjuntivo. O epimisio € um tecido conjuntivo denso ndo modelado que
envolve o musculo inteiro. O perimisio € um tecido conjuntivo mais frouxo e
envolve feixes ou fasciculos de células musculares. O endomisio é uma camada
delicada de fibras reticulares que circunda a fibra muscular. Os vasos
sanguineos e nervos usam as bainhas de tecido conjuntivo para alcancar o
interior do muasculo. Uma rede flexivel de capilares suporta as alteracdes
decorrentes da contragéo e do relaxamento (2) (3). (Figura 1.1).

Nos vertebrados superiores, durante a embriogénese, o conjunto da
musculatura do corpo e dos membros deriva dos somitos. Neste local, células
mesenquimais sofrem uma transformacao, influenciadas por fatores de
transcricdo da familia do MyoD, os MRFs (Fatores Reguladores Miogénicos, que
serdo discutidos com mais detalhes posteriormente), membros da familia de
proteinas Pax, como Pax3 e Pax7 e sinais secretados pelo microambiente (4)
(5), diferenciando-se em mioblastos. Estas células ficam alinhadas por suas
extremidades e se fundem, formando um miotubo multinucleado (sincicio) pos-
mitotico, onde os nucleos ndo podem reentrar no ciclo proliferativo e dessa forma
contribuir com nucleos adicionais. Miotubos recém-formados sintetizam
proteinas citoplasmaticas contrateis chamadas de miofibrilas, amadurecem e se
transformam em uma longa estrutura muscular de diametro que varia de 10 uM
a 100 uM. A membrana plasmatica das fibras musculares (denominada
sarcolema) é circundada por uma lamina basal. O sarcolema tem uma estrutura

similar as outras membranas plasmaticas, entretanto possui uma caracteristica



distinta: emite longas invaginacfes digitiformes denominadas de tubulos T
(tubulos transversais). Os tubulos T sdo invaginacdes que se dispdem entre as
miofibrilas. Quase todo o citoplasma das fibras musculares (denominado
sarcoplasma) €& ocupado por miofibrilas. As miofibrilas sdo compostas
principalmente por dois filamentos de proteinas contrateis a actina (filamentos
delgados) e a miosina (filamentos espessos) que se organizam em estruturas
repetitivas, os sarcébmeros, que sdo estruturas que respondem a estimulos

neuromusculares e promovem o movimento de contracdo (2) (3).

PERIMISIO

. VASO SANGUINEO
EPIMISIO

FIBRA MUSCULAR
FASCicUuLO

ENDOMISIO

/ﬂ'— TENDAO

coE A

C.retos
(i «—— 0550
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Figura 1.1: Organizagdo da estrutura do musculo esquelético. Organizagéo da estrutura do
musculo esquelético. Cada fibra muscular € envolvida pelo endomisio, os fasciculos de fibras
envolvidos pelo perimisio e o epimisio envolve toda fibra muscular. Fonte: National Institute of
health. http://training.seer.cancer.gov/anatomy/muscular/structure.htm

1.1.1 Diferenciacdo das SC do tecido muscular esquelético

Mauro (1961) observou, por microscopia eletrénica, a presenca de células
intimamente associadas com a fibra muscular, denominadas de SC, e que
estavam localizadas entre o sarcolema da fibra e a lamina basal (7), que € uma

estrutura continua sobre a fibra muscular e a SC.


http://training.seer.cancer.gov/anatomy/muscular/structure.htm

No desenvolvimento pés-natal, o crescimento muscular, a hipertrofia
provocada pelo exercicio e regeneracdo sao promovidos, principalmente, pela
atividade das SC residentes, que vao diminuindo em numero até o individuo
alcancar a fase adulta. Em camundongo, no nascimento, 0s nucleos das células
satélites representam por volta de 30% dos nucleos observados no musculo,
enquanto que na fase adulta eles representam 5%. Essa diminuicdo se deve
principalmente, devido a incorporagdo das SC nos musculos em fase de
crescimento (8).

Schultz demonstrou em 1976 que as SC de camundongos jovens s&o
metabolicamente ativas e entram rapidamente em quiescéncia a medida que o
animal envelhece (9). No muasculo adulto, células satélites estdo em sua grande
parte em estado de quiescéncia (10).

Como descritas acima, no adulto, as SC sdo raras e seus nucleos estédo
presentes no musculo de mamiferos adultos em propor¢do muito menor que 0s
nacleos das fibras musculares diferenciadas. Entretanto, quando ocorre uma
lesdo ou trauma muscular, as SCs sao ativadas. Uma parte dessas células
renova o “pool” de SC e a outra parte prolifera, e, nesse estagio, essas células
passam a ser denominadas de mioblastos. Apés ciclos de proliferacdo, essas
células diferenciam, formando novas fibras musculares, ou regenerando fibras
danificadas (11) (Figura 1.2).

As SC quiescentes podem ser identificadas por marcadores de superficie,
como CD56, M-caderina, CD34, C-MET, desmina, assim como Pax7, membro
da familia de fatores de transcrigéo “paired box” (12). O primeiro sinal que ativa
a SC é a interagdo do HGF, que fica retido na matriz extracelular (ECM) que
envolve a fibra, com o receptor C-MET, presente nas SCs. A ativacéo leva a
transicéo do ciclo celular de GO para G1 (saida do estado de quiescéncia), e 0
aumento rapido da expressdo dos MRFs (assim como no desenvolvimento
embrionério, para a formacé&o dos musculos, os MRFs também sao fundamentais
no desenvolvimento pés-natal e na regeneracdo do musculo adulto), como
MyoD e Myf5, e comecgam a proliferar (13). O MyoD, por exemplo, induz a célula
a sair do ciclo celular, etapa essa essencial para que o processo de diferenciacéo
ocorra (14) (15). Além disso, varios fatores derivados das fibras musculares
danificadas e do infiltrado inflamatério, estdo envolvidos na ativacdo e
proliferacéo das SC, incluindo o HGF, FGF, IGF-1 e o 6xido nitrico (16).

3



A saida irreversivel do ciclo celular marca o inicio do processo de
diferenciacdo, e mioblastos (ou, nessa fase, definidos como miécitos) comegcam
a expressar outros dois membros dos MRFs como o Mrf4 e a miogenina, que
ativa genes envolvidos na diferenciacdo, como as miosinas (17). Posteriormente
as células migram, se alinham e aderem, com posterior fusdo das membranas
(etapa denominada de fus&o), a partir da qual ira ocorrer a formacédo de miotubos
multinucleados (fibra muscular) (Figura 1.2) (18) (19). Apesar de existirem outras
células progenitoras no muasculo, somente SC (que expressam Pax-7) sdo
capazes de regenerar um musculo esquelético adulto apds injaria (20). Cabe
destacar que o infiltrado inflamat6rio tem papel importante nesse processo e
macréfagos sdo fundamentais para que a regeneracao do musculo ocorra (21).
Essas células protegem mioblastos e miotubos da morte celular e, através da
producao de citocinas pré- e anti-inflamatdérias, regulam e orquestram o processo
de regeneragéo (22). Mioblastos podem ser identificados por marcadores como
desmina, N-CAM, Myf4, Myf5, MEF2C e MyoD, mas sao negativos para Pax7,
enguanto células diferenciadas podem ser identificadas por proteinas do sistema
contratil, como a miosina, actina e a troponina | (23) (24).

Este processo, que se inicia apés dano com consequente ativacao da SC,
proliferacdo e diferenciacdo destes progenitores musculares e formacao de
novas fibras e/lou recuperacdo das fibras danificadas € definido como

regeneracdo muscular.
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Figura 1.2: Representagcdo esquematica da ativacao de SC e a progresséao da formacéo
de fibras musculares/regeneragdo muscular através do programa miogénico. (Adaptado
de Boldrin et. al., 2010).

1.2 Terapia celular

Devido a capacidade dos mioblastos regenerarem o musculo danificado
(por formar novas fibras e/ou regenerar fibras danificadas, tal como descrito
anteriormente), a injecdo destes progenitores musculares tem sido utilizada
como estratégia em terapia génica e celular. SC podem ser isoladas in vitro a
partir de tecidos obtidos por biopsias, amplificadas e posteriormente injetadas,
ou modificadas geneticamente antes do transplante (25). Estas células podem
ser introduzidas no musculo em regeneracdo com o objetivo de produzir uma
copia normal de um gene ausente ou defeituoso, que sera expresso no contexto
dos sincicios da fibra muscular, ndo sendo limitado a uma célula isolada.

Essa propriedade tem sido utilizada no dominio da terapia celular para o
tratamento de doencas neuromusculares, como as distrofias musculares. A
distrofia muscular € uma doenca caracterizada por atrofia, fraqueza muscular,
elevacdo dos niveis séricos das enzimas musculares (creatina-quinase) e
destruicdo do tecido muscular. As distrofias musculares sdo causadas pela
perda de diversos tipos de proteinas como as moléculas da ECM, proteinas

formadoras de complexos transmembrana, proteinas citosdlicas e nucleares



(26). Ja foram descritas mais de 30 tipos de distrofias geneticamente diferentes
(27), dentre elas a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), uma doenca
neuromuscular hereditaria e progressiva mais comum entre as distrofias
musculares.

A DMD é uma doenca genética recessiva ligada ao Cromossomo X, que
é causada por um defeito no gene da distrofina, localizado no I6cus Xp21.2Xp21,
desta forma os meninos séo afetados, de 1 entre 3500 no género masculino. A
distrofina € uma proteina localizada no sarcolema, responsavel pela manutencao
da integridade e estabilidade da fibra muscular (28) (29) (30). O complexo de
proteinas ligado a distrofina conecta o complexo de proteinas do sarcolema com
o citoesqueleto. Essa interagdo € um importante mecanismo de ancoragem das
fibras musculares com a ECM. Em pacientes com DMD, esse “link” é perdido, o
sarcolema torna-se suscetivel ao dano durante a contracdo e relaxamento,
resultando em consequente necrose nas fibras musculares. As SC séo ativadas
e regeneram a fibra danificada, mas, com a auséncia da distrofina, o problema
continua. Nesse sentido, ciclos de regeneragao e degeneragao levam o “pool”
de SC a exaustao, pois elas se tornam senescentes. Ainda, a subsequente
resposta inflamatdria poderia aumentar a necrose das fibras musculares. Dessa
forma, os pacientes perdem a capacidade de marcha por volta dos 10 anos e
sdo acometidos com enfraquecimento muscular, insuficiéncia respiratoria e

comprometimento cardiaco.

1.2.1 Limitagdes do transplante de mioblastos

A terapia celular tem utilizado o transplante de mioblastos tanto em
modelos animais, como em ensaios clinicos, principalmente em pacientes com
DMD e pacientes com problemas cardiacos (31) (32) (33) (34). O grupo de T.
Partridge (1978) evidenciou, pela primeira vez, a participagao de mioblastos
murinos transplantados na regeneracdo do musculo de um camundongo
receptor (35). Posteriormente, diversos trabalhos confirmaram a capacidade
regeneradora dos mioblastos, principalmente em modelos murinos (36) (37) (38).
Em 1989, esse mesmo grupo mostra que a transplantagdo de mioblastos de

camundongos normais restaurou a expressao de distrofina em fibras musculares



de camundongo mdx (modelo animal para a DMD), com importante participacao
das células doadoras na regeneragdo muscular no musculo receptor (31). Por
outro lado, o grupo de Tremblay (1992) demonstrou a eficacia do transplante de
mioblastos humanos em camundongos imunodeficientes (33) (39). Esses
trabalhos abriram portas para a possibilidade de utilizagdo de precursores
musculares no tratamento de distrofias musculares.

Esses resultados promissores levaram, de forma muito rapida, a
realizagcao de ensaios clinicos em pacientes com DMD no inicio da década de
90 (34) (40) (41). Entretanto, essa estratégia se apresentou ineficaz nos ensaios
clinicos realizados até o momento (42) (20).

Dados da literatura, abrangendo tanto os modelos animais, quanto os
ensaios clinicos até agora realizados, tém mostrado que a morte (que sera
abordada com mais detalhes adiante), a reduzida proliferacdo e a limitada
migracao das células transplantadas sé@o as principais limitacdes do transplante
de mioblastos como terapia celular. Poucos sao os estudos que avaliaram de
forma detalhada a proliferacdo das células injetadas. In vitro, mioblastos tém uma
capacidade proliferativa limitada, devido a uma reducéo progressiva do tamanho
do DNA telomérico, e ap6s um numero determinado de divisdes celulares, estas
células entram em um estado de senescéncia (43). Quando as SCs sao isoladas,
elas precisam ser amplificadas em grande nimero antes do transplante. Dessa
forma, os mioblastos ja podem estar com sua capacidade proliferativa reduzida
no momento da injecdo. Além disso, nosso grupo demonstrou que mioblastos
humanos possuem uma baixa proliferacdo ap0s a injecdo em musculos de
camundongos imunodeficientes (44). Outro problema descrito € a migragao
dessas células apos injecdo. Satoh e colaboradores (1993) demonstraram que
0s mioblastos transplantados tém uma migracédo muito reduzida, permanecendo
localizados préoximos ao sitio de injecao (45). O tratamento dos mioblastos com
um inibidor de metaloproteinase diminui a migracdo dessas células apos injecao
(46), indicando que, apesar de uma migracao limitada in vivo, esta seria pelo
menos parcialmente dependente da ECM. Recentemente, nosso grupo
demonstrou que a diferenciacdo precoce dos mioblastos transplantados estava
correlacionada com a diminuicdo da proliferacdo e migracdo dos mioblastos

humanos, indicando que a diferenciacdo destas células, que de fato é o objetivo



final dessa estratégia, também possa ser um problema na terapia celular quando
ocorre de forma precoce apds a injecao (47).

No mdusculo, apés injuria e durante a regeneracdo, processos Como
necrose, apoptose e autofagia estao presentes, e defeitos na regulacdo desses
fenbmenos, como na acdo dos macrofagos, pode levar a uma remodelacéo
defeituosa e promover, por exemplo, fibrose (48).

A morte dos mioblastos transplantados também tem sido descrita como
um dos principais problemas da terapia celular em musculo. Porém, pouco se
sabe sobre os mecanismos que levam a perda desses progenitores musculares
apos o transplante (42). A rejeicao imunolégica pode certamente contribuir com
essa morte, porém, os estudos que mostram uma morte rapida das células
injetadas, e os trabalhos com animais imunodeficientes ou imunossuprimidos,
que também apresentam uma importante perda das células transplantadas,
indicam que outros mecanismos devam estar contribuindo para a morte dos
mioblastos injetados.

E importante salientar que os dados da literatura sdo conflitantes, tanto
no que diz respeito a intensidade, quanto a cinética desta morte (49). Por
exemplo, varios estudos mostram que a maioria das células injetadas morre nos
primeiros dias apls a transplantacdo (50) (51) (52). Por outro lado, alguns
trabalhos tém demonstrado que a maioria das células injetadas esta ainda viva
apos alguns dias de transplantacdo (46) (44). A influéncia de outros fatores
relacionados com o procedimento de transplantacdo e o microambiente do
hospedeiro, ndo associado com a resposta imune (inata e adaptativa), deve ser
também considerada. Nesse sentido, diversos sao os exemplos de fatores que
podem também causar ou contribuir para a morte dos mioblastos: condi¢des da
cultura celular, “descolamento” (por agao enzimatica) e manutengéo das células
em condicbes “Otimas” até a transplantagcdo, dano fisico provocado pelo
processo da injecdo, estresse oxidativo (53), isquemia devido a baixa
vascularizacdo no sitio de injecdo e a auséncia de interacbes das células
injetadas com a matriz extracelular (53) (54).

Consequentemente, células da imunidade inata também foram implicadas
como possiveis causadores dessa morte rapida e inicial. Como descrito
anteriormente, macrofagos possuem um efeito benéfico na regeneracdo

muscular (21), porém pouco se sabe sobre o feito dessas células na sobrevida
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dos mioblastos transplantados. Mais recentemente, foi demonstrado que co-
injecdo de macréfagos humanos e mioblastos humanos em camundongos MDX
aumenta a sobrevivéncia, proliferacdo e migragao dos mioblastos transplantados
(55). Com uma estratégia semelhante, nosso grupo demonstrou que macréfagos
pré-inflamatérios aumentam a capacidade regenerativa dos mioblastos
transplantados em musculos lesionados de camundongos imunodeficientes (56),
confirmando a potencial benéfico dessas células em protocolos de terapia
celular. Células NK foram descritas como responsaveis em promover uma rapida
e importante morte dos mioblastos transplantado (57) (58). Porém, trabalho
posterior do mesmo grupo mostrou que a imunidade inata, incluindo células NKs,
ndo eram responsaveis pela morte rdpida dos mioblastos injetados (59). Por
outro lado, trabalhos do grupo do Dr. Tremblay, utilizando anticorpo anti-LFA-1,
mostraram que o bloqueio da interacdo LFA-1/ICAM-1, importante para a
transmigracdo de leucdcitos do sangue para o sitio inflamatério, reduz a morte
aguda dos mioblastos transplantados, e sugeriram que neutrofilos eram
responsaveis por essa morte (60) (51). Porém, observamos que os dados da
literatura ndo estdo claros acerca dos possiveis mecanismos causadores da
morte dos mioblastos transplantados.

Compreender os mecanismos determinantes dessa morte e diminui-la ou
impedi-la em protocolos de terapia celular utilizando mioblastos, pode, com
certeza, ser importante para a eficacia dessa estratégia. Alguns estudos tiveram
um impacto positivo no transplante de mioblastos humanos em musculo de
camundongos imunodeficientes. Por exemplo, a supra-regulacéo das proteinas
de choque térmico (HSPs) aumenta a sobrevivéncia de mioblastos de
camundongos e de mioblastos humanos injetados no musculo de camundongos
imunodeficientes (61). Ainda, tratamento com AG490, um inibidor especifico da
tirosina-quinase JAK2, aumenta a sobrevivéncia celular in vivo (62), e o aumento
da expressao do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) reduz a
morte celular por hipdxia (63). Foi demonstrado também que o beta-hidroxi-beta-
metilbutirato (HMB), um metabdlito do aminoécido leucina, reduz a apoptose de
células musculares induzidas a morte celular por estaurosporina e por
deprivacdo de soro no meio de cultura, de maneira dependente da via de
sinalizacao de PISK/AKT (64).



Alguns trabalhos tém demonstrado que a apoptose € uma das principais
razBes dessa morte (65). A apoptose é um tipo de morte celular programada,
caracterizada por eventos especificos, como a fragmentacdo do DNA, intensa
condensagao da cromatina, encolhimento celular, formacdo de “blebs” na
membrana e formacdo de corpos apoptoticos. Entretanto, dados relativos a
morte por apoptose de mioblastos transplantados sado escassos (65), e as
cascatas de morte celular desencadeadas nas células transplantadas ainda nédo
foram estudadas.

Assim, para que a terapia celular possa vir a ser considerada eficiente,
tais problemas devem ser resolvidos antes que o transplante de mioblastos seja
feito em situacOes clinicas. Diversas estratégias tém sido realizadas com o
objetivo de solucionar essa problematica, e tém sido aplicadas em modelos
experimentais para o transplante de progenitores musculares humanos,
incluindo a utilizacdo de drogas imunossupressoras, irradiacao e a utilizagao de
camundongos imunodeficientes (20).

O grupo francés liderado pelos pesquisadores Gillian Butler Browne e
Vincent Mouly desenvolveu um modelo de xenotransplante em camundongos
imnodeficientes RAG27yC’ (duplo nocaute para o gene que codifica a
recombinase RAG2 e para o gene que codifica a cadeia y comum de receptores
de citocinas), que toleram a implantacdo de células humana. As células
transplantadas sédo capazes de formar fibras humanas, e mesmo fibras hibridas,
no mausculo receptor (66). Em 2005, nosso grupo realizou um trabalho
comparativo de transplante de mioblastos humanos em diferentes “linhagens” de
camundongos imunodeficientes (67), e partir desse trabalho nossa colaboracéo

continua até o presente momento.

1.3 Laminina como alvo terapéutico: Papel protetor da LM na
sobrevivéncia dos mioblastos

Riederer e colaboradores (2012) demonstraram que mioblastos
transplantados no musculo de camundongo imunodeficiente estavam em contato
com as moléculas da ECM especificamente com a laminina, e com células do
infiltrado inflamatdrio e fatores solUveis (como fatores de crescimento, citocinas
e, particularmente, quimiocinas) que estdo presentes no sitio da inje¢cdo. Nesse
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contexto, o “nicho” do transplante onde as células seréo injetadas deve ser
considerado (44).

Nosso laboratério vem nos ultimos anos desenvolvendo varios estudos
sobre o papel das moléculas da ECM em diversos sistemas, fisioldgicos,
patoldégicos e no sistema imune. Uma das proteinas mais abundantes na ECM é
a laminina (LM) (68). Esta molécula, € uma importante familia de glicoproteinas
da ECM (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Estrutura da laminina. (Adaptado Aumalley,2013)

Até o momento foram descritas 16 isoformas de LM, que contribuem na
organizacdo da ECM, particularmente das membranas basais em diferentes
tecidos. Cada molécula de LM € um trimero formado pela associacdo de trés
subunidades — a, B e y — que se combinam formando as diferentes isoformas.
Por exemplo, a LM111 é composta pelas cadeias a1, 1 e y1 (ou LAMA1,
LAMB1, LAMC1, seguindo a nomenclatura das proteinas derivadas dos
respectivos genes). A LM é composta por uma por¢cao N-terminal que interage
com outras proteinas da ECM (como o colageno tipo IV e o nidogénio), levando
a montagem e estabilidade da membrana basal, e uma por¢do C-terminal que
interage com receptores de superficie, levando & modulacdo de processos
bioldgicos celulares (69) (70).
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Os receptores de LM séao classificados como receptores ndo-integrinas e
0s receptores de tipo integrina, 0s quais desempenham um papel central na
adeséo e funcdes das LMs (Figura 1.4). Os receptores de tipo integrina sé&o
heterodimeros com uma cadeia a e uma 3, € sdo consideradas os principais
receptores de adesdo capazes de integrar o0 sinal extracelular com o
citoesqueleto, modulando também os mecanismos de transducdo de sinal
intracelular. Na literatura, j& estdo descritos 24 subtipos de integrinas que foram
identificados em mamiferos (71). Dentre estes tipos alguns apresentam a
capacidade de se ligar a LM (72). Até o momento, identificaram-se como
receptores de LM a integrina a6B4, 6 membros da familia de B-integrina (73)
(a1B1, a2p1, a3p1, a6B1, a7p1, a9p1), e ainda 3 membros com sub-unidade av
(avB3, avB5, avB8) (71). Os receptores nao integrinas incluem o distroglicano, a
proteina precursora do amildide e a proteina prion celular (74) (75) (61). Essa
interacdo entre a ECM e o0 espaco intracelular envolve a indugéo de vias de
sinalizacdo e a organizac¢ao do citoesqueleto intracelular (76). O vasto repertorio
de mecanismos de vias de transducdo de sinais, tais como a ativacao de
GTPases que levam a organizacéo do citoesqueleto, ativacdo de vias MAPK e
ativacao de diversas vias mediadas por proteinas quinases podem influenciar a
expressao génica e consequentemente modular diferentes processos bioldgicos
(77).

No musculo, a LM é o principal componente da membrana basal que
envolve as fibras musculares, e as isoformas predominantes sédo a LM211
(merosina) e a LM221, que estdo preferencialmente localizadas nas jungdes
neuromusculares e miotendineas (78) (79) (70). As mutagdes na cadeia a2 da
LM séo responsaveis pelas distrofias musculares congénitas graves que cursam
com a perda da forca e contracdo do musculo esquelético (Figura 1.4) (80). As
interacdes entre as fibras musculares e SC com as LM211/221 sao mediadas
pela integrina a7p1 e pelo a-distroglicano. A a7B1 é importante para integragao
da fibra com o citoesqueleto (81) e para a sobrevivéncia da fibra (57) (82).
Camundongos nocautes para essa integrina apresentam grave distrofia
muscular (83), com caracteristicas semelhantes ao observado em pacientes
DMD (84) e a supra-expressao de a7B1 reduz a distrofia em camundongos
deficientes no gene LAMAZ2, que codifica a cadeia a2 da LM, e que, dessa forma,
nao possui as isoformas 211 e 221 (85). O trabalho de Langebach e Rando
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(1995) demonstrou que o uso de um anticorpo contra o a-distroglicano rompe a
interacdo com a LM e induz a apoptose de miotubos em cultura, impedindo a
sinalizacao da via PI3K/AK (86).

Durante a regeneracao muscular, foi observado a expressao transitoria
das cadeias a4 e a5 de LM em miotubos recém-formados e a expressao da
integrina a6, indicando que outros ligantes e receptores de LM estdo presentes
no processo de cura muscular e podem ter fungdes importantes nesse processo
(87) (88) (89).

Dependendo dos sinais do microambiente, a interacdo das moléculas da
ECM com as integrinas tem a habilidade de modular a sobrevivéncia celular, e a
ndo ligacdo com as integrinas pode promover uma cascata pré-apoptética. A
ligacdo com a integrina aumenta a sobrevivéncia celular através de varios
mecanismos, incluindo o aumento da expressdo de Bcl-2 (62) (63) e C-FLIP
(90), ativacdo da via PI3K/AKT (91) e da via do NF-kB (92), e também pela
inativacao do p53 (75).

O processo denominado morte celular mediada por integrinas (IMD)
ocorre quando as integrinas que nao se ligam a ECM, que estdo na superficie
de células aderentes, recrutam e ativam caspase-8 (93). A IMD é diferente do
“anoikis”, fendbmeno onde ocorre apoptose pela falta de aderéncia a ECM (94).
O bloqueio de moléculas de adesdo, como as integrinas e caderinas, pode
rapidamente induzir apoptose em células de cultura, e a perda do contato célula-
célula ou células-substrato resulta em “anoikis” em diferentes tipos de células
(90) (95)(96). Alem disso, a perda dessas interacOes resulta na reducdo da
expressao de Bcl-2, e Bad, Bid e Bax séo translocados para o citoplasma da
mitocondria levando a liberacdo de citocromo c, ativacdo de caspases e
repressdo de FLIP (97). Uma das hipoteses pela perda de células pos-
transplantacdo é que os mioblastos injetados no musculo formam um “pocket”,

gue reduz o contato com as moléculas da ECM e leva a morte por apoptose.

13



Laminina

Distroglicano

| Matrix extracelular | —l Integrinal Sarcoglicano

o
VT

Actina-F

Desmina

Figura 1.4: Estruturas do complexo de interacdes e localizacdo das principais proteinas
envolvidas nesse complexo. A mutacdo das proteinas do complexo sarcoglicano, podem
acarretar diferentes tipos de distrofias, como a distrofia muscular congénita, que é causada pela
mutagcdo na cadeia a2 da laminina. Observamos também a interacdo das proteinas da ECM
(Laminina 211, especifica do musculo esquelético) com os receptores de membrana, como as
integrinas e o complexo distroglicano. (Adaptado Ranimov e Kunkei,2013).

Silva-Barbosa e colaboradores (2008) demonstraram que a irradiagao dos
musculos de camundongos promoveu um aumento significativo da deposicao da
molécula de LM, e mioblastos humanos transplantados no musculo de
camundongo imunodeficiente estavam localizados em areas ricas em LM (98).
Nos experimentos in vitro, 0s autores demonstraram um aumento na migracao e
proliferagdo e sobrevida dos mioblastos, "plaqueadas” sobre a LM111 (98). Este
trabalho mostra como os processos biologicos (sobrevivéncia, proliferacdo e
migracdo) estao relacionados e sao alvos para estudo em modelos
experimentais e em ensaios pré-clinicos.

Posteriormente, Goudenege e colaboradores (2009), baseados no
trabalho de Silva-Barbosa e colaboradores (2008), demonstraram que a injecéo
dos mioblastos com a LM111, melhorou a capacidade regenerativa das células
injetadas em musculo de camundongo, e demonstrou que esta isoforma
aumentou a proliferacdo e migracdo dos mioblastos in vitro (99). Além disso,
outro estudo evidenciou que a injecdo de LM111 em musculos de camundongos
dyw/- (possui uma mutacdo na cadeia a2 de LM), e que apresentam severa

distrofia muscular, aumentou a expressdo da integrina a7, estabilizando o
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sarcolema, restaurando os niveis de creatina-quinase (CK) e protegendo o
musculo do dano causado por exercicio (100). De forma complementar, foi
também relatado que a terapia com a LM111 reduz a patologia muscular em dy"
- (73).
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2 Justificativa

O transplante de células precursoras de musculo esquelético tem sido
visto como potencial estratégia no tratamento de distrofias musculares (101)
(20). No contexto da terapia celular utilizando mioblastos, a morte das células
transplantadas tem sido descrita como um dos principais obstaculos desta
estratégia (42). Vérios trabalhos mostram uma morte massiva de mioblastos de
camundongos apés a transplantacao nos musculos receptores. Porém, pouco se
sabe sobre os mecanismos causadores da morte de mioblastos humanos apos
o transplante e os dados da literatura sao conflitantes em relacdo a intensidade
e quantidade dessa morte, e necessitam ser melhor compreendidos (101) (49).
Utilizando modelo de xenotransplante, no qual mioblastos humanos s&o
transplantados no musculo tibialis anterior de camundongos imunodeficientes
(RAG2-/-yC-/-) ap06s criolesdo muscular, nosso grupo demonstrou uma
diminuicdo progressiva na proliferagdo e dispersdao dos mioblastos humanos
transplantados. De forma interessante, foi observada uma correlagéo entre a
diferenciacéo precoce destas células com a reducéo da proliferacédo e migracdo
(44). Com o mesmo modelo descrito acima, dados preliminares do grupo indicam
gue mioblastos humanos ndo sofrem uma morte rapida e macica apos a
transplantacdo na cinética de até 3h, como demonstrado na literatura para
mioblastos murinos. Porém, uma importante morte é observada 12 h e 24 h apés
a injecao (Figura 2.1), que parece ser causada por apoptose visto que estas
células expressam caspase-3 ativa. O fato de a maioria das células humanas
apresentarem uma diminuicdo da expressao de caspase-3 apos 24 h da injecéo,
pode ser consequéncia destas células expressarem moléculas anti-apoptoticas,
como Bcl-2 e FLIP (Figura 2.1), o que reforca a apoptose como principal

mecanismo causador da morte das células injetadas.
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Figura 2.1: Expressdo de marcadores apoptdticos e anti-apoptdéticos em mioblastos
humanos apés o transplante em camundongos imunodeficientes RAG-/-yC-/-. A imagem
representada mostra, por imunofluorescéncia, mioblastos humanos (em verde, marcados com
anticorpo monoclonal anti-lamina a/c especifica humana; em vermelho, os nlicleos sdo marcados
com TUNEL e em azul, os ndcleos das células viaveis sdo marcados com Dapi). Podemos
observar células duplo positivas (mioblastos humanos em verde, em apoptose, em vermelho) e
nacleos corados em azul (DAPI). n=3. Os gréaficos mostram o percentual de mioblastos humanos
positivos para (a) caspase-3, (b) c-FLIP e (c) Bcl-2. Na figura (a), (b), (c) observamos um maior
percentual de células marcadas com esses marcadores de morte entre 12 h e 24 h apés a
transplantacdo no musculo de camundongos imunodeficientes.

Ainda utilizando o mesmo modelo descrito acima, nosso grupo
demonstrou que mioblatos humanos injetados se localizam em areas ricas em
LM (98) (44). Apesar do musculo maduro expressar somente as isoformas
LM211 e LM221, varios trabalhos vém demonstrando o papel da isoforma LM111
na melhora do processo de regeneracdo muscular e como coadjuvante em
protocolos de terapia celular, melhorando a eficacia dos mioblastos
transplantados (102). Porém, pouco se sabe sobre 0s mecanismos que
promovem a regeneracdo muscular melhorada pela LM111. Mais ainda, alguns

dados da literatura sugerem a presenca transitoria de outras isoformas, além das
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gue possuem a cadeia a2, no processo de regeneracdo muscular. Visto que o
nicho onde as células sdo injetadas pode influenciar o comportamento das
células transferidas, esse conhecimento também sera importante para melhorar
a eficacia da terapia celular (102).

Dessa forma, torna-se indispensavel compreender os mecanismos de
morte e entender o papel protetor das diferentes isoformas LM na sobrevivéncia
dos mioblastos in vitro, que pode ndo somente contribuir para uma melhor
eficacia do uso de mioblastos em terapia celular, mas também pode fornecer
conhecimento basico sobre o papel de diferentes isoformas de LM (ainda pouco
explorado na literatura) na biologia da regeneragcdo muscular e nas vias de

apoptose.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral
Estudar o papel das diferentes isoformas de LM na sobrevivéncia de

mioblastos in vitro em proliferacédo, visando promover uma melhor utilizacdo da

LM em protocolos de terapia celular.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar a expressao de cadeias de LM na proliferacdo e diferenciagéo de

mioblastos humanos.

e Caracterizar o efeito da STS na morte dos mioblastos humanos; avaliando
a concentracéo e tempo de tratamento.

e Verificar a modulacdo da expresséo de cadeias de LM e seus receptores

apos a inducao da morte por STS.

e Avaliar o papel de diferentes isoformas de LM na protecdo da morte de

mioblastos humanos induzida por STS.

e Estudar as vias de sinalizacdo de morte induzidas por STS, tratadas ou

nao por isoformas de LM.

e Estudar os possiveis mecanismos de protecdo a morte promovidos pela
LM.
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4 Material e Métodos

4.1 Culturacelular

A linhagem de mioblastos humanos (denominados CHQ) isolados a partir
de biopsia de tecido muscular (103) (104) foram gentilmente cedidos pelo grupo
coordenado pelo Dr. Vincent Mouly (Paris, Franca). Para replicacdo, as CHQs
foram cultivadas em meio X (meio 199 (LGC) + DMEM), suplementado com 20%
de soro bovino fetal (Gibco) e 50 pg/ml de gentamicina (meio de proliferacéo).
Para induzir a formagdo de miotubos, as células foram cultivadas em meio
DMEM (Gibco) sem soro bovino fetal, suplementado com 50 pg/ml de
gentamicina (Gibco) mais 10 pug/ml de insulina recombinante humana (pH= 2 —
2.5) (SAFC Biosciences) (meio de diferenciacdo) a 37°C em 5% de CO:
atmosférico (44).

As aliquotas contendo CHQ sé&o estocadas em nitrogénio liquido e foram
descongeladas em banho maria a 37°C e ressuspensas em 10 mL de meio X
suplementado com 20% de soro e 50 pg/ml de gentamicina (Gibco). As CHQs
foram expandidas em estufa, a 37°C em 5% de CO:2 atmosférico em placas de
petri de 100 mm, até obter uma confluéncia de aproximadamente 70% (para
evitar a inducdo da diferenciacéo). Para a replicacdo das CHQs, o sobrenadante
foi descartado, e em seguida, as células foram lavadas com PBS (Sigma-Aldrich)
e posteriormente incubadas com a solugdo de Tripsina 0,25%/EDTA 0,02%
(Sigma-Aldrich). Ap6s o bloqueio da tripsina, com a solugdo de meio X
suplementado com soro fetal bovino (Gibco), a contagem celular foi feita a partir
de uma amostra da suspenséo celular em camara de “Malassez” para obtencao
do nimero de células presentes na solucéo total, com o auxilio do microscopio
optico de campo claro. Em seguida, as CHQs foram distribuidas em placas de
Petri de 100 mm, em baixa confluéncia e incubadas na estufa.

O numero de divisdes da populacdo de CHQ nas placas de cultura devem
ser contabilizados e controlados. Como é uma linhagem obtida de cultura
primaria, e ndo imortalizada, entram em senescéncia apos um numero limitado
de divisdes (cerca de 60). Essa capacidade proliferativa limitada é devida a uma
reducéo progressiva do tamanho do DNA telomérico, gerando senescéncia (43).
Em experimentos in vitro, utilizamos células com menos de 40 divisdes. O
marcador desmina é expresso em células musculares e esta ausente em
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fibroblastos, contaminantes “naturais” dessas culturas. A “pureza miogénica” da
cultura é determinada pelo niumero de CHQs positivas para desmina (anticorpo
primério anti-desmina feito em coelho, clone D33-DAKO) (Figura 6). Para a
realizacdo dos experimentos, utilizamos culturas com uma “pureza miogénca”

superior a 70%.

Figura 4.1 : Miogenicidade das CHQs in vitro. Marcacdo para desmina em verde (anticorpo
primario purificado anti-desmina feito em coelho e anticorpo secundario anti-coelho FITC) e o
nacleo em azul marcado com DAPI. Aumento 200x.

4.2 Reagentes

Utilizamos as isoformas de LM 111, 211, 311, 332, 411, 421 e 511
(Biolamina, Sundbyberg, SWE), e em alguns experimentos a LM111 de
camundongo (derivada do tumor EHS) (Sigma-Aldrich), albumina do soro bovino
(BSA) e o diluente da LM (PBS, 0,02% NaNs e 10% glicerol).

As CHQs, foram tratadas com diferentes concentracdes e em diferentes
tempos com estaurosporina (STS) (Sigma, USA), que ja foi descrita na literatura
como uma molécula capaz de induzir varios tipos de células a apoptose (105)
(98), ou a B-lapachona (Sigma, USA) uma molécula capaz de induzir a morte
celular por apoptose em varios tipos de células cancerigenas humanas in vivo e
in vitro (106) ou o0 H202 (Merck Millipore, EUA), um indutor de estresse oxidativo,
que tem sido demonstrado induzir apoptose em diferentes tipos celulares (107)

(108) inclusive em mioblastos (109).
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4.3 Tratamento e “coating” com a isoformas de LM

Nos experimentos de “coating”, as diferentes isoformas de LM foram
adicionados as placas em concentracdo e tempo seguindo as instru¢des do
fabricante (Biolamina). As diferentes isoformas de LM foram usadas na
concentragdo de 10 pg/ml diluida em DPBS (LGC) e foram adicionadas as placas
de cultura de forma a cobrir toda a superficie. O “coating” foi mantido por 2 h a
37°C na estufa ou a 4°C “overnight”. O excesso de LM foi retirado e as células
foram plaqueadas. O BSA e a LM111 de camundongo seguiram 0 mesmo
protocolo. Nos experimentos de “tratamento”, diferentes concentragdes de
LM111 foram adicionadas diretamente nas culturas de CHQ em meio de
proliferacdo e deixadas por 2 h. Posteriormente, as CHQs foram induzidas a
morte com os diferentes indutores de morte (5 uM ou 1 uM STS, 100 uM H20:2 e
10 uM B-lapachona). Apés a inducéo, as células foram incubadas a 37°C em 5%
de COz2por 2 h, 3h, 6 he 16 h. O sobrenadante foi recuperado e adicionado as
células que foram obtidas apds a tripsinizacdo com a solugdo de Tripsina
0,25%/EDTA 0,02% (Sigma-Aldrich). Em seguida, células foram neutralizadas

com meio de proliferacdo mais soro fetal bovino (Gibco).

4.4 Citometria de Fluxo

Apds o0s ensaios de inducdo de morte, as células foram recolhidas e
centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspensas em PBS e novamente centrifugadas.
Posteriormente, as células foram ressupensas com tampdo anexina (BD
Pharmigen) e foi adicionado em cada amostra 10 pg/mL Anexina-V APC (BD
Pharmigen) ou 10 pg/mL Anexina-V FITC (BD Pharmigen) e incubados ao abrigo
da luz, a 4°C por 10 minutos. A seguir, 10 pg/ml iodeto de propidio (PI) (Sigma-
Aldrich) foram adicionados antes do inicio da leitura das amostras no citdmetro
de fluxo.

A analise dos receptores de LM foi realizada por citometria de fluxo, em
placas de fundo V, em concentragdo de 5 x104 células por poco. Para marcacéo
das cadeias a de integrina foram utilizados os anticorpos primarios anti-a6
conjugado a FITC (CD49f, BD Pharmingen) e o anti-a3 conjugado PE (CD49c,
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BD Pharmigen), incubados a 4°C por 30minutos. Posteriormente, as células
foram lavadas, ressuspensas com PBS (Sigma-Aldrich), e adquiridas para
anélise em citbmetro de fluxo.

Para marcacao de proteinas intracelulares como Caspase-3, Bcl-2, Bax. As
células foram plaqueadas em placas de fundo V, na concentracéo de 5 x 104.
Em seguida, as células foram centrifugadas a 300G por 5 minutos.
Posteriormente, o blogueio da marcacéo foi realizado com soro humano por 15
minutos a 4°C. Apo6s o blogueio, as células foram fixadas e permeabilizadas com
o kit BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) por 20 minutos a 4°C.
Subsequentemente, as células foram lavadas 2 vezes com a solugdo
“Perm/wash” (1/10, BD Biosciences) por 5 minutos. A seguir, foi realizado o
bloqueio dos receptores da por¢do Fc de imunoglobulinas pela marcacdo com
anticorpo anti-receptor Fc (2492, BD Pharmigen) por 30 minutos a 4°C.
Posteriormente, as células foram marcadas com o anticorpo primario por 30
minutos a 4°C. Para marcacao de caspase-3 ativa foi utilizado o Kit Apoptose
caspase-3 ativa PE (1/6, BD Pharmigen), e apds a marcacgao as amostras foram
adquiridas no citbmetro de fluxo. O Bcl-2 foi marcado com o anticorpo primario
purificado anti-Bcl2 feito em Hamster (1/10, Clone N19, Santa Cruz) e o Bax com
0 anticorpo primério purificado anti-Bax feito em coelho (1/10 Santa Cruz)
diluidos em “Perm/wash” (BD Biosciences). Apés a marcacdo com 0s anticorpos
primarios purificados, as células foram lavadas novamente com o Permwash (BD
Biosciences). Em seguida, as células foram marcadas com o anticorpo
secundario anti-hamster conjugado com FITC (Invitrogen) e o anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com PE (Invitrogen) por 30 minutos a 4°C.
Apés o tempo de incubagao, as células foram lavadas com “Perm/wash” e
ressuspensas com PBS (Sigma-Aldrich) e adquiridas para analise em citbmetro
de fluxo.

Os dados foram adquiridos no FACS canto 11-BD Biosciences ou no aparelho
MoFlo ASTRIOS Cell Sorter (Beckman Coulter). A analise dos resultados foi
realizada utilizando os programas Summit 6.2.3 (Dako Cytomation) ou BD
FACSDiva.
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45 Imunofluorescéncia

As CHQs foram plaqueadas na placa de Petri de 35mm na concentragao
de 3 x 10% por placa, ou na concentracédo de 1x 10* apds 24 h, foram induzidas
a morte com 1 uM de STS por 3 h, 6 h e 16 h para investigar as moléculas
envolvidas nas vias de morte, como a caspase-3 (anticorpo primério purificado
anti-caspase-3 ativa, ABCAM); Parp (anticorpo primario anti-Parp clivada (Dy
light 488), ABCAM). Verificamos como a modulacdo da expresséo das cadeias
a de LM (anticorpo primario anti-a1 R&D; anticorpo anti-a2 Millipore; anticorpo
anti-a4 Santa Cruz; anticorpo anti-a5 (clone 4c7) DAKO) e a expressao das
cadeias a de integrina (anticorpos anti-a7 (CD49g, ABCAM) e anti-a6 (CD49f,
BD Pharmingen) apés a inducdo com STS. Os anticorpos secundarios utilizados
foram o alexa 488 e alexa 555 (Invitrogen).

As células foram fixadas e permeabilizadas com etanol e lavadas com PBS
(Sigma-Aldrich) por 10 minutos. Em seguida, foram bloqueadas (PBS, 2% de
soro de cabra, 1% de BSA e 0,3% de triton-X) por 20 minutos em temperatura
ambiente. Apds o bloqueio da marcacdo, os anticorpos primarios foram
incubados por 1 h nas mesmas condi¢cdes. Posteriormente, a marcacao foi
revelada usando o anticorpo secundario com incubacéo de 30 minutos. Para a
visualizac&o nuclear foi utilizado o intercalante de DNA DAPI (Life). As imagens
foram observadas em microscoépio fluorescéncia ZEISS AXIO IMAGER A2 com
aumento de 100 a 400 vezes e as imagens foram analisadas com o programa

Image J (Broken Symmetry Software verséo 1.4.3.67).

4.6 TUNEL

Para determinar a apoptose celular in vitro, utilizamos a técnica de TUNEL
(“terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling”).
As CHQs foram plagueadas com a concentracéo de 5 x 10° em cada poco das
placas de Lab-Tek com 8 pocos, e foram mantidas em meio de proliferagdo. Apos
trés horas de tratamento com 1 yM STS, nds avaliamos a apoptose a partir do
ensaio de TUNEL, utilizando-se o kit Apoptag® RED In Situ Apoptosis detection
kit (Chemicon, USA & CA). Para a visualizacdo nuclear, foi utilizado o
intercalante de DNA DAPI (Life). As imagens foram observadas em microscopio
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de fluorescéncia ZEISS AXIO IMAGER A2 com aumento de 100 a 400 vezes e
as imagens foram analisadas com o programa Image J (Broken Symmetry
Software versao 1.4.3.67).

4.7 Western blotting

As CHQs em placas de cultura de 100mm foram induzidas com 5 pM STS
por 3 h, 6 h e 16 h em meio de proliferacéo a 37°C. Apos o periodo de incubacao,
as células aderentes foram retiradas, lavadas duas vezes com PBS (Sigma-
Aldrich) e lisadas com PBS (Sigma-Aldrich) mais inibidores de proteases e
fosfatases. ApOs serem recolhidas, as proteinas obtidas desse processo foram
guantificadas no Qubit 2.0 Fluorometer (Life Technologies, USA) e foi adicionado
80 ug de proteina por poco. O lisado total foi submetida a SDS em gel de 4%-
12% acrilamida. As bandas resultantes foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose usando o kit iBlot® Dry Blotting System (Invitrogen, USA). Em
seguida, as membranas foram bloqueadas com TBS 1x mais 5% de leite em
temperatura ambiente. ApGs o bloqueio, as membranas foram incubadas com
anticorpo anti-caspase-3 ativa (1/200, ABCAM) diluido em TBS + Twenn 0,1% a
4° C “overnigt’. Posteriormente, as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS
+ Tween 0,05% durante 10 minutos e incubadas com anticorpo secundario anti-
coelho HRP (1/1500, Cell signaling). A revelacdo da reacédo foi visualizada
usando a solucdo ECL (GE-Healthcare, Amersham, Brasil) e as imagens das
bandas foram obtidas no scanner C-DIGIT (Li-COR, USA).

4.8 PCR em tempo real da cadeia a de LM e a cadeia a de integrina

As CHQs em placas de cultura foram induzidas ou ndo com 5 pM STS por
3 h, 6 he 16 h em meio de proliferacdo a 37°C. Apés o periodo de incubagéo as
células foram retiradas e lavadas duas vezes com PBS e as amostras foram
mantidas a 4°C até o uso. O isolamento do RNA mensageiro (RNAm) usando
RNeasy minikit (Qiagen, Brasil) e da sintese do DNA complementar (cDNA) a
partir de 2 uyg de RNAm das amostras usando a SuperScriptTMII RT (Invitrogen,
USA). O RT-PCR foi realizado com SyberGreen® PCR Master Mix (Applied

25



Byosystems, USA) e a maquina StepOne Plus™ (Applied Biosystem, USA), e os
oligonucledtidos (“primers”) especificos listados na (Tabela 1). As sondas
moleculares ja foram projetadas através do programa Primer express® (Applied
Byosystems, USA). A andlise dos resultados foi realizada no software SDS 2.3
(Applied Byosystems, USA), e os valores do ciclo de “threshold” (Ct) para cada
RNAm foram normalizados contra RNAm de RPL13A, e cada nivel de expressao
relativa do gene alvo foi calculado pela seguinte formula: n = 2-2¢t, onde ACt
representa ACt (Alvo) das células tratadas — ACt (housekeeping) das células

tratadas.

Tabela 1 : Descricdo de “primers”utilizados. (F) do inglés, Forward, (R) do inglés, “Reverse”.

Gene Sequéncia do "primer” Cadeia | Isoformas de LM
LAMAL (F) | TGGAGTACGTTCCCGGCGCT
LAMAL (R) | AGGCGAACGTGCGGATGCTT al 111,121
LAMA2 (F) | GGGCTCAGGAATGGCTTCCGTTG 211221 212/202.
LAMA2 (R) | TTCTCAGCGTTGGCAGGCCAC a2 213
LAMA4 (F) | AGCAGAAGCGACCTGCAAGCA

o4 411,421,423

LAMA4 (R) | GTTCCGGCCGCTTCACAGGG
LAMAS (F) | GGCCTGGAGTACAACGAGGTCAAC

ab 511,521,522,523

LAMAS (R) | CCAGGGGCACGATGCGTGAGT

ITGAG (F) GGCCATGCACGCGGATCGA -

ITGA6 (R) | CGACCTTGCCCCCTGGACCTT a6 -

ITGATY (F) GGTGAGGGGCGAGAGAGCCA -

ITGA7 (R) | CTTTCTGCCCAGGCCCCTGC ar -

4.9 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados estaticamente utilizando os testes
t-Student e Anova, e foram considerados significativos quando os valores de p
foram menores que 0,05 (p<0,05). Para tais analises foi utilizado o programa
GraphPad Prism 5.
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5 Resultados

5.1 Expresséao das isoformas de LM e seus receptores na proliferacao de
CHQs in vitro.

E sabido que a membrana basal que circunda a fibra muscular possui as
isoformas LM211 e LM221 como seus principais componentes, que juntamente
com outros elementos da ECM, como colagenos IV e VI, formam essa estrutura
que é fundamental para a estabilidade e sobrevivéncia da fibra. Porém, nenhuma
das outras isoformas de LM sdo expressas na fibra muscular madura.

Como diversos trabalhos vém demonstrando o potencial da isoforma
LM111 em melhorar o processo de regeneracdo muscular em diferentes
modelos animais de patologias musculares (102), e que a expressao transitoria
das cadeias a4 e a5 de LM foi observada durante o processo de regeneragéo
muscular em camundongos (110) (88), decidimos investigar in vitro, a expressao
das cadeias de LM durante a regeneracdo muscular, ou seja, na proliferacao e
diferenciacdo dos mioblastos humanos (CHQ). Observamos que na proliferagéo,
células CHQ expressam somente a cadeia al de LM. Com a inducdo da
diferenciacéo, essa cadeia continua presente, mas outras cadeias sdo expressas
temporalmente de forma diferente na cinética: a cadeia a4 no inicio da
diferenciacdo, quando poucos miotubos estdo presentes; a cadeia a5 no dia 3
de diferenciacdo, bem expressa nos miotubos e a cadeia a2, detectada mais
tardiamente (Figura 5.1). Pelo menos até o dia 7 apds a inducao da diferenciagao
in vitro, todas as cadeias de LM acima descritas estdo presentes

preferencialmente nos miotubos (formados a partir da fusdo dos mioblastos).
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Proliferagdo Diferenciagdo

24 h 3 dias 5 dias 7 dias

Figura 5.1: Expressao de diferentes cadeias de LM durante a proliferacéo e diferenciacdo
das CHQs in vitro. Os nucleos estdo marcados com DAPI (azul). As diferentes cadeias de LM
estdo marcadas em verde. Os pontos de diferenciacdo foram: 24h, 3, 5 e 7 dias. No dia 3 pés-
diferenciagdo, a formacdo de miotubos € evidente (seta). Resultado representativo de 6
experimentos independentes. Aumento de 100x para a1 e a2 e aumento de 200x para a4 e a5.

A interacao da fibra muscular e das células satélites com a LM211 e 221
gue circunda esses elementos sdo mediadas por dois receptores, a integrina
a7p1 e o complexo distroglicano (111). Visto que foi demonstrado que a integrina
a6 foi expressa transitoriamente em células miogénicas durante a regeneracao
em musculos de camundongos, decidimos investigar a expressdo de alguns
receptores de LM nas CHQs (88). Confirmamos a expressao da integrina a7 por
imunofluorescéncia, mas observamos uma expressao muito baixa da integrina
a6 por citometria de fluxo (Figura 5.2). Além desses receptores, também
investigamos a expressao da cadeia a3 de integrina, que nao ¢€ ligante exclusivo
de LM (Figura 5.2). Esses resultados indicam que as CHQs em proliferagéo

expressam diferentes receptores capazes de se ligar a LM.
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Figura 5.2: Expressdo de receptores de LM nas CHQs em proliferacdo. (A) A esquerda
podemos observar o “DotPlot” representativo da regido dos mioblastos humanos. Podemos
observar dois histogramas representativos da marcacéo das integrinas a3 e a6 (VLA-3 e VLA-6
respectivamente). O “DotPlot” e os histogramas de citometria de fluxo sdo representativos de
trés experimentos independentes. (B) Marcagdo para a integrina a7 (verde) nas CHQs em
cultura, em meio de proliferagéo. A seta mostra célula negativa para a7 (fibroblasto) ou mioblasto
que expressa muito pouco a molécula. Aumento 400x. N=3

5.2 Caracterizacdo da morte induzida por STS nas CHQs

5.2.1 Escolha da STS como indutor de apoptose e definicdo dos
parametros de andlise citofluorométricos.

Nosso proximo objetivo foi o de analisar se as isoformas de LM poderiam
promover um aumento da sobrevivéncia dos mioblastos humanos. Para isso,
utilizamos a STS como indutora de morte por apoptose. NOS NOSS0S primeiros
experimentos, utilizamos doses de STS entre 0,5 e 1 uM, fundamentados em
estudos ja publicados (116) (117).

Nessa etapa do trabalho, decidimos caracterizar de forma detalhada a
concentracdo de STS ideal para o estudo de morte celular e os protocolos para

a adequada analise dessas células e dos efeitos de inducdo de apoptose por
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citometria de fluxo. Primeiramente, a regido 1 (P1) foi definida para retirada dos
debris (Figura 5.3 a). A partir da regido de exclusdo de debris, nés obtivemos
uma regido com os percentuais de células vivas, necréticas e apoptoticas (Figura
5.3 b), com a definicdo das regibes de células vivas (P2 — AnexinaV e PI
negativos), apoptoticas (P3 — Anexina V positivo e Pl negativo) e necroticas/
apoptoticas tadias (P4- Anexina V e PI positivos). Os dados demonstrados no
retangulo vermelho mostram os percentuais das mesmas populacdes sem a
regidao P1, considerando todo o “Dotplot” na figura 5.3 a, enquanto o retangulo
azul mostra os percentuais dentro da regido P1 mostrando as regides vivas P2,
apoptoéticas P3 e necréticas P4.

A figura 5.3 c é representativa de um experimento em que a
autofluorescéncia foi observada nos “DotPlots”, que é geralmente um problema
nas analises das CHQs. Dependendo do citdbmetro e das condicGes
experimentais, uma importante autofluorescéncia nas CHQs €é observada, e as
regibes de células vivas, apoptéticas e necroticas foram modificadas para que

essa autofluorescéncia ndo interferisse nos resultados.
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Figura 5.3: Dotplots” representativos das CHQs tratadas com 5 yM de STS por 16 h. (a) A
figura A mostra um “DotPlot” representativo de tamanho e granulosidade. O P1 mostra a regido
de células vivas, necréticas e apoptéticas, excluindo os debris, pontos (dots) pretos a esquerda
do “DotPlot”. (b) A figura b mostra o “DotPlot” obtido a partir da regido P1, com a definicdo das
regides de células vivas (P2 — AnexinaV e Pl negativos), apoptoticas (P3 — Anexina V positivo e
PI negativo) e necroticas/ apoptoticas tadias (P4- Anexina V e PI positivos). O retangulo vermelho
mostra os percentuais das mesmas populagdes sem a regido P1, considerando todo o “Dotplot”
na figura 5.3, enquanto o retangulo azul mostra os percentuais dentro da regiao P1 (c) o “Dotplot”
mostrando as regibes vivas (P2), apoptdticas (P3) e necrdticas (P4) de um experimento
representativo em que a autofluorescéncia foi observada e as regifes foram adaptadas. Nos
experimentos de citometria de fluxo utilizamos PI (PE-A) e a anexina utilizada foi APC ou FITC.

Na figura anterior demonstramos a estratégia de andalise da morte

induzida por STS na técnica de citometria de fluxo. Para confirmar a inducéao da
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apoptose, decidimos utilizar dois marcadores de fase terminal de apoptose,
TUNEL e Parp (118) (119) (120) (121). Verificamos que a concentragéo de 1 uM
de STS induz a apoptose, e de forma rapida (Figura 5.4). E importante notar que

a STS comeca também a modificar a morfologia das células logo no inicio do

tratamento (Figura 5.4d, quando comparada com a 5.4c).

Figura 5.4: Deteccédo de apoptose em CHQs tratadas com STS. As CHQs foram tratadas com
1 uM de STS por 3 h (b,d). (a, ¢) s&o células controles. O tratamento induziu apoptose, verificada
em (b) por Parp-clivada (marcacao nuclear, em verde, setas vermelhas), e em (d) por TUNEL
(marcacgdo nuclear em vermelho, setas brancas). Na marcacdo por TUNEL (c, d) foi realizada
dupla marcacao, onde podemos observar as CHQs, positivas para desmina (verde). As imagens
de imunofluorescéncia séo representativas de cinco experimentos independentes. Aumento de
200x.

Além das marcagbes por anexina V/PI, Parp e TUNEL, fizemos
marcacOes para caspase-3 ativa. Esse marcador poderia confirmar a morte por
apoptose nas células. Consideramos esse um dos marcadores importantes para
esse projeto, ndo sé pelo descrito acima, mas também porque foi utilizado como
o marcador de morte em trabalho anterior do grupo, no qual mioblastos humanos
(CHQs) foram pré-tratados por HSP70 antes do transplante em camundongos

imunodeficientes, e a caspase-3 foi utilizada para mostrar que esse tratamento
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diminuiu a morte por apoptose (61). Ao contrario dos resultados obtidos no
trabalho citado, ndo verificamos a presencas de caspase-3 ativa ap6s a inducéo
por apoptose por STS (Figura 5.5). Outro marcador utilizado foi o Bcl-2, que é
uma molécula pro-apoptotica que protege as células da morte por apoptose e €
expressa nas CHQs (122). Observamos que o tratamento por STS diminui a

expressao de Bcl-2 (Figura 5.6)

CO 3h 6h 16h +

35kDa
24kDa

17kDa  |we

Figura 5.5: Expressdo de caspase-3 ativa em CHQs tratadas com STS. As CHQs foram
tratadas com STS por 16 h em meio de proliferacdo (Meio X+ 20% de SFB). Analise de western
blotting do extrato de células que foram estimulados ou ndo com 5uM STS por 3 h, 6 h e 16 h,
usando anticorpo anti-caspase-3 ativa. A analise da expressdo proteica foi comparado ao
controle 17kDa. N&o observamos a expressao de caspase-3 ativa. A imagem representativa de
trés experimentos independentes.
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Figura 5.6: Expresséo de Bcl-2 (anti-apoptética) nas CHQs. As CHQs foram tratadas com 5
UM de STS por 16 h. CHQs induzidas a morte por STS apresentam uma diminuicdo da expresséo
de Bcl-2 (proteina anti-apoptética). A regido R2 foi definida a partir do controle Ig. Os histogramas
de citometria de fluxo sao representatativos de um experimento independente feito em duplicata.

Reforcando a capacidade da STS em induzir apoptose, comparamos o

efeito dessa molécula com dois outros indutores de morte, a B-lapachona e H20:2.
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Esses ensaios mostram como a STS induz preferencialmente a apoptose,
enquanto a B-lapachona e o H202, induzem preferencialmente necrose, além de
promoverem uma maior mortalidade. Nos percentuais de apoptose (P3) e
necrose (P4), observamos que a relacdo apoptose/necrose € maior no grupo
tratado por STS (Figura 5.7, quadrados vermelhos). Visto isso, foi decidido

continuar com a STS e verificamos a melhor concentracdo desse indutor de

morte.
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Figura 5.7 : DotPlots representativos de CHQs tratadas com diferentes indutores de morte.
Da esquerda para a direta temos os tratamentos com 5 uM de STS, 10 uM de B-Lapachona e
100 uM de H202, respectivamente, por 6 h. Os quadrados em vermelho mostram que a razéo de
células apoptoticas em relacéo as necréticas no tratamento com STS é bem maior que os outros
dois indutores. Podemos também notar que o tratamento com H202, “DotPlot” a direita induz uma
consideravel morte por necrose, ja em 6 h. Os “DotPlots” sdo representativos de cinco
experimentos independentes.

Para definir a melhor concentracdo de STS para analisar as células por
imunofluorescéncia, as CHQs foram plaqueadas, e ap0s trés dias foram tratadas
com diferentes concentracdes de STS (0,5 uM, 1 uM, 2 pM) nos pontos de
cinética de 1 h, 3 h, 6 h e 16 h. Observacdo microscopica demonstrou uma
mudanca drastica na morfologia das células em todas as concentragdes,

comparadas ao controle sem estimulo. Em 1 h, as concentragfes de 0,5 pM, 1
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UM, 2 UM de STS mudaram moderadamente a morfologia celular (as células
diminuiram de tamanho) e a maior parte das células estavam aderidas. No ponto
de 3 h, a concentracdo 1 uM, em relacéo as concentracdes de 0,5 uM e 2 uM,
apresentou o maior numero de células aderidas e menor nimero de células no
sobrenadante. Em 6 h, em todas as concentracdes, o numero de células
aderidas diminuiu (Tabela 2). Devido a essas observacoes, decidimos usar 1uM

para células aderidas.

Tabela 2: Tabela de observacdo da alteracdo morfolégica e aderéncia dos cultivos de

mioblastos humanos tratados com STS em diferentes concentra¢cfes e tempo.

Concentragao (uM)

Tempo (horas)

3

6

0,5

Pouca alteracdo
na morfologia e
poucas células

no sobrenadante

Menos células
aderidas e mais
células no
sobrenadante

Poucas células
aderidas e
muitas células
no sobrenadante

Pouca alteracdo
na morfologia e
poucas células

no sobrenadante

mais células
aderidas e
menos células
no sobrenadante

Poucas células
aderidas e
muitas células
no sobrenadante

Pouca alteracdo
na morfologia e
poucas células

no sobrenadante

menos células

aderidas e mais
células no

sobrenadante

Poucas células
aderidas e
muitas células
no sobrenadante
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Também testamos diferentes concentracdes para 0s experimentos por
citometria de fluxo. Ao contrario dos experimentos com células aderidas,
verificamos que a concentracdo de 5 pM apresentou um maior percentual de
células apoptoéticas, sem muita necrose. Quando analisamos todos o0s
experimentos, comparando o percentual de células vivas, apoptéticas e
necréticas, ndo observamos diferencas significativas entre as doses de 1 pM e
5 uM, apesar de que na concentragdo mais alta, uma tendéncia de mais células
apoptoticas foi observada (figuras 5.8 e 5.9). Apesar de ndo termos observado
diferencas significativas no percentual de células apoptoticas entre 0os grupos
tratados com 1 uM e 5 pM por citometria de fluxo nos experimentos de anélise
da apoptose em células aderidas, a concentracdo de 1 uM foi necesséria, pois
doses maiores podem soltar as células da placa de cultura. Também
observamos que na dose de 0,5 uM a frequéncia de morte celular é baixa, e na
concentracdo de 10 pM, o percentual de células necréticas aumenta em relagéo
ao de células apoptoticas (Figuras 5.8 e 5.9).

100- E& Vivas
E3 apoptdticas
E3 necroéticas

S

Figura 5.8 : Percentuais de células vivas, apoptdticas e necréticas apds a inducao da
morte por STS. Gréaficos que mostram o aumento da apoptose e reducéo das células vivas apos
o tratamento com STS em diferentes concentra¢des 0,5 uM , 1 uM, 5 uM, 10 uM. Apesar da
diferenca no numero de células apoptéticas, os resultados ndo apresentaram diferenca
significativa. O controle foi normalizado como sendo 100% em cada experimento.
Concentracbes de STS 0,5 uM N=2, 1 pM N=3, 5 uM N=8, 10 uM N=2 em experimentos
independentes.
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Figura 5.9 : Tratamento das CHQs com diferentes concentracdes de STS. A figura mostra
“DotPlots” de CHQs tratadas com as concentragdes 0,5 uM, 5 yM e 10uM de STS.

5.3 Modulacéo da expressao de cadeias de LM apds ainducdo da morte
por STS.

Uma vez definidas as concentracdes e os efeitos da STS numa cinética de
tratamento sobre as CHQs, decidimos investigar se a STS poderia modular a
expressao das cadeias de LM na fase proliferativa. Observamos que a STS nédo
modulou a expressdo das cadeias a2, a4 e a5 de LM (figura 5.10), que
continuaram negativas nas CHQs como observado na figura 5.1. Porém, a
expressao da cadeia al foi modulada, com aumento da deposi¢céo nas primeiras

horas e posterior diminuigdo com o tempo de tratamento (Figura 5.10).
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Figura 5.10 : Andlise da expressdo de cadeias de LM apés tratamento com STS. (a) O
tratamento das CHQs com 1 yM de STS ndo modulou a expresséo das cadeias de LM a2, a4 e
a5 numa cinética de tempo de 3, 6 e 16 h. A cadeia a1, ja expressa nas CHQs em proliferacao,
teve um aumento rapido na expresséo apds o tratamento, com posterior diminuicéo até 16 h. Em
(a), temos os nucleos marcados por DAPI (azul) e as cadeias de LM marcadas em vermelho. (b)
em cinza temos a marcagao de LM a1. Aumento de 200x. Em (c) temos um grafico mostrando a
quantificagdo dos niveis de cinza da marcagao positiva para a1, com auxilio do programa Image
J. O teste anova foi utilizado nas andlises estatisticas. Os asteriscos indicam os resultados que
foram estatisticamente significativos (p<0,05) em relagdo ao controle.

Para confirmar se a modulacdo observada na cadeia al apds o
tratamento por STS foi realmente consequéncia de uma maior producdo da
molécula, fizemos 0 mesmo tratamento e avaliamos a expressao das cadeias de
LM por RT-PCR. Verificamos que, diferentemente da imunofluorescéncia,
nenhuma modulacdo da cadeia al foi observada. Porém, observamos uma
maior expressao da cadeia a2, ndo significativa, e um aumento da expressao de
LM a4 apés 16 h de tratamento (Figura 5.11). Também analisamos se a
expressao dos receptores de LM poderia ser modulada pelo tratamento por STS.
Verificamos por PCR que a cadeia a7 de integrina apresenta uma tendéncia a
diminuicdo apos o tratamento, enquanto que a cadeia a6 de integrina apresenta

um aumento de expressado 16 h apds o tratamento (Figura 5.12).
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Figura 5.11 : Anélise da expressdo das cadeias de LM apés tratamento com STS por RT-
PCR. O tratamento das CHQs com 1 uM de STS ndo modulou a expressao das cadeias de LM
al, a2 e a5 de LM numa cinética de tempo de 3 h, 6 h e 16 h. Porém, a cadeia a4 teve um
importante aumento apds 16 h de tratamento. N=3
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Figura 5.12 : Andlise da expressédo das cadeias de integrina apés tratamento com STS por
RT-PCR. O tratamento das CHQs com 1 uM de STS modulou a expressdo da cadeia a7 de
integrina (ITGA7) em relacdo a cadeia a6 de integrina (ITGA6) numa cinética de tempo de 3 h, 6
he 16 h. N=3.
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5.4 Avaliacdo do papel da LM na protecdo da morte induzida por STS.

Dados da literatura mostram que a LM111 protege os mioblastos da morte
(98) (99) (100) (73). Para confirmar essa capacidade protetora em nosso
trabalho, as células foram plaqueadas nas placas de cultura cobertas por 10
pg/ml e posteriormente tratadas com 5 uM de STS (1 h, 2 h, 6 h, 8 h). O tempo
de 8 h de adesao sobre a LM foi escolhido tendo por base o tempo minimo de
adesdo das células as placas de cultura sem nenhum tipo de “coating”. Nesse
sentido qualquer efeito positivo da LM néo se daria por causa de um possivel
aumento da adeséo provocada pela LM.

O tempo de 8 h realmente parece ser um tempo minimo para que as células

controle, nas placas de cultura, estejam bem aderidas (Figura 5.13).
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Controle

Figura 5.13 : Tempo de aderéncia das CHQs na cultura em meio de proliferagdo. As CHQs
com os nlcleos marcados em DAPI (azul) foram marcados para a integrina a7 (verde). As células
foram diretamente plaqueadas no plastico ou sobre placas tratadas com BSA. A seta indica o
espraiamento das células. As imagens de imunofluorescéncia sédo representativas de trés
experimentos independentes. Aumento 400x.

Diversos trabalhos da literatura, vem demonstrando que a isoforma de
LM111, melhora o processo de regeneracéo muscular. Uma vez definido o tempo
de tratamento das CHQs com a LM antes da inducdo da morte por STS, fomos
verificar se a LM111 era capaz de aumentar a sobrevida das CHQs em processo
de apoptose. Numa cinética de 4 h, 8 h e 16 h, ndo foram observadas diferencgas
significativas entre o percentual de células vivas, apoptoéticas e necroticas apos
o cultivo das CHQs sobre a LM, quando comparados ao BSA (Figura 5.14).
Porém, uma andlise detalhada de cada experimento individualmente indica que
a LM111 diminui a apoptose quando comparado ao controle STS ou BSA. A

figura 5.15 mostra a grande variacdo de morte e apoptose em Varios
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experimentos quando comparado ao controle, sem tratamento com STS.
Baseado nessa variagcdo, achamos pertinente normalizar o nimero de células

vivas, apoptéticas e necroticas pelo controle positivo (CHQs tratadas com STS).

Vivas
EZ3 apoptodticas
E3 necroticas

CHQ %

Figura 5.14 : Percentual de células vivas, apoptoéticas e necroticas apds adesdo das CHQs
sobre LM111 e tratamento com STS. As CHQs foram cultivadas sobre LM111 a 10 pg/ml por
8 h e posteriormente foram induzidas a morte com 5 uM de STS, em diferentes tempos da
cinética (4 h, 8 h, 16 h). O controle positivo sdo CHQs tratados com STS por 16 h. O controle foi
normalizado como sendo 100% em cada experimento. N=3.
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Figura 5.15 : Percentual de células apoptéticas nos experimentos em que as CHQs foram
tratadas com 5 uM de STS por 16 h. O controle representa o percentual de células apoptéticas
sem o tratamento por STS. N=8

Utilizando a concentracdo de 5 uM e 16 h de tratamento, comparamos o
efeito das diferentes isoformas de LM na protecdo da morte induzida por STS.
Apesar de ndo estatisticamente significativo, observamos que a LM111 parece
promover uma diminuicdo da apoptose quando comparado aos controles e as
outras isoformas. Por outro lado, o percentual de células vivas foi aumentado de
forma significativa quando as células foram cultivadas sobre as isoformas LM11,
411 e 511 previamente a inducdo da morte celular por STS (Figura 5.16). A figura

5.17 mostra um experimento representativo do tratamento das diferentes

isoformas.
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Figura5.16 : Percentual do aumento de sobrevivéncia e diminuic&o da apoptose nas CHQs
cultivadas sobre diferentes isoformas de LM e induzidos a morte por STS. As CHQs foram
tratadas com 5 UM de STS por 16 h, sobre o “coating” de diferentes isoformas de LM. O controle
foi normalizado como sendo 100% em cada gréafico. O teste anova foi utilizado nas analises
estatisticas. Os asteriscos indicam os resultados estatisticamente significativos (p<0,05) em
relagdo ao controle. O gréfico do percentual de células apoptéticas ndo apresenta diferenca
significativa.
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Figura 5.17 : Papel das diferentes isoformas de LM na protecdo da morte de CHQs. As
células foram tratadas com STS na concentragdo de 5uM por 16 h. A figura mostra “DotPlots”
representativos de 4 experimentos em que CHQs cultivadas sobre diferentes substratos na
concentracao de 10ug/ml foram induzidas a apoptose por STS. Os “DotPlots” sdo representativos
de 4 experimentos independentes.

Esses resultados mostram que as isoformas 111, 411 e 511 promovem uma
maior sobrevivéncia das células quando induzidas a morte por STS. Por outro
lado, nenhum resultado significativo foi observado em relacdo a diminuicdo da
apoptose pelas LMs, apesar da isoforma de LM111 ter mostrado uma tendéncia
em diminuir a apoptose. Os gréficos da figura 5.16 foram obtidos a partir de 4
experimentos. Decidimos entdo agrupar os experimentos que foram utilizados
para fazer os gréficos das figuras 5.14 e 5.16, e que tinham a mesma condicdo
experimental (tempo de tratamento 16 h e concentracdo de 5 uM STS), mas
somente para BSA e LM111. Como esperado, os resultados obtidos foram mais
evidentes, mostrando o potencial da LM111 em promover a protecao da morte

por apoptose (Figura 5.18).
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Figura5.18: LM111 protege as CHQs da morte por apoptose. As CHQs foram tratadas com
5 UM de STS por 16 h, sobre o “coating” da isoforma de LM111. A LM111 diminuiu o
percentual de células apoptéticas e aumentou o percentual de células viaveis. O controle foi
normalizado como sendo 100% em cada experimento. O teste anova foi utilizado nas andlises
estatisticas. Os asteriscos indicam os resultados estatisticamente significativos (p<0,05) em
relacdo ao controle.

A partir desses dados, tratamos as CHQs aderidas sobre o "coating” de BSA,
LM111 e LM511 com 1 pM de STS numa cinética tempo e analisamos a inducao
da morte por imunofluorescéncia. As células apoptéticas foram identificadas por
Parp-clivada. Observamos que nas placas tratadas com STS, poucas células
estavam aderidas, e muitas eram positivas para Parp (Figura 5.19). Nas placas
com o “coating” de LM111, uma maior quantidade de células aderidas foi
observada, com menos células Parp-clivada positivas. Podemos notar que
apesar de uma importante marcacao para Parp-clivada (verde), poucos nucleos
estavam marcados (Figura 5.19a). As células que estavam aderidas sobre a
LM511 apresentavam-se na sua grande maioria aderidas, com pouca mudanca

morfologica e pouca marcacgao para Parp-clivada (Figura 5.19c).

Figura 5.19 : Expresséo de Parp-clivada em CHQs tratadas com STS. As CHQs aderidas
sobre BSA, LM111 e LM511 foram tratadas com 1uM de STS e por 6 h em meio de proliferagao
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(Meio X+ 20 % SFB). (a) BSA (b) LM111 (c) LM511. Foram marcados com anticorpo anti-Parp
clivada (verde) na diluicdo de 1:50. As setas indicam células marcadas com Parp-clivada. As
imagens de imunofluorescéncia sao representativas de cinco experimentos independentes.
Aumento de 200x. N=5

5.5 Estratégia de tratamento das CHQs por LM111.

Nos experimentos classicos de estudo do papel da ECM na proliferacéo,
migracdo, diferenciacdo e sobrevivéncia, as células sdo geralmente aderidas
sobre placas pré-tratadas com moléculas da ECM. O mecanismo através do qual
o tratamento com LM reduz a apoptose induzida por STS ainda precisa ser
investigado. Dessa forma, resolvemos investigar se o tratamento da LM, diluindo
a molécula no sobrenadante de cultura, previamente a inducdo da morte por
STS, poderia ter um efeito semelhante a estratégia do “coating”. Testando
diferentes concentracdes de LM observamos que a adicdo de LM111 no
sobrenadante de cultura, método aqui chamado por nés de tratamento, parece
aumentar a sobrevivéncia e diminuir a apoptose das CHQs que foram induzidas

a morte por STS, principalmente na concentracédo de 10 pg/ml (Figura 5.20)

Células vivas (%)

Células Apoptoticas (%)

Figura 5.20 : Concentragdes de LM diluida na cultura de CHQs e posteriormente tratadas
com STS. No gréfico, a apoptose do grupo controle foi normalizada como 100% e foi possivel
observar que a LM111 diminuiu o percentual de células apoptéticas e parece aumentar o
percentual de células vivas. O grafico do percentual de células apoptéticas e viaveis ndo
apresentaram diferenca significativa.

5.6 Mecanismos de protecdo da morte celular pela LM
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Observamos que a adesdo das CHQs sobre as LMs 111 e 511 parece
ndo somente acelerar a adeséo, mas também aumentar a expressao do receptor
de LM integrina a7 (figura 5.21). O aumento da expresséo de receptores da LM
guando as CHQs estao aderidas sobre a molécula pode ser um fator importante
na sobrevivéncia das células.

N6s também verificamos como as moléculas anti-apoptéticas e pro-
apoptoticas poderiam estar sendo modulados durante a morte por apoptose das
CHQs induzidos com STS. NGs observamos que as células que foram tratadas
com LM111, e induzidas a morte com STS, aumentou a expressao de Bcl-2 (anti-
apoptoética), enquanto a expressao de Bax (pré-apoptética) se encontrava
diminuida (Figura 5.22).

BSA LM111 LM511
3 horas 3 horas 3 horas

Figura 5.21: Expresséo da integrina a7 e tratamento com diferentes isoformas de LM. As
CHQs com os nucleos marcados em DAPI (azul) foram marcados para a integrina a7 (verde). As
células foram plaqueadas no plastico diretamente ou sobre placas tratadas com BSA, LM111,
LM511 por 3 h. Nés podemos observar o espraiamento (seta) e 0 maior nimero de células
aderidas. As imagens de imunofluorescéncia s@o representativas de trés experimentos
independentes. Aumento 400x. N=1
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Figura 5.22 : Expressao de moléculas anti-apoptoética e pré-apoptoética apds o tratamento
com STS em CHQs cultivadas sobre LM111. As CHQs foram tratadas com 5 uM de STS por
16 h, sobre o “coating” da isoforma de LM111. A LM111 modula a expressdo de Bax (pro-

apoptotico) e Bcl-2 (anti-apoptético). N=1
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6 Discussao

Um dos maiores problemas do transplante de mioblastos humanos como
terapia celular em doencgas neuromusculares é a morte das células injetadas (64)
(61) (101) (49) (42) (123). Aléem das limitacdes do procedimento do transplante,
outros fatores podem influenciar a eficacia da transplantacdo dos progenitores
musculares, tais como a isquemia no sitio de injecao e a auséncia das interacdes
das células com a ECM (53) (124). Nesse sentido, o nicho aonde essas células
serdo injetadas deve ser considerado. Células transplantadas estdo em intimo
contato com proteinas da ECM, infiltrado inflamatério (44) e fatores soluveis,
como fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas (125). Moléculas da ECM
como a LM estdo envolvidas em diversos eventos biologicos tais como
proliferacao, diferenciacéo, migracdo e sobrevivéncia (126). E importante notar
que diversas isoformas de LM vém sendo descritas e suas distribuicdes e
funcbes compreendidas, mas o papel dessas moléculas no processo de
regeneracao muscular e consequentemente a importancia destas em estratégias
de terapia celular sdo pouco conhecidas.

Dessa forma, acreditamos que compreender os mecanismos de morte e
entender o papel protetor da LM na sobrevivéncia dos mioblastos in vitro, pode
ndo somente contribuir para uma melhor eficacia do uso de mioblastos em
terapia celular, mas também fornecer conhecimento basico sobre o papel de
diferentes isoformas de LM, na biologia da regeneracdo muscular e nas vias de
apoptose.

No presente estudo, nés avaliamos quais isoformas de LM sédo expressas
nas celulas em proliferacéo e diferenciacdo. A LM é uma glicoproteina formada
por trés cadeias oriundas de genes diferentes, e ndo existem anticorpos
especificos para os trimeros, que poderiam detectar as isoformas de maneira
especifica. Entdo, nesse trabalho, utilizamos anticorpos e “primers” as cadeias
de LM. Porém, devido a dificuldade de se encontrar anticorpos para todas as
cadeias de LM, e também para restringir um pouco a quantidade de marcadores
devido a grande quantidade de cadeias (16 descritas até 0 momento), focamos
0 nosso trabalho nas cinco cadeias a. Essa escolha também se baseia no fato
de que as isoformas de LM contendo a mesma cadeia a tem muitas vezes

funcdes e principalmente localizacbes semelhantes in vivo, até por estas
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possuirem a maioria dos sitios de ligacdo aos receptores celulares, como as
integrinas (127). Por exemplo, no muasculo, as isoformas de LM presentes nas
fibras musculares sdo as 211 e 221, e elas se ligam a integrina a731 e ao
complexo distroglocano (128) (128). Dados preliminares do Nnosso grupo
demonstram uma expressao diferencial de isoformas de LM (cadeias a1, o4 e
ab, além da a2), apos o transplante de mioblastos humanos em musculos de
camundongos imunodeficientes. Esses dados indicam que isoformas de LM que
nao possuem a cadeia a2, como as 211 e 221, podem estar presentes apods a
ativacdo da célula satélite, e assim desempenhar diferentes fun¢des durante os
processos de proliferacéo, diferenciacéo, fusdo e maturacao da fibra.

Nosso grupo vem trabalhando para definir quais as isoformas de LM estao
presentes, na proliferacé@o e diferenciacdo de células CHQ in vitro. Corroborando
os resultados preliminares in vivo do grupo, descritos no item “justificativa”,
encontramos uma expresséo diferencial da expressao de cadeias de LM na
proliferacéo e na cinética de diferenciacdo in vitro. A nossa observacao de que
cadeia a2 esta presente nos miotubos em fase mais tardia de diferenciagcao
parece ir de encontro com o que se observa in vivo, de que as isoformas LM211
e LM221 estdo presentes na fibra muscular (79). Se o que estamos observando
€ uma expressao temporal de isoformas, € plausivel que a cadeia 02 seja a
ultima a ser expressa. A expressao das cadeias a4 e a5 nas fibras, a partir da
diferenciacdo e fusdo, também parecem ir de acordo com a literatura, que
descreve que as cadeias 04 e a5 estdo presentes transitoriamente no processo
de regeneracdo dos musculos de camundongos normais, em fibras recém-
formadas (79) (88).

Observamos também que somente a cadeia a1 de LM é expressa durante
a proliferacdo das CHQs, e que continua presente na diferenciacdo. E descrito
na literatura que a expressdao da cadeia al de LM é abundante durante o
desenvolvimento embrionério, mas com distribui¢é@o restrita no individuo adulto
(127), inclusive com auséncia no musculo (88) (69). Nossos dados, mostrados
aqui por imunofluorescéncia, e também por RT-PCR, indicam a producédo dessa
molécula, tanto na proliferacdo quanto na diferenciacdo. Estamos trabalhando
de maneira cuidadosa na confirmacdo da expressao dessa cadeia, visto que a
literatura ndo corrobora esses resultados. No timo, érgdo linfoide primario, a

cadeia a1 de LM também néo é detectada (129) (130), porém células epiteliais
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timicas em cultura expressam essa cadeia (130). E possivel que condi¢bes de
cultura estimulem a producao de isoformas que ndo estdo presentes in vivo.
Esses resultados indicam que diferentes isoformas estdo presentes em
diferentes momentos durante a proliferacdo e diferenciagcdo in vitro, e
possivelmente na formacdo da fibra muscular, no processo de regeneracao.
Nesse sentido, é possivel que as isoformas 111, 121, 411, 421, 511, 521, além
das isoformas 211 e 221, estejam presentes nas CHQs em proliferacdo e
diferenciagao in vitro. Nao detectamos a cadeia a3 nos nossos experimentos.

O achado de que diferentes cadeias de LM estdo expressas tanto na
proliferacdo quanto na diferenciacdo reforcou a nossa hipotese de que as
isoformas de LM poderiam ter um papel importante na sobrevivéncia de
mioblastos e miotubos induzidos a morte por apoptose.

Diversos trabalhos demonstraram que a LM111 aumenta a sobrevida de
mioblastos (131) (132) (133) (134). Como diferentes isoformas parecem estar
presentes na proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos, decidimos verificar se
as diferentes isoformas de LM sdo capazes de modular a sobrevivéncia das
CHQs.

Visto que a apoptose € um dos tipos de morte de células musculares (48)
(109), e ser o principal mecanismo envolvido na morte das CHQs transplantadas
(135), como descrito anteriormente, decidimos utilizar como indutor de apoptose
a STS, um inibidor de proteina quinase C (PKC) e gerador de ROS, e um agente
terapéutico usado para inibir o crescimento de células tumorais por inducéo da
via intrinseca e liberacéo de citocromo C (136). A célula que sofre apoptose é
reconhecida por algumas modificacoes, dentre elas a exposicdo da
fosfatidilserina. A avaliagdo da quantificacdo de células apoptoticas se deu pela
marcagao com Anexina-V em citometria de fluxo. A Anexina-V é uma proteina
que se liga ao fosfolipideo e possui alta afinidade pela fosfatidilserina na
presenca de ions de calcio.

Usando Anexina-V e PI, pela técnica de citometria de fluxo, verificamos
gque nos primeiros experimentos ocorria uma variagdo muito grande no
percentual de células mortas, com um baixo percentual de células apoptéticas.
A padronizacao do uso e da analise da morte induzida por STS se tornou uma
etapa extremamente importante nesse projeto. Nesse sentido, definimos a

melhor concentracéo e tempo de tratamento com essa molécula. Um resultado
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gue consideramos extremamente importante foi a definicdo de uma regidao de
células vivas e mortas, mas excluida de “debris”. Isso mudou a nossa forma de
andalise da morte (apoptose e necrose) por citometria de fluxo, aumentando os
percentuais dos parametros analisados e provavelmente tornando os resultados
mais fidedignos.

Mostramos que a STS induz preferencialmente, nas doses ideais, morte
por apoptose. Por imunofluorescéncia confirmamos a inducéo da apoptose pelas
técnicas de TUNEL e marcacéo de Parp-clivada. Além disso, a demonstracao de
gue ocorre uma diminuicdo da expressao de Bcl-2 nas células tratadas com STS
reforca a apoptose. Em células cancerigenas, STS induz apoptose, clivagem de
Parp e reduz a expresséo de Bcl-2 (137).

A imunofluorescéncia permite duplas marcacdes, para as cadeias de LM,
por exemplo, com o0s marcadores apoptoticos. Além disso, realizamos a
marcacao de caspase-3, que é uma molécula efetora importante na via de morte
celular por apoptose, e resolvemos investigar se essa molécula poderia estar
sendo modulada durante a inducdo da morte e posteriormente se a LM poderia
alterar essa expressdo. Riederer e colaboradores (2008) demostraram a
expressdo da caspase-3 ativa nos mioblastos humanos transplantados em
musculos de camundongos imunodeficientes. Usamos diferentes técnicas de
deteccdo dessa protease, como citometria de fluxo, imunofluorescéncia e
western blotting (WB) mas nenhuma das técnicas apresentaram resultados
esperados. Uma diferenca observada entre os dois trabalhos é que no referido
artigo a marcacao foi feita nos mioblastos humanos in situ, em cortes de criostato
(61), enquanto que nessa dissertacdo a marcacao foi feita em mioblastos
cultivados in vitro. E importante notar que as mesmas células foram utilizadas
nos dois trabalhos.

Devido as varia¢cGes do percentual de morte das CHQs nos experimentos
iniciais com STS, decidimos verificar se outros agentes seriam capazes induzir
a morte por apoptose ou necrose. Fizemos uma cinética da concentracdo de
H202 e verificamos que o H202 promove a morte das células tratadas,
principalmente por necrose. A B-Lapachona foi outra molécula utilizada no
estudo. Da mesma forma que o H202, essa droga induziu morte das células, com
um maior percentual de células necréticas. Quando comparamos a razéo de

células apoptéticas/necroticas, verificamos que a STS promove uma morte
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preferencial por apoptose. Além disso, testamos diferentes concentracdes de
H202 e [-Lapachona nas CHQs para realizarmos o0s experimentos de
imunofluorescéncia. As CHQs foram visualizadas em microscépio invertido, e
verificamos que poucas células estavam aderidas, impossibilitando a realizacéo
dos experimentos por imunofluorescéncia. Visto isso, decidimos nesse momento
continuar com a STS e ressaltamos a importancia da padronizacao desse indutor
de morte.

Por imunofluorescéncia, observamos aumento na deposicao da cadeia a1
de LM nas primeiras horas apods inducdo da morte, posteriormente essa
expressdo é diminuida. Pode ser que essa expressao aumentada seja uma
resposta da célula em consequéncia ao estimulo da STS, mas que néo é
suficiente para impedir a morte com o decorrer do tempo, devido a alta
concentracdo e a presenca constante da STS no meio de cultura. A literatura
mostra que a interagcdo da célula com ECM é importante para a sobrevivéncia,
entdo o aumento da expressao da cadeia a1 pode ser dificil de explicar. Além
disso, a ativacdo da PKC, necesséria para a adesdo de macrofagos a LM via
a6p1 é fortemente reduzida apds tratamento com STS (126). Por outro lado,
pode ser que esse aumento ndo seja real, e por causa do estimulo, a LM seja
exportada e se adira a membrana das células. Ou até mesmo, devido a uma
mudanca morfoldgica da célula, esse aumento seja um artefato provocado pelo
tratamento, uma autofluorescéncia, por exemplo. Nesse sentido, realizamos a
técnica de PCR para detectar as cadeias de LM moduladas durante a indugéo
da morte celular. A modulacdo da cadeia a1 nao foi observada, mas houve
aumento apenas a expressdo de a4, num ponto mais tardio da cinética de
tratamento por STS. Também observamos um aumento, nao significativo, da
cadeia a2, que nao é expressa nas CHQs em proliferacdo. Uma questao
importante € que esse resultado por PCR pode ser consequéncia das células
utilizadas nesse experimento. Durante o desenvolvimento da dissertacao
tivemos problemas com contaminag¢ao e com o controle de miogenicidade, o que
nos levou a ficar mais de seis meses sem células. Devido a esse problema,
usamos em alguns experimentos, CHQs mais velhas, com maior niumero de
divisbes em cultura, com mais de 40 divisbes. Resultados do nosso grupo
mostram que cadeias de LM nao expressas na fase proliferativa passam a ser

detectadas a medida que envelhecem, (que apresentam um maior nimero de
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divisbes em cultura). Esses experimentos devem ser repetidos com as CHQs
mais jovens.

Detectamos os receptores de LM que estdo sendo expressos nas células
em proliferacdo e observamos a expressao da cadeia a7, a3 e um percentual
baixo da expressédo da cadeia a6 de integrina. Na literatura, poucos trabalhos
descrevem a expressdo dessa integrina no musculo e Sorokin (2000)
demonstrou que a integrina a6 € expressa em algumas fibras recém-formadas
no processo de regeneracao (88). Dados preliminares do nosso grupo mostram,
por RT-PCR, que durante a diferenciacdo ocorre um aumento da expressao das
integrinas a6 e a7 quando comparados ao controle. Nesse sentido é necessario
um estudo mais detalhado para se determinar a real expresséo da integrina a6
nos mioblastos. Isso é importante porque o receptor VLA-6 (a6p31) é a integrina
gue se liga a praticamente todas as isoformas de LM (70) (138).

Por outro lado, mostramos por RT-PCR que a expressao da integrina a6
€ aumentada, no ponto de 16h e a a7 é diminuida (mas ndo estatisticamente)
apos tratamento com STS, o que pode colaborar com a morte por apoptose, uma
vez que a auséncia da interacao da célula muscular com a LM pode induzir esse
processo (139) (62).

Uma vez definidos os indutores de morte e analisadas as modificagbes
das CHQs relacionados a ligantes e receptores de LM com o tratamento com
STS, fomos verificar como diferentes isoformas de LM poderiam proteger as
CHQs da morte induzida por STS. Como jA mencionado nessa dissertacao,
diversos trabalhos mostram que a LM111 tem capacidade de estimular a
sobrevivéncia de células musculares humanas e murinas, tanto in vitro quanto in
vivo, inclusive com trabalhos realizados pelo nosso grupo. Essa isoforma
também é capaz de melhorar a regeneracdo muscular em modelos animais com
distrofias musculares e de auxiliar a capacidade regenerativa de mioblastos
transplantados em protocolo experimental de terapia celular em camundongo
(102). Nesses trabalhos, esses resultados positivos foram obtidos usando a
isoforma LM111 obtida de célula de sarcoma murino denominado Engelbreth—
Holm—-Swarm (EHS). Esse tumor produz uma membrana basal rica em ECM e a
LM111 é purificada (140). Neste projeto decidimos investigar a capacidade de

diferentes isoformas de LM em proteger mioblastos humanos da morte. As
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isoformas escolhidas sao todas recombinantes humanas

(http://www.biolamina.com/).

Primeiramente, decidimos verificar se a isoformas recombinante humana
LM111 também era capaz de proteger os mioblastos humanos da morte, como
demonstrado para a isoforma “natural” 111 derivada do tumor EHS. Inicialmente
realizamos os experimentos “tradicionais”, quando se usa moléculas de ECM,
sob a forma de “coating”. Seguindo as recomendagdes de concentragao e tempo
de incubagao das moléculas do fabricante, realizamos o “coating” das diferentes
isoformas de LM nas placas de cultura previamente a adicdo das células.
Posteriormente as culturas foram tratadas com STS, nas concentra¢des e tempo
de tratamento definidos na padronizacdo e analisados por citometria de fluxo,
usando anexina V e PIl. Verificamos que a LM111 protege a morte das células
diminuindo o percentual de células apoptéticas quando comparadas ao controle.
De forma interessante, verificamos que as isoformas LM111, 411 e 511
aumentaram no percentual de células vivas. E possivel que as isoformas 411 e
511 diminuam também o percentual de necrose. Essa andlise devera ser
realizada. Utilizando a mesma estratégia de “coating”, observamos por
imunofluorescéncia um maior nimero de CHQs aderidas em placas cobertas
com LM111 e principalmente com LM511 apds as células serem estimulados
STS. O “coating” de LM diminuiu o numero de células positivas para Parp-
clivada, principalmente nas CHQs que estavam aderidos sobre a LM511. Dessa
forma, acreditamos que a LM511, além da LM111 possa ter um potencial
terapéutico na protecdo da morte de mioblastos transplantados no musculo de
camundongo. Esses resultados ndo vao de encontro ao efeito da LM511 sobre
a morte das CHQs observada nos experimentos de citometria de fluxo. Esses
dados precisam ser confirmados, porque a diferenca é que no experimento de
imunofluorescéncia, a concentracéo de 1 pM foi utilizada. E importante refletir
sobre o papel da LM na prote¢ao da morte de um modo geral, e ndo somente na
morte por apoptose (a STS induz pouca necrose nos tempos avaliados). De fato,
um resultado ainda preliminar (n=1) mostra que a LM111 diminui de forma
importante a morte provocada por H202, que € em sua grande maioria por
necrose.

Resolvemos investigar outra forma de estimulo com as LMs para os

mioblastos humanos, que pode ser mais importante para os protocolos de terapia
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celular. Assim, ao invés de realizarmos o “coating” das LMs, tratamos as células,
adicionando LM ao meio de cultura. Para estabelecer esse protocolo, realizamos
0S experimentos com a LM111l, e testamos diferentes concentracoes.
Verificamos que na dose de 10 pg/ml, a LM diminuiu a morte por apoptose a
aumentou a sobrevivéncia das CHQs. Porém, esses resultados nao foram
significativos, e acreditamos que isso pode ter sido causado pela variacdo do
efeito de protecdo da LM111 em cada experimento, acreditamos que mais
experimentos sejam necessarios para mostrar estatisticamente esse efeito.
Também precisamos verificar o papel de outras isoformas nessa estratégia, que
deve fornecer um estimulo diferente de quando as células estdo aderidas sobre
a ECM. De fato, é possivel que a LM adicionada entre em contato com
receptores da membrana celular e ative as células de forma diferente de quando
estdo aderidas sobre a ECM. A LM pode também interagir com outras moléculas
da ECM que ja estdo aderidas sobre a célula, mudando a estrutura da
membrana. Componentes da ECM sollveis podem alterar ou mesmo romper as
ligacdes entre ligantes e receptores de moléculas da ECM (141). Nesse sentido,
essa estratégia de tratamento deve ser detalhadamente estudada.

Na literatura trabalhos tém demonstrado que a LM111 tem a capacidade
de induzir a sobrevivéncia das células. No trabalho de Li et al (2005), foi
demonstrado que a ligacdo da LM111 com o receptor distroglicano presente na
membrana das células de Schwann induziu a fosforilacdo das quinases, nos
quais promoveu a sobrevivéncia celular (142). Em células musculares, a
interacdo da LM com o receptor distroglicano ativou a via de sinalizacao
PISK/AKT e modulou a sobrevivéncia das células (139). De uma forma geral, a
interacdo da célula com a LM induz adeséo, prevenindo a morte por anoikis
(143). Essa interagao ativa a via de PI3K/AKT, NF«B, induzindo por exemplo, a
expressao de Bcl-2 (144).

Outro mecanismo possivel, € que uma maior adesao ao substrato impede
a morte por apoptose causada pela falta de adesédo, denominada anoikis (143).
As LMs influenciam as funcgdes celulares induzindo vérias vias de sinalizacéo,
via receptores de membrana. Baseado nos nossos resultados, nos acreditamos
gque o tratamento com a LM modula a adesao dos mioblastos, a expressao de
receptores de LM e a via de sinalizacdo de apoptose, e consequentemente

aumenta a sobrevivéncia dos mioblastos humanos.
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E importante ressaltar que nos experimentos de inducdo da apoptose por
STS, as células sempre foram cultivadas em meio de proliferacdo. Assim, nao
avaliamos o efeito dessa molécula na diferenciacdo de mioblastos, e ja foi
descrito na literatura que a caspase-3 é expressa na fase de diferenciacéo
celular (114). Outro dado interessante, demonstrado na literatura, € que corpos
apoptoticos (que expdem fosfatidilserina) poderiam influenciar no
desenvolvimento do musculo, especificamente na fusdo dos mioblastos (145).
Futuramente, nos iremos estudar a morte das ceélulas musculares em
diferenciacao in vitro e essas informagdes sao relevantes para o nosso estudo.
Em conjunto, a nossa hipétese de estudar o papel das diferentes isoformas
de LM protegendo os mioblastos humanos da morte, tem uma grande
importancia para o uso dessas células em terapia celular. Nés sugerimos que o
tratamento da LM pode promover a protecao da morte nas CHQs em proliferacéo
quando sao injetados no musculo de pacientes com distrofias musculares,
especificamente a LM111, j& descrita na literatura como uma isoforma que
aumenta a regeneracdo do musculo esquelético. Sugerimos também que outras
isoformas, como a LM411 e a LM511 possam ter potencial terapéutico, ao
aumentar a sobrevivéncia dos mioblastos transplantados. Como essas isoformas
também sdo expressas durante a diferenciacdo dos mioblastos e na
regeneracao muscular, essas moléculas devem ter uma participacdo importante
no processo fisioldégico de cura no musculo apds trauma ou lesdo. Compreender
0s mecanismos de sobrevivéncia promovidos pelas isoformas de LM, podera ter
impactos importantes no entendimento do processo de regeneracdo muscular e
ter relevancia para o tratamento de doencgas neuromusculares em protocolos de

terapia celular.
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7 Conclusao

Com base nos resultados demonstrados nesse estudo, podemos concluir que:

e Nossos resultados mostram a expressao da cadeia a1 de LM e dos
receptores cadeia a3, a7 e uma menor expressdo da cadeia a6 de
integrina nas células em proliferacéo.

e Caracterizamos a molécula de STS como um indutor de morte nas
CHQs em proliferacéo in vitro.

e Demonstramos nas CHQs morte por apoptose apos a indugdo com
STS, confirmada pela marcacdo de anexina V/Pl, TUNEL e parp, e
pela diminuicdo da expressao de Bcl-2 (anti-apoptética).

e Verificamos que a inducdo de morte nas CHQs em proliferagdo por
STS aumenta a expressdo da cadeia a1 de LM por
imunofluorescéncia, mas que somente a cadeia a4 de LM ¢é
aumentada quando analisamos por RT-PCR. Esse tratamento
aumenta a expressao da integrina a6, e parece diminuir a expressao
de a7.

e Aisoforma LM111 protege a morte por apoptose e juntamente com as
isoformas LM411 e 511 aumentam o percentual de células vivas
tratadas com STS.

e O tratamento das isoformas LM111 e LM511 acelera a adeséo e
aumenta a expressao dos receptores de LM (cadeia a7 integrina) e
diminuiu a expressao de Parp em CHQs induzidas a morte por STS.

e O Tratamento da isoforma de LM111 aumentou a expressdo da
molécula anti-apoptotica Bcl-2 nas CHQs induzidas a morte por STS.

e Acreditamos que isoformas de LM possam ser alvos terapéuticos em
protocolos de terapia celular utilizando mioblastos.
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