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Nota do Autor

A proposta deste trabalho é a avaliacdo do potencial terapéutico de
células-tronco mesenquimais (MSCs; do inglés mesenchymal stem cells) de
corddo umbilical associadas ao fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1; do inglés insulin-like growth factor 1) para terapia de distrofias

musculares progressivas.

Esta tese foi organizada no formato de capitulos, sendo o primeiro
deles composto por uma introdugéo geral e objetivos deste estudo (CAPITULO
1). Os capitulos seguintes consistem de artigos cientificos publicados em
revistas internacionais ou em processo de redacao/publicagdo, 0s quais
descrevem os resultados obtidos durante o periodo de doutoramento. No altimo
capitulo é feita uma discussdo geral sobre todos os resultados obtidos
(CAPITULO 7). Nos anexos encontram-se os trabalhos relacionados com o

tema desta tese, também ja publicados em revistas internacionais.

A primeira etapa do nosso estudo consistiu na identificacao de fontes
abundantes e acessiveis de células-tronco. Neste contexto, descrevemos a
eficiéncia no isolamento de MSCs a partir do tecido do corddo umbilical humano
(CAPITULO 2) e, posteriormente, comparamos o perfil de expresséo génica de
MSCs obtidas de sangue e tecido de corddo umbilical (CAPITULO 3). Nas
etapas seguintes analisamos o potencial miogénico in vitro das MSCs obtidas
do corddo umbilical, quando submetidas a dois diferentes protocolos de
inducdo. Primeiramente investigamos o papel dos fatores sollveis liberados
pelo musculo distréfico em induzir a diferenciacdo miogénica de MSCs
(CAPITULO 4). Esse protocolo nos permitiu entender como o microambiente do
musculo distrofico interfere na potencial miogénico de MSCs e contribuiu para a
identificacdo de alguns dos fatores de crescimento e/ou citocinas presentes no
musculo e que estariam, possivelmente, relacionados com a miogénese. Dada
a relevancia do IGF-1 neste processo, posteriormente analisamos o seu papel
na diferenciacdo miogénica in vitro de MSCs (CAPITULO 5). Além disso,

verificamos a influéncia do IGF-1 na interacdo de MSCs com células



musculares obtidas de pacientes distréficos, quando em co-culturas
(CAPITULO 5). Por fim, com base nos resultados obtidos a partir dos
experimentos in vitro, analisamos se a associacdo de IGF-1 e MSCs in vivo
seria capaz de promover uma melhora funcional no musculo de modelos

murinos de distrofias musculares (CAPITULO 5 e 6).

Propor uma terapia para as diferentes formas de distrofias
musculares requer ultrapassar diversas barreiras. Embora o uso de células-
tronco tem se consolidado como uma estratégia terapéutica promissora, 0s
resultados discrepantes obtidos até o momento reforcam a necessidade de
otimizar os protocolos dos transplantes celulares, visando aumentar a
efetividade da terapia celular para as distrofias musculares. Neste sentido, a
ideia da combinacgéo de diferentes abordagens — MSCs e IGF-1 — surgiu com o
intuito de potencializar os efeitos das células-tronco no musculo distréfico. Com
base nos resultados obtidos a partir dos experimentos do IGF-1 na
diferenciagdo miogénica de MSCs in vitro, a nossa hipétese inicial era que o
este fator contribuiria para promover a miogénese de MSCs in vivo. Visto que
os resultados obtidos foram contrarios a essa suposi¢ao, prosseguimos com a
investigacdo de outros mecanismos que poderiam estar envolvidos no reparo
do musculo. Enquanto algumas perguntas foram sendo respondidas, outras
novas questdes foram surgindo e algumas ainda permanecem em aberto como

perspectivas para projetos futuros.
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Resumo

As Distrofias Musculares Progressivas constituem um grupo de doencas genéticas
caracterizadas por uma degeneracdo progressiva e irreversivel da musculatura
esquelética. As diferentes abordagens terapéuticas propostas para esse grupo de
doencas tém como enfoque restaurar a proteina muscular deficiente por meio da
terapia celular ou terapia génica, ou o tratamento dos sinais e sintomas patoldgicos do
musculo pela administracdo de farmacos e/ou fatores de crescimento. A combinagao
de diferentes estratégias pode aumentar a eficiéncia do reparo muscular. Deste modo,
este trabalho tem como objetivo principal avaliar o potencial terapéutico das células-
tronco mesenquimais (MSCs) associadas ao fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1) para diferentes tipos de distrofias musculares. Inicialmente avaliamos o
potencial miogénico de MSCs humanas de cordao umbilical in vitro. Nossos resultados
demonstraram que os fatores solluveis liberados pelo muasculo distrofico de
camundongos mdx foram capazes de induzir a diferenciacdo miogénica terminal das
células-tronco. Além disso, verificamos que o IGF-1, por si s6, € capaz de promover a
miogénese de MSCs, com mais eficiéncia que os protocolos de inducdo padrées.
Ainda nos estudos in vitro, demonstramos que MSCs sdo capazes de interagir com
células musculares de pacientes com Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) e
restaurar a expressao de distrofina, quando cultivadas em meios suplementados com
IGF-1. Frente a estes resultados, prosseguimos com o0s estudos em modelos animais,
in vivo, e demonstramos que as MSCs humanas de corddo umbilical e IGF-1, quando
administrados conjuntamente por via sistémica, sdo capazes de modular a inflamacéao,
reduzir a fibrose, aumentar o reparo muscular e, consequentemente, promover uma
melhora clinica significativa do misculo de camundongos LAMA2%? — modelo murino
de Distrofia Muscular Congénita. Cabe ressaltar que as células humanas ndo foram
rejeitadas apos administracdo sistémica em modelos animais ndo imunossuprimidos.
Esses resultados suportam o potencial uso combinado de MSCs de corddo umbilical
humano e IGF-1 no tratamento de distrofias musculares. Contudo, a confirmacéo
destes dados em um modelo animal de grande porte, como os modelos caninos de
distrofia muscular, é de extrema importancia visando o entendimento dos mecanismos
envolvidos no reparo muscular e avaliagdo de eventuais efeitos adversos, o que pode

representar um passo importante para o inicio dos testes clinicos em pacientes.



Abstract

Progressive muscular dystrophies are a clinically and genetically heterogeneous group
of disorders caused by the deficiency or abnormal muscle proteins, resulting in
progressive degeneration and loss of skeletal muscle function. Strategies for the
development of a muscular dystrophy therapy have focused on the possibility of
restoring the defective muscle protein by cell therapy or on delivery of growth factors to
treat or ameliorate muscular pathology symptoms. Combining both strategies could be
a very useful approach to enhance the efficiency of muscle repair. The aim of this study
is to evaluate the therapeutic potential of human mesenchymal stem cells (MSCs) from
umbilical cord tissue combined with IGF-1 for muscle regeneration. Firstly, we verified
the myogenic potential of these cells in vitro. Our results demonstrated that the soluble
factors released from mdx dystrophic muscle were able to promote the myogenic
differentiation of MSCs. Moreover, we showed that IGF-1 is capable of enhancing
considerably the myogenesis of human MSCs from UC in vitro. More interestingly, we
showed that IGF-1 enhances the interaction of MSCs and DMD muscle cells in co-
culture and the restoration of dystrophin expression. Subsequently, our in vivo studies
revealed that the association of IGF-1 and MSCs markedly reduced muscle
inflammation and fibrosis, and significantly improved muscle strength in LAMA2%?
mice, a murine model for congenital muscular dystrophy. It is important to point out that
human cells are not rejected even in xenotransplants without immunosuppression. In
summary, our results suggest that a combinatorial strategy of both IGF-1 and MSCs
could enhance the efficiency of muscle repair and, therefore, should be further tested
as a potential therapeutic approach in muscular dystrophies. However it is important to
repeat the experiments on canine dystrophic model (GRMD; Golden Retriever Muscular
Dystrophy) — in order to enhance our knowledge about the mechanism involved in
muscle repair and monitor any eventual long-term side effects, which could represent

an important point to start the clinical trial in patients.



Capitulo 1

| - INTRODUCAO GERAL

1. Distrofias Musculares Progressivas

As Distrofias Musculares Progressivas (PMDs; do inglés Progressive
Muscular Dystrophies) constituem um grupo heterogéneo de doengas
hereditarias caracterizadas por degeneragdo progressiva e irreversivel da
musculatura esquelética. Atualmente foram descritas mais de 40 formas de
PMDs que diferem entre si quanto a idade de manifestagado dos primeiros sinais
e sintomas, velocidade de progressdo da doenca, gravidade e localizac&o

preferencial das lesdes, dentre outros sinais (Emery et al., 2002).

Em geral, as mutagdes que geram as distrofias estdo de alguma
forma relacionadas com a organizagdo do complexo de glicoproteinas
associadas a distrofina (DGC; do inglés Dystrophin-associated Glicoprotein
Complex), localizado na porgao interna do sarcolema (FIGURA 1; Jones et al.,
1998; Ehmsen et al., 2002). O complexo DGC é considerado essencial para a
manutencdo da fungdo muscular, porque promove a interacdo entre o
citoesqueleto e a matriz extracelular. A auséncia ou deficiéncia de uma das
proteinas desse complexo causa instabilidade da membrana da célula muscular
e estresse mecéanico associado a contragdo, resultando na degeneragao
progressiva das fibras musculares (Petrof et al., 1993; Jones et al., 1998;
Rando et al., 2001; Ehmsen et al., 2002; Dalkilic and Kunkel, 2003). Distrofia
Muscular de Duchenne (DMD; do inglés Duchenne Muscular Dystrophy) e
Becker (BMD; do inglés Becker Muscular Dystrophy) s&o causadas por
mutacdes no gene da distrofina. Mutagdes na laminina-a2, por sua vez, causam
a Distrofia Muscular Congénita tipo 1A (CMD; do inglés Congenital Muscular
Dystrophin). Muitas das mutagbes nos genes do complexo DGC, incluindo

mutagcbes na disferlina, afetam a musculatura dos membros e do tronco
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proximal sendo denominadas de Distrofias Musculares do tipo Cinturas (LGMD;
do inglés Limb-Girdle Muscular Dystrophy), o grupo mais heterogéneo das
distrofias (Passos-Bueno et al., 1999; Zatz et al., 2000; Zatz et al., 2003).

Em bidpsia muscular, os achados histolégicos comuns a todas as
PMDs consistem em variacdo no calibre das fibras musculares, areas de
necrose, invasao de células inflamatérias e reposicédo do tecido muscular por

tecido adiposo e/ou tecido conjuntivo (Emery et al., 2002)

Colageno

Complexo de
proteinas associadas

Actina
Citoplasma
Fibra Muscular Membrana
Sarcolema
FIGURA 1 — Complexo de Glicoproteinas associadas a Distrofina.

Representacédo esquematica mostrando a interagdo da distrofina com proteinas
citoplasmaticas, transmembrana e extracelulares no musculo esquelético
(Modificado a partir de Lydia Kibiuk).
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1.1. Distrofia Muscular de Duchenne

Dentre as diferentes miopatias genéticas, a Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD), é a mais grave e comum, com incidéncia de um em cada

3.500 nascimentos vivos do sexo masculino (O’Brien and Kunkel, 2001).

A causa primaria da doenga consiste de mutagdes no gene da
distrofina, localizado no brago curto do cromossomo X, que codifica para uma
proteina integrante do sarcolema, responsavel por ancorar as proteinas do
citoesqueleto as proteinas presentes na membrana plasmatica (FIGURA 1;
Kunkel et al., 1985; Blake et al., 2002; Van Deutekom & Van Ommen, 2003;
Vainzof & Zatz, 2003). Em seres humanos, a importancia do funcionamento da
distrofina no musculo esquelético é demonstrada pela grave patologia que
ocorre em sua auséncia. Na maioria dos casos, os sinais clinicos iniciam-se
entre 3-5 anos de idade, caracterizados por niveis séricos aumentados da
enzima creatina quinase, pseudo-hipertrofia das panturrilhas, quedas
frequentes e dificuldade em correr e subir escadas. Com a progressao da
doenga, ciclos repetitivos de degeneragdo superam a capacidade regenerativa
do tecido muscular, causando sua substituicdo por tecido conjuntivo e adiposo.
O confinamento em cadeira de rodas se da em torno dos 10 a 12 anos de idade
e, sem cuidados especiais, os afetados raramente sobrevivem apds os 20 anos
(Blake et al., 2002; Van Deutekom & Van Ommen, 2003).

1.1.1. Distrofina e o Complexo Glicoproteico Associado a Distrofina

Em 1985 o gene responsavel pela DMD foi localizado no brago curto
do cromossomo X (Xp21). Com 2,3 megabases (Mb), o gene DMD €& o maior
gene humano ja caracterizado (Kunkel et al., 1985). E constituido por 79 éxons,
sendo transcrito em um RNA mensageiro (MRNA) de 14 kilobases (Kb). Apds a
localizagdo do gene e sua clonagem em 1987, descobriu-se que o produto do

gene é a distrofina, uma proteina de 3685 aminoacidos e massa molecular de
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427 kilodaltons (kDa), localizada na face citoplasmatica da membrana das

fibras musculares esqueléticas e cardiacas (Hoffman et al., 1987).

A maioria dos afetados pela DMD apresentam uma mutacdo que
altera a fase de leitura do mRNA (frame-shifting) do gene da distrofina,
causando a produgao de uma proteina truncada que é rapidamente degradada
na célula muscular. Dentre as mutagbes que causam DMD 60% sao delegoes,
5-6% duplicagbes e mutagdes de ponto nos casos restantes (Koenig et al.,
1987). Mutagdes que mantém o quadro de leitura da distrofina, gerando uma
proteina comprometida, mas parcialmente funcional, sdo responsaveis pela
Distrofia Muscular de Becker (BMD), alélica a DMD (Koenig et al., 1989). A
incidéncia da BMD é cerca de 10 vezes menor que a da DMD, ocorrendo um
caso a cada 30 mil nascimentos do sexo masculino. Os sintomas e sinais da
BMD s&o semelhantes aos da DMD, mas consideravelmente mais leves. O
inicio de manifestacdo é mais tardio e a evolucdo clinica da doenca é mais
lenta. Além disso, a velocidade de progressdo da patologia € extremamente
variavel, podendo haver, em uma mesma familia, afetados com diferentes

graus de comprometimento muscular.

Além da manutengédo do quadro de leitura do mRNA a gravidade do
quadro clinico pode estar associada a localizacdo da delecido. Delecdes nas
regides de ligagdo da distrofina com a actina (regidao carboxi-terminal) ou na
regido de ligacdo com as proteinas da membrana plasmatica (regido amino-
terminal) resultam em um quadro de DMD mais grave. Por outro lado, foram
observados casos de delecédo de 50% do gene, restrita a regido central
(dominio em bastdo ou rod domain), associadas a um quadro clinico leve
(Vainzof et al., 1993a,b; Passos-Bueno et al., 1994).

A analise da presenca de distrofina no musculo pode ser feita por
Western blot (WB) e imunofluorescéncia utilizando anticorpos para regiao
amino-terminal e carboxi-terminal. Os pacientes DMD apresentam auséncia de
distrofina em WB. Entretanto, se a analise por imunofluorescéncia é feita com o

anticorpo amino-terminal uma marcagéao positiva parcial de algumas fibras pode
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ser observada, geralmente sem correlagdo com a gravidade do quadro clinico.
Além disso, algumas fibras isoladas distrofina positivas podem ser observadas,
denominadas fibras revertentes. A analise de proteinas em pacientes BMD por
WB mostra bandas de distrofina com peso molecular alterado ou em
quantidade diminuida. A imunoflorescéncia apresenta uma marcagao positiva
para distrofina, embora diferente do musculo normal (Hoffman et al., 1988;
Vainzof et al., 2003).

Estudos de solubilizagdo da distrofina a partir de fragbes do
sarcolema mostraram que esta proteina interage com varias outras proteinas e
glicoproteinas que formam o complexo DGC. Acredita-se que o papel do DGC é
estrutural, realizando a ligacdo entre o citoesqueleto de actina a matriz
extracelular, e responsavel pela estabilizacdo do sarcolema durante os ciclos
de contracdo e relaxamento da célula muscular, transmitindo a forca gerada
nos sarcoOmeros a matriz extracelular. Atualmente, ha também evidéncias de
que o DGC esteja envolvido na sinalizagéo celular (Ehmsen et al., 2002; Petrof
et al.,, 1993; Rando, 2001). Como mencionado anteriormente, mutagdes em
outros componentes deste complexo podem acarretar no aparecimento de uma
série de doengas musculares, o que ilustra o papel fundamental que ele
desempenha na manutengao da integridade do musculo. Alteragdes na proteina
laminina-2, por exemplo, acarretam em uma forma grave de distrofia muscular,
a Distrofia Muscular Congénita tipo 1A (CMD1A).

1.2. Distrofias Musculares Congénitas

As Distrofias Musculares Congénitas (CMDs) formam um grupo
heterogéneo de doengas musculares caracterizado clinicamente pela presenga
de hipotonia neonatal, atraso no desenvolvimento motor, grau variavel de
contraturas articulares, e possivel associacdo com anormalidades no sistema
nervoso central ou olhos. Pode ocorrer também comprometimento respiratério e

da degluticdo. A bidpsia muscular invariavelmente apresenta alteragbes
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histopatoldgicas distroficas. O quadro clinico tende a ficar estavel, mas alguns
pacientes apresentam uma evolugdo clinica lenta e progressiva (Dubowitz,
1999).

Aproximadamente 50% dos casos de CMDs séao classificados como
forma classica ou CMD tipo 1A (CMD1A), e sdo causados por mutagdes no
gene LAMA2 que codifica a cadeia a2 da laminina-2, também conhecida como
merosina (Hillaire et al., 1994). A laminina-2 é a principal proteina da matriz
extracelular na membrana basal da fibra muscular. Encontra-se ligada as
proteinas citoplasmaticas, como a distrofina, por meio de interagcbes com o
DGC (FIGURA 1). Forma um heterodimero em forma de cruz, composto por
uma cadeia a2 e duas outras cadeias 1 e y1. Originalmente com 400 kDa, a
cadeia a2 da laminina sofre uma clivagem pds-traducional, originando os
fragmentos de 80 e 300 kDa.

O gene LAMA2 é composto por 260 kb organizados em 64 éxons,
sendo que a parte codificante do RNA mensageiro tem cerca de 9,5 kb. O
estudo de mutacbes no gene LAMA2 mostrou grande heterogeneidade, com
presenca de delecdes e mutacdes de sentido trocado levando a coédons de
parada prematuros (Guicheney et al., 1997). A mutagdo mais frequente,
encontrada em cerca de 20% dos pacientes, € uma delegdo de 2pb (2096-
2097). Dado o grande tamanho do gene e a variabilidade de alteragdes,
(grande parte dos pacientes é heterozigoto composto e as mutagdes pontuais
sdao muito frequentes) a triagem de mutagdes nao é feita rotineiramente nos
grandes centros do mundo. Neste caso, o diagnostico € estabelecido por
biépsia muscular e analise imuno-histoquimica utilizando um anticorpo
monoclonal comercial que reage com o fragmento de 80kDa da regidao C-
terminal da proteina. Aproximadamente 95% das muta¢des no gene LAMA2
acarretam na deficiéncia total da proteina, enquanto que os 5% restantes
apresentam deficiéncia parcial de merosina no musculo, relacionadas as
mutacdes de sentido trocado e pequenas delegbes que nao alteram o quadro
de leitura (Hayashi et al., 1997).
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Clinicamente, o grupo de pacientes merosina-negativos apresenta
um fendtipo mais grave; a maioria dos pacientes € incapaz de adquirir marcha
independente e o comprometimento respiratério € mais intenso. A maior parte
dos afetados por CMD1A nao apresenta comprometimento da inteligéncia, mas
apresentam alteracbes da substancia branca do cérebro, observadas por

exames tomograficos ou por ressonancia magnética (Dubowitz, 1999).

Outras formas mais raras e menos graves de DMC sao causadas
pela deficiéncia genética de diversas proteinas. Foram identificados dez genes
que causam formas especificas de distrofias congénitas, mas se acredita em
uma heterogeneidade ainda maior (Sparks and Escolar, 2011). Atualmente, a
classificagdo internacional reconhece as seguintes categorias de genes

responsaveis pela doenca:

a. Genes codificadores das proteinas estruturais da membrana basal ou
matriz extracelular das fibras musculares esqueléticas: genes do

colageno VI, cadeia laminina-a2 e integrina-a7;

b. Genes codificadores de glicosiltransferases e candidatos que afetam a
glicosilagédo da a-distroglicana, uma proteina de membrana externa da
membrana basal: genes POMT1, POMGNT1, fukutin, fukutin-related

protein, Large.

c. Selenoproteina-1, que codifica uma proteina do reticulo endotelial de

funcao desconhecida.

Existe ainda um grupo heterogéneo de pacientes com CMD, cujo
defeito genético, ou a deficiéncia proteica, ainda nao foram identificados. Estes

pacientes sao incluidos no subgrupo chamado de CMD com merosina presente.
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Embora as bases moleculares das diferentes distrofias musculares
estejam bem documentadas, os mecanismos envolvidos na progressdo da
doenga ainda nao foram esclarecidos. O avango nessa area depende do
entendimento dos processos envolvidos na regeneracdo muscular, visando

identificar aqueles que podem estar alterados nas PMDs.

2. Regeneracdo muscular e aimportancia do IGF-1

A musculatura esquelética de mamiferos adultos exibe uma grande
capacidade de se adaptar a demandas, como crescimento e lesdo. Os
processos pelos quais essas adaptagbes ocorrem sdo atribuidos a uma
pequena populagédo de células mononucleadas — denominadas células satélites
ou precursores miogénicos — que residem na periferia das fibras musculares,
entre o sarcolema e a lamina basal. Sem nenhuma perturbagao, essas células
encontram-se em estado quiescente. Entretanto, em reposta a um estimulo,
seja uma lesdo do musculo ou uma demanda aumentada de trabalho, as
células satélites sao ativadas, proliferam, se diferenciam e se fundem a fibras
musculares pré-existentes para formas novas miofibras multinucleadas (Chargé
& Rudnicki, 2004).

Apesar de certas peculiaridades, o processo de reparo do musculo
nitidamente recapitula os eventos fundamentais do desenvolvimento
embrionario, pois envolve a ativagdo de varios genes em comum, incluindo os
genes da familia Pax — Pax-3 e Pax-7 — e da familia de fatores regulatérios
miogénicos (MRFs; do inglés Myogenic Regulatory Factors), que consiste de
MyoD, Myf5, MRF4 e miogenina. Células satélites quiescentes expressam Pax-
7. A ativagdo e proliferacdo dos precursores miogénicos € marcada pela
expressao de Myf5 e MyoD. Miogenina, por sua vez, & expressa mais
tardiamente e é associada com a fusado e diferenciacdo terminal (FIGURA 2;
Chargé & Rudnicki, 2004).
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Célula Satélite Mioblasto Miofibra

Quiescente Ativada Proliferagdo Comprometimento/ Fusao Formacgao da miofibra
Diferenciacao

MyoD oooooooooooo

FIGURA 2 — Regeneragcao Muscular. Representacdo esquematica mostrando
a ativacdo, proliferagdo e diferenciagdo miogénica de células satélites e
marcadores tipicos de cada estagio do processo de miogénese (modificado a
partir de Zammit et al., 2006).

O reparo do musculo € um processo complexo que envolve quatro
etapas interdependentes: degeneracdo, inflamagéo, regeneracdo e fibrose
(Tidball et al., 1995; Pelosi et al., 2007). O dano tecidual inicia uma invaséo
rapida e sequencial de células inflamatérias que podem persistir por dias ou
meses enquanto a regeneragao e/ou reparo do tecido ocorrem. A participagéo
da inflamacéao é crucial para a ativagdo do processo de regeneragao muscular,
mas a sua persisténcia nem sempre é benéfica para o tecido. Varias evidéncias
demonstram que o processo inflamatdrio crénico prejudica a regeneragéo do
musculo e, consequentemente, culmina na sua fibrose (Mourkioti & Rosenthal,
2005; Pelosi et al., 2007). De fato, as interacbes entre células inflamatorias e
fibroblastos sdo as responsaveis pela produgdo de citocinas pro-fibréticas,

como o TGF-B (do inglés Transforming Growth Factor-3), principal regulador da
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fiborose em diversas condigbes patolégicas. Na musculatura esquelética, a
cascata fibrogénica também é iniciada por TGF-B (Bernasconi et al., 1995;
Gosselin et al., 2004). Estudos prévios mostraram que essa citocina impede a
expressao de MyoD e inibe a miogénese de células satélites, enquanto induz a
sua diferenciagdo para miofibroblatos (Tidball, 2005). Para que o reparo do
musculo possa ocorrer de forma satisfatoria, outros fatores de crescimento e/ou
citocinas atuam de forma a modular a inflamagao, promover a regeneragéo e
limitar a fibrose. Em especial o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-
1; do inglés insulin-like growth factor 1) tém sido mostrado por contribuir
positivamente em varios processos durante o reparo do musculo (Pelosi et al.,
2007; Mourkioti & Rosenthal, 2005).

No caso de pacientes com PMDs, ciclos repetidos de
degeneragao/regeneragdo exaurem o “estoque” de células satélites e,
consequentemente, a capacidade regenerativa do musculo € perdida (Laguens
et al., 1963; Heslop et al., 2000). Além disso, ha indicios de que a inflamagao
crbnica instaurada no musculo distréfico promova um desbalango entre os
fatores pro e anti-fibrogénicos, resultando na substituicdo do tecido muscular
por tecido conjuntivo. De fato, varios trabalhos tém demonstrado que os niveis
de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias e pro-fibrogénicas encontram-se
elevados no musculo distrofico gravemente comprometido, o que evidencia sua
contribuigdo para o processo patoldgico. Por outro lado, os niveis de IGF-1 sao
elevados em animais distroficos portadores de uma forma clinica mais benigna
de distrofia muscular (De Luca et al., 1999; Sakuma et al., 2000; De Lima et al.,
2007). Esses achados sao um forte indicio da sua participagdo no processo de

regeneragao do musculo.

O entendimento dos mecanismos envolvidos no processo de reparo
muscular é de extrema importancia, uma vez que eles podem ser manipulados
de forma a aumentar a eficiéncia da regeneragdo muscular e diminuir a fibrose
em casos patolégicos como nas distrofias musculares. Dada a sua importancia

nesse processo, o IGF-1 sera considerado em mais detalhes a seguir.
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2.1. Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF-1)

O IGF-1 é um fator de crescimento peptidico, estruturalmente
homologo a insulina, e de fundamental importancia nos processos de
proliferacédo e diferenciacéo de diversos tipos celulares (Mourkioti & Rosenthal,
2005). Sua sintese se da principalmente no figado, mas pode ocorrer em outros
tecidos. A maioria dos IGFs em circulacido apresentam-se associados a uma
familia de proteinas transportadoras, conhecidas pela sigla IGFBPs (do inglés
insulin-like growth factor binding proteins). Seis IGFBPs foram clonadas e
sequenciadas: IGFBP-1 a 6. As IGFBPs humanas apresentam peso molecular
entre 22,8 kDa (IGFBP-6) e 44 kDa (forma glicosilada da IGFBP-3) e exibem
grande homologia estrutural entre si. Todas apresentam elevado grau de
especificidade e de afinidade para IGFs. Além de aumentarem a sua vida
média, as IGFBPs modulam as ag¢des autdcrinas, paracrinas e enddécrinas do
IGF-1, podendo tanto potencializa-las quanto inibi-las. De uma forma geral a
associagado do IGF-1 com as IGFBPs diminuem sua disponibilidade bioldgica
(Mourkioti & Rosenthal, 2005).

Na musculatura esquelética o IGF-1 exerce a maioria das suas agdes
via interacao com o receptor IGF-1R e ativagcado de multiplas vias de sinalizacao,
entre elas a via da fosfoinositol-3-quinase (PI3K) e das MAP quinases, que
resultam na proliferagao, diferenciacdo miogénica e aumento da sobrevida de
células precursoras - processos fundamentais para a regeneragdao muscular
(FIGURA 3; Mourkioti & Rosenthal, 2005). De fato, varias evidéncias tém
mostrado que o IGF-1 contribui ativamente para o reparo do musculo, inclusive
em condigdes patologicas como nas distrofias musculares (De Luca et al.,
1999; Sakuma et al., 2000; De Lima et al., 2007). Além de participar da ativagao
e diferenciacao de células satélites, diversos estudos tém mostrado que o IGF-1
€ capaz de aumentar o recrutamento de outros progenitores celulares para
auxiliar no reparo do musculo (Sacco et al., 2005), modular o processo
inflamatdério e reduzir a substituicdo do musculo por tecido adiposo e/ou
conjuntivo (Pelosi et al., 2007). Esses efeitos sdo de extrema importancia para

amenizar os sintomas clinicos caracteristicos dos diferentes tipos de distrofias
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musculares. Por essa razdo, ensaios experimentais pré-clinicos e clinicos
visando avaliar o potencial terapéutico do IGF-1 em casos de distrofias
musculares tem sido realizados por diversos grupos de pesquisa (Barton et al.,
2002; Gehrig et al., 2008; Kumar et al., 2011). No entanto, cabe ressaltar, que o
IGF-1 por si s6 ndo é capaz de restaurar a expressao das proteinas ausentes
nos diferentes casos de distrofias musculares. Por essa razao, a combinacao
de diferentes abordagens pode constituir uma estratégia terapéutica mais

atraente para as distrofias musculares e, portanto, sera considerada a seguir.

IGF-1 no Musculo Esquelético
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FIGURA 3 — Fun¢fes desempenhadas pelo IGF-1 no musculo esquelético.
Representacdao esquematica das vias ativadas pela ligagdo do IGF-1 no
receptor IGF-1R de células musculares esqueléticas (modificado a partir de
Mourkioti &Rosenthal, 2005).
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3. Modelos animais para as DMPs

Embora grandes avangos tenham sido obtidos no entendimento das
bases moleculares e genéticas das PMDs, nenhum tratamento efetivo para esta
doenca esta disponivel. O progresso nesta area depende de modelos animais
fiéis a patologia clinica humana, que constituem ferramentas importantes para o
melhor entendimento das doengas genéticas e para a investigagao de possiveis

terapias para as diferentes formas de distrofias musculares.

A descoberta do gene responsavel pela DMD e de seu produto
proteico, a distrofina, permitiu a identificagcdo de modelos animais homologos a
DMD humana em camundongos, cachorros, gatos e peixe (Bulfield et al., 1984;
Sharp et al., 1992; Winand et al., 1994; Bassett and Currie, 2004; Vainzof et al.,
2008). Nos humanos e nos caes, o processo de degeneragao e fibrose
predomina, levando a uma perda progressiva da estrutura e fungao muscular.
Ja nos modelos felino e murino, observa-se pouca fibrose e o processo de
regeneragao supera a necrose do musculo, gerando um fenétipo brando ou
ausente de distrofia muscular. Dessa forma, a utilizagdo do modelo murino e
felino torna-se limitada, servindo apenas como modelo genético e bioquimico,

mas ndo como modelo clinico-patolégico da DMD humana (Partridge, 1991).

Nos ultimos anos, cdes da raca Golden Retriever portadores de
distrofia muscular (GRMD - Golden Retriever Muscular Dystrophy) tém se
mostrados importantes para a realizagcdo de triagens experimentais, pois suas
alteracbes musculares assemelham-se a patogénese humana, além de
possuirem uma massa muscular comparavel a dos pacientes distroficos. Os
caes afetados possuem uma mutagao de ponto (A>G) no sitio 3’ de splicing do
intron 6 do gene da distrofina. Por consequéncia, durante o processamento do
RNAm, ocorre a perda total do éxon 7 ou a perda dos 5 nucleotideos iniciais
deste éxon. Ambas variantes de splicing introduzem uma mudanga no quadro
de leitura e um coédon de terminagao prematuro, resultando em uma deficiéncia

grave da proteina distrofina no musculo (Sharp et al., 1992).
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O Sapje é o modelo zebrafish para DMD. Surgiu recentemente como
um modelo animal promissor para o estudo de distrofias musculares e outras
doengas humanas devido ao seu pequeno tamanho, grande numero de
descendentes (50-350 por semana), rapido desenvolvimento da musculatura
esquelética e transparéncia nas fases embrionaria/juvenil. O Sapje apresenta
musculatura normal até o dia 2 pds-fertilizacdo, porém seu musculo vai
perdendo a organizagao gradativamente, levando a perda da mobilidade por

volta do dia 5 pés-fertilizagéo (Steffen et al., 2007).

Com relagcdo aos modelos murinos, o camundongo mdx tem sido
extensivamente estudado. Como na DMD humana, este modelo também
apresenta deficiéncia total da proteina distrofina causada por uma mutagao no
éxon 23 do gene, que resulta em um cédon de parada prematuro. Entretanto, o
camundongo mdx nao apresenta fraqueza muscular evidente (Bulfield et al.,
1984). Alguns pesquisadores sugerem que o fendtipo comparativamente leve
deste camundongo pode, em parte, ser atribuido a utrofina, uma proteina
relacionada a distrofina, a qual estd aumentada nas fibras musculares
regeneradas nos animais adultos. Foi demonstrado que camundongos
duplamente mutantes para distrofina e utrofina apresentavam um fenétipo muito
mais grave e morte prematura (Tinsley et al., 1996, 1998; Squire et al., 2002).
Além disso, existem indicios de que estes animais apresentam um
microambiente muscular que favorece uma capacidade regenerativa mais
efetiva que em humanos (Dimario et al., 1989; De Luca et al., 1999; Yablonka-

Reuveni and Andreson, 2006).

Outros modelos murinos de PMDs apresentam caracteristicas
fenotipicas semelhantes as encontradas em seres humanos. O camundongo
SJL, modelo da LGMD2B (disferlinopatia), apresenta uma PMD que afeta
primeiramente os musculos proximais. Estes animais apresentam uma mutagéo
em um sitio de splicing do gene que codifica a disferlina, levando a perda do
éxon 45 (171 pb) no RNAm. As alteragdes histopatologicas s&o discretas e o

animal apresenta pouco comprometimento muscular quando jovem; no geral,
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as alteracoes clinicas sao evidentes apds 9 meses de idade e, somente quando

o animal é erguido pela cauda (Bittner et al., 1999).

Os camundongos dy/dy e LAMA2%? s3zo modelos naturais da
CMD1A. Ambos apresentam degeneracdo com comprometimento muscular
grave e desmielinizagdo do sistema nervoso periférico. O camundongo dy/dy,
identificado em 1955, apresenta auséncia total da proteina merosina no
musculo, e o animal sofre de uma forma bastante grave de distrofia muscular,
com fraqueza acentuada e reduzido tempo de vida. A mutagdo neste
camundongo ainda n3o foi localizada. Os camundongos LAMA2%2, por sua
vez, apresentam deficiéncia parcial da merosina. A mutagdo no gene LAMA2
presente nestes animais leva a uma alteracdo no seu splicing e,
consequentemente, a producdo de uma proteina truncada sem o dominio VI
amino-terminal. Embora seu quadro clinico seja menos grave do que no
camundongo dy/dy, os animais LAMA2?%? também apresentam reducdo na
expectativa de vida e um comprometimento muscular bem evidente. No geral, a
fraqueza muscular inicia-se em torno de trés semanas e meia de idade,
afetando primeiramente os membros traseiros, seguido dos axiais e da
musculatura dianteira. O musculo esquelético apresenta alteragdes
histopatolégicas caracteristicas do processo de degeneragdo, incluindo
aumento de fibras centronucleadas e quantidade de tecido intersticial, presenca
de infiltrado inflamatdrio e variagdo no calibre das fibras musculares (Sunada et
al., 1994, 1995).

Pelo fato de apresentarem um fendtipo diferencial e grave, os
camundongos dy/dy e LAMA2%? tém despertado inestimavel interesse no
estudo do mecanismo patolégico da doengca e para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas diversificadas.

4. Estratégias terapéuticas para PDMs

Diferentes estratégias terapéuticas para as PMDs ja foram propostas

ou testadas em modelos animais. Dentre elas, o transplante de mioblastos,
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apesar de restaurar a expressdo de distrofina em camundongos mdx e
pacientes com DMD, ainda apresenta limitacbes, como baixa distribuicdo das
células apods injegéo, rejeicdo imune e baixa sobrevivéncia celular (Urish et al.,
2005; Grounds and Davies, 2007; Peault et al., 2007).

A terapia génica também tem sido extensivamente testada para
PMDs. No caso da DMD, o grande tamanho do mRNA da distrofina constitui um
grande empecilho nesta area, pois dificulta a sua manipulagdo em vetores
virais. Entretanto, a criagdo de miniaturas deste gene (micro e mini-distrofinas)
tornou possivel sua introdugdo em vetores virais adenoassociados (AVV) e a
realizacao de ensaios pré-clinicos em camundongos mdx (Wang et al., 2000;
Abmayr et al., 2005; Liu et al., 2005). Atualmente, os grandes obstaculos a
serem resolvidos envolvem a dose necessaria para transducio viral em todo o
corpo humano sem causar toxicidade, sua baixa permanéncia e necessidade
de reinjecdo sem causar rejei¢cao, e por ultimo, a efetividade da terapia génica
em modelos animais de grande porte (Blankinship et al., 2006; Yuasa et al.,
2007; Muntoni and Wells, 2007).

Outras abordagens terapéuticas que tém sido avaliadas em modelos
animais incluem drogas inibidoras da via de proteassomas responsaveis pela
degradagéo de proteinas no musculo, a indugado da super-expressdo de genes
relacionados com o reparo muscular, e inibicdo daqueles associados ao

processo de degeneracgao e fibrose (O’Brien and Kunkel, 2001).

Concomitante aos estudos em modelos animais, ja se encontram em
andamento estudos clinicos avaliando a seguranga da administragdo de AVV
em pacientes com DMD, administragdo de oligonucleotideos antisenso para
indugdo de exon skipping e avaliagao de drogas que atuariam no mecanismo
de tradugdo do RNA, como por exemplo, a gentamicina (Howard et al., 2004;
Wells et al., 2003; O’Brien and Kunkel, 2001; Benchaouir et al., 2007;
Chamberlain and Chamberlain, 2010).

A gentamicina é um antibidtico aminoglicosideo que ignora os

chamados codons de parada gerados pela mutagdo de ponto em pacientes
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com mutagdes nonsense (Howard et al., 2004). A grande vantagem da
gentamicina € que é uma droga muito conhecida e de uso regular em medicina.
Por outro lado, as grandes desvantagens sédo a forma de aplicagédo, que deve
ser injetavel, e os efeitos colaterais para a fungdo auditiva (surdez) e renal
(insuficiéncia renal). Além disso, é sabido que os efeitos desse antibidtico s6
seriam aplicaveis em pacientes que tivessem mutagdo de ponto, que
constituem a minoria dos casos. Em camundongos mdx, mais de 20% de
distrofina foi produzida com o uso de gentamicina. No entanto, em estudos
realizados com portadores de Duchenne e de Distrofia de Cinturas nao foi
constatado o restabelecimento da producéo da proteina ausente. Ndo obstante,
os pacientes apresentaram reducdo dos niveis da enzima creatina quinase
sérica, 0 que poderia indicar menor agressdo muscular (O’'Brien & Kunkel,
2001).

Outros tratamentos medicamentosos tém sido testados no sentido de
prolongar a sobrevida de pacientes com PMDs. Os corticdides séao
medicamentos utilizados na tentativa de melhorar parcialmente a fungéo
pulmonar e diminuir o ritmo de perda da forga muscular em pacientes com
PMDs. A prednisolona e deflazacort sdo os corticdéides mais usados na pratica
clinica para tal finalidade. Inclusive, a prednisolona tem sido indicada para
criangas portadoras de DMD para manter a deambulagcao e prevenir ou retardar
a escoliose, que é uma deformidade dssea frequente nestes pacientes. No
entanto, estas drogas possuem efeitos colaterais importantes, incluindo
obesidade, catarata, disturbio do crescimento, diabetes, hipertenséo arterial e

osteoporose (Wong and Christopher, 2002; Merlini et al., 2003).

Cabe ressaltar que todos os métodos descritos sdo experimentais
e/ou paliativos e ainda nao existe nenhum tratamento efetivo para esse grupo
de doencas. Contudo, a utilizacdo de células-tronco tem sido considerada como
uma abordagem terapéutica promissora para as diferentes formas de distrofias

musculares e, portanto, sera considerada em mais detalhes no tépico a seguir.
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4.1. Células-tronco

Células-tronco sao definidas pela sua capacidade de auto-renovagéao
e diferenciacdo em multiplos tipos celulares. Gragas a essas caracteristicas, as
células-tronco tém sido extensivamente estudadas como alternativa terapéutica
para inumeras doengas degenerativas e incapacitantes, onde o objetivo
imediato € restaurar o funcionamento de tecidos e/ou érgaos por meio da

protecao celular ou reposicao de células danificadas por células sadias.

De acordo com a sua origem, as células-tronco se classificam em
adultas ou embrionarias. Além disso, elas podem ser caracterizadas de acordo

com o seu potencial em gerar diferentes tecidos.

As células-tronco embrionarias (CTEs) sao definidas como
pluripotentes, uma vez que s&o capazes de se diferenciar em todos os 216
tecidos que compdéem o organismo humano. Tradicionalmente, elas s&o
derivadas a partir da massa celular interna de blastocistos provenientes de
embrides extranumerarios produzidos nas clinicas de fertilizagdo in vitro e
doados a pesquisa pelos casais responsaveis, de acordo com as legislagdes
vigentes em cada pais (Thomson et al., 1998). Mais recentemente, células-
tronco pluripotentes foram produzidas por meio da reprogramacgédo de células
adultas. Essas células sdo conhecidas como células-tronco pluripotentes
induzidas (iPS, do inglés induced pluripotent stem cells) e possuem vantagem
em relagdes as CTEs por ndo levantarem nenhum problema ético na sua
obtencao (Klimanskaya et al., 2006; Nakagawa et al., 2007; Takahashi et al.,
2007). No entanto, alguns trabalhos publicados mostram que as células iPS
possuem diferengas quando comparadas as CTEs (Doi et al., 2009; Urbach et
al., 2010). Quanto a aplicagao terapéutica de CTEs, além da questdo ética,
dificuldades técnicas como compatibilidade genética entre doador e receptor e
controle da formagéao de tumores sdo grandes desafios a serem superados com

a pesquisa.

As células-tronco adultas (CTAs), por sua vez, nao apresentam os

impasses éticos relacionados a pesquisa com CTEs, uma vez que podem ser
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obtidas a partir de diversas fontes bioldgicas, muitas vezes descartadas apés
procedimentos cirurgicos, incluindo-se o corddo umbilical, a medula 6ssea,
polpa dentéria, tecido adiposo, trompas de falépio, musculo orbicular do labio,
dentre outros (Zuk et al., 2001; Covas et al., 2003; Seo et al., 2004; Jazedje et
al., 2009a; Gronthos et al., 2002; Romanov et al., 2003).

Com relacao ao potencial de diferenciacdo, as CTAs sao definidas

como:

a. unipotentes: capazes de se diferenciarem em um unico tipo celular;
b. oligopotentes: capazes de se diferenciarem em poucos tipos celulares;

c. multipotentes: dao origem a varios, porém limitados, tipos celulares;

Em relagdo aos tipos de CTAs, duas populagbes principais se
destacam: células-tronco hematopoiéticas (HSCs; do inglés hematopoietic stem
cells) e células-tronco mesenquimais (MSCs, do inglés mesenchymal stem
cells). Tradicionalmente as HSCs sédo isoladas da medula dssea, porém, mais
recentemente, o mesmo protocolo também esta sendo realizado com o sangue
do corddo umbilical. As HSCs por definicdo sdo capazes de originar toda a
linhagem de células sanguineas e as mesmas podem ser identificadas por uma
série de marcadores de superficie celular, como CD34, CD38, CD45, CD133,
dentre outros. Ao contrario das HSCs que crescem em suspensao in vitro, as
MSCs sédo cultivadas aderidas nas placas de cultura. MSCs, hoje mais
comumente conhecidas como células-tronco estromais mesenquimais,
compreendem uma populacdo de células progenitoras multipotentes capazes
de diferenciar em varios tipos celulares de origem mesodérmica, incluindo
condrocitos, ostedcitos e adipocitos (Deans and Moseley, 2000). Além disso,
estas células podem ser caracterizadas com os marcadores de superficie
celular CD29, CD90, SH2, SH3, SH4, dentre outros.

As células-tronco provenientes do corddo umbilical apresentam um
forte atrativo para o uso em terapias celulares devido a presenca da fracao
hematopoiética e mesenquimal. Ademais, o corddo umbilical é geralmente

descartado apds o parto e sua coleta é realizada por um método simples,
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seguro e nao doloroso, ndo causando nenhum dano para a mée ou para a
saude do recém-nascido. Cabe ressaltar ainda que as células-tronco do cordao,
por serem mais “imaturas”, apresentam maior potencialidade e capacidade
proliferativa frente a outros tipos de CTAs. Sua fragdo hematopoiética vem
sendo utilizada com sucesso, desde o final da década de 80, para tratar
diversas doengas hematolégicas. Ja o potencial terapéutico da fragado
mesenquimal vem sendo explorada in vitro e in vivo devido a maior plasticidade

destas células em relacao a fracao hematopoiética.

4.1.1.0timizando a Terapia celular para DMPs

Inicialmente usadas no tratamento de doengas hematolégicas e
disturbios auto-imunes, o transplante de HSCs tem sido proposto como
alternativa para terapia de outras doencgas degenerativas. Entretanto, no caso
das distrofias musculares, a maioria dos ensaios pré-clinicos demonstraram
que HSCs nao foram capazes de restaurar a expressdo das proteinas
musculares deficientes em niveis clinicamente relevantes (Dell’Agnola et al.,
2004; Lapidos et al., 2004; Kuhr et al., 2007). Estudos previamente realizados
em nosso laboratério relataram resultados similares ao transplantar HSCs
provenientes de sangue de cordao umbilical em cades GRMDs (Zucconi et al.,
2011). Recentemente, Kang et al (2010) também publicaram a ineficacia do
transplante de HSCs em um paciente com DMD. Assim, abordagens
terapéuticas atualmente em experimentacédo incluem o transplante de outros

tipos de células-tronco.

Sampaolesi e colaboradores (2006) demonstraram que células-
tronco isoladas dos vasos de Dbiopsias musculares, denominadas
mesoangioblastos, foram capazes de promover uma melhora funcional dos
animais injetados e restaurar a expressédo de distrofina em 70% das fibras
musculares de caes GRMD, apés injecdes consecutivas via artéria femoral.
Apesar do grande impacto do trabalho, este foi criticado internacionalmente

devido ao uso de ciclosporina — uma droga anti-inflamatéria que poderia ser
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responsavel por si s6 pela melhora clinica — e pelo método subjetivo de

avaliagao fisica dos animais.

Um tipo de CTA que vem se destacando em estudos pré-clinicos e
clinicos € a MSC. A facilidade de isolamento e cultivo, aliada a propriedades
como capacidade de expansao in vitro e de migragdo in vivo, capacidade
multipotente de diferenciagdo celular, poucas restricbes relacionadas as
interagbes com o sistema imunoldégico e atividade imunossupressora,
aumentam o potencial de aplicacédo de MSCs na area de medicina regenerativa
(Kassem et al., 2004; Le Blanc and Pittenger, 2005; Caplan and Dennis, 2006;
Caplan and Correa, 2011).

Embora o uso terapéutico das MSCs tem sido extensivamente
estudado, os dados apresentados ainda sao um tanto quanto controversos. Em
relacdo as distrofias musculares, um dos trabalhos pioneiros com MSCs de
medula 6ssea mostrou que essas células foram utilizadas com sucesso em
transplantes para reparo muscular em mdx (Dezawa et al., 2005). Entretanto, a
quantidade de MSCs obtidas da puncdo de medula 6ssea € pequena
(aproximadamente uma célula-tronco por 10° células aderentes), o que gera a
necessidade de uma grande expansao celular in vitro para obter um numero
suficiente de células para transplante. Mais recentemente foi relatada a injegao
de MSCs de medula 6ssea, transfectadas com vetores virais expressando PAX-
3, em camundongos mdx. Ao contrario dos resultados demonstrados
anteriormente, neste estudo os autores observaram que, apesar da restauracéo
da expressao da distrofina, ndo houve melhora clinica da musculatura dos

animais (Gang et al., 2009).

Em relacdo ao possivel processo de diferenciagdo miogénica das
células transplantadas no tecido hospedeiro, ensaios pré-clinicos também
demonstraram resultados discrepantes. Em camundongos SJL, MSCs
humanas obtidas de lipoaspirado injetadas sistemicamente (veia caudal), sem
imunossupressao, migraram para a musculatura, se diferenciaram em musculo

— comprovado pela presenca de proteinas musculares — e melhoraram o
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quadro clinico dos animais afetados (Vieira et al., 2008) . Por outro lado, o
mesmo experimento realizado com MSCs de corddo umbilical humano mostrou
que embora as células-tronco tenham migrado para o musculo dos animais
injetados nao foi possivel detectar a presenga de proteinas musculares
humanas. Mesmo assim, os animais apresentaram um aparente beneficio
clinico (Vieira et al., 2010).

No modelo canino GRMD, a injegdo de MSCs de polpa dentaria
humana mostrou resultados promissores apods repetidas injecbes por via
sistémica (Kerkis et al., 2008). Entretanto, os resultados foram
significativamente melhores com MSCs de tecido adiposo humano, injetadas
pela artéria femoral; as células injetadas migraram para os musculos distroficos
sem causar nenhum efeito colateral e proteinas musculares humanas foram
encontradas no musculo dos cédes injetados, mesmo apds seis meses dos
transplantes (Vieira et al., 2011). Corroborando com os resultados obtidos nos
modelos murinos, as MSCs de tecido de corddo umbilical humano n&o
mostraram a mesma habilidade para se diferenciar em células musculares e
restaurar a expressao de distrofina quando injetadas nos caes GRMD, em
comparagao com aquelas obtidas de tecido adiposo (Zuncconi et al., 2011). Por
outro lado, estudos mais recentes destacaram o potencial miogénico in vivo e in
vitro de MSCs de cordao umbilical (Gang et al., 2004; Conconi et al., 2006;
Jazedje et al., 2009; Kocaefe et al., 2010).

Apesar dos beneficios clinicos demonstrados nesses trabalhos, as
variaveis responsaveis pelo sucesso do transplante de MSCs ainda nao foram
estabelecidas. A primeira hipotese estudada para justificar os efeitos benéficos
da terapia celular é a diferenciagdo miogénica das células injetadas e,
consequentemente, a restauracdo da expressido da proteina ausente no
musculo distréfico. No entanto, os estudos tém mostrado que a recuperacao
funcional de modelos murinos e/ou caninos de DMD ¢é independente do resgate
da expressao de distrofina apds transplante de MSCs, o0 que sugere que a sua
diferenciagdo ndo € o mecanismo deterministico dos efeitos observados (Gang
et al., 2009; English et al., 2010; Gharaibeh et al., 2011; da Justa Pinheiro et al.,
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2011; Caplan and Correa, 2011). De fato, estudos publicados recentemente
revelaram que a diferenciagdo miogénica das MSCs in vivo € um evento raro,
ocorrendo em apenas pequena propor¢dao, muitas vezes nao detectaveis. A
maioria dos estudos in vitro também reportou baixa eficiéncia na inducéo da
miogénese de MSCs (Gharaibeh et al., 2011). Com base nos achados
reportados anteriormente, deve-se considerar que o potencial miogénico de
MSCs pode variar de acordo com o tecido de onde foram obtidas (Vieira et al.,
2010; Gharaibeh et al., 2011). Além disso, é importante ressaltar que o micro
ambiente do musculo distréfico também exerce influéncia na capacidade de
diferenciagdo miogénica das células-tronco transplantadas e, portanto, deve ser
avaliado em protocolos de terapia celular para distrofias musculares (Gharaibeh
et al., 2011). Nao obstante, a diferenciacdo miogénica de MSCs ainda
permanece em debate e, trabalhos que tenham como objetivo a otimizagéo

desse processo continuam sendo de extrema importancia.

Além da diferenciacdo miogénica direta das MSCs, outra hipétese
cogitada para explicar os efeitos terapéuticos das MSCs em modelos
experimentais de distrofias musculares é o efeito indireto como resultado da
secrecao de citocinas e fatores de crescimento, com acao tanto paracrina
quanto autdcrina. Sugere-se que os fatores secretados pelas MSCs exerceriam
agao anti-apoptotica, anti-fibrogénica e anti-inflamatéria, que contribuiram para
aliviar os sintomas e sinais clinicos do musculo distréfico (Ichim et al., 2010;
English et al., 2010; da Justa Pinheiro et al., 2011; Caplan and Correa, 2011).

O entendimento dos mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos
promovidos pelas MSCs é fundamental para otimizar os beneficios clinicos da
terapia celular. Além disso, outras questdes essenciais ainda persistem e
devem ser investigadas antes que a terapia celular possa se afirmar como uma

alternativa de tratamento.

Com relagdo as MSCs, talvez a preocupagao mais consistente seja
seu potencial de originar outras linhagens celulares de mesoderme, tais como

osso e tecido adiposo. Neste sentido, estratégias para prevenir a diferenciagao
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intramuscular das células-tronco injetadas em tipos celulares ndo desejados,
incluem o seu estimulo, ex vivo ou in situ, com fatores relacionados com a
inducdo da miogénese. Idealmente esse estimulo melhoraria seu potencial
terapéutico e, simultaneamente, limitaria sua diferenciacdo em tecidos
indesejaveis. Neste sentido, alguns trabalhos tém proposto a indugdo da super-
expressdo de genes relacionados com a cascata da miogénese em MSCs,
sobretudo MyoD, com o intuito de aprimorar a diferenciagcdo miogénica das
células in vitro e in vivo (Gang et al., 2008; Gang et al., 2009; Wagner et al.,
2009; Goudenege et al., 2009; Kocaefe et al., 2010; Nitahara-Kasahara et al.,
2011).

A manipulacdo do microambiente da lesdo também €& de extrema
importancia visando favorecer as agdes diretas e/ou indiretas das MSCs no
local da injuria e, consequentemente, otimizar os protocolos de terapia celular
(Wagner et al., 2009). No caso das distrofias musculares, em estagios mais
avangados da doencga, os fatores soluveis liberados na musculatura esquelética
em decorréncia da inflamacgao crénica e da substituicdo do tecido muscular por
tecido conjuntivo podem acarretar na indugcao da diferenciacdo de MSCs para
gordura e/ou tecido conectivo, ou ainda diminuir a sobrevida das células. Além
disso, a fibrose que se instaura no musculo distréfico forma uma barreira que
dificulta a sua re-populagdo pelas MSCs injetadas. De fato, muitos dos
resultados obtidos até o momento demonstraram que as células parecem nao
tolerar o ambiente pods-transplante e efetivamente regenerar o musculo em
quantidades clinicamente relevantes. Neste caso, pode-se presumir que
intervencdes terapéuticas visando amenizar as alteragbes secundarias do
musculo distréfico — tais como inflamagao crénica e fibrose intersticial — sédo
fundamentais para aumentar a efetividade dos transplantes celulares. Tendo
em vista a complexidade da doencga, é provavel que tratamentos mais efetivos

resultem de uma combinagéo de diferentes estratégias terapéuticas.

Considerando os inumeros papéis desempenhados pelo IGF-1
durante o processo de reparo do musculo — tais como aumento da sobrevida,

ativacdo e diferenciacdo miogénica de células satélites, modulacido da
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inflamacao e redugao da fibrose (Mourkioti &Rosenthal, 2005) — pode-se sugerir
que a associagao de MSCs e IGF-1 constitui uma alternativa atraente para o

tratamento das distrofias.

Com base nessas premissas, este trabalho visa avaliar o potencial
de MSCs de cordao umbilical humano associadas ao IGF-1, de diferenciar-se
em células musculares in vitro e in vivo, restaurar a expressao proteica e a
morfologia do musculo distréfico, atenuando os sinais clinicos associados a

degeneracdo muscular.
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Il — CONCLUSOES

1. O tecido do corddo umbilical é a fonte mais rica e de facil obtencdo de

MSCs, comparando-se com o sangue do corddo umbilical;

2. MSCs humanas do sangue e do tecido do corddo umbilical, obtidos do

mesmo doador, apresentam diferencas no perfil de expressao génica;

3. MSCs humanas de corddo umbilical sdo capazes de se diferenciar em

células musculares esqueléticas e expressar distrofina in vitro, quando

submetidas a dois protocolos distintos de diferenciagdo miogénica;

4. Fatores soluveis liberados pelo musculo distréfico de camundongos mdx sédo

capazes de induzir a diferenciacdo miogénica terminal de MSCs humanas de

cordao umbilical in vitro;

5. O IGF-1, por si s6, é capaz de induzir a diferenciacdo miogénica terminal de

MSCs humanas de corddo umbilical in vitro;

6. MSCs humanas de corddo umbilical sdo capazes de interagir com células

musculares de pacientes DMD in vitro, quando cultivadas em meios

suplementados com IGF-1;

7. A associacdo de MSCs humanas de corddo umbilical e IGF-1 promoveu

uma melhora clinica significativa em camundongos distréficos LAMA2%/2:;

8. MSCs humanas do corddo umbilical ndo s&o rejeitadas e sdo capazes de

atingir & musculatura de camundongos distréficos LAMA2%? quando injetadas

por via sistémica em animais ndo imunossuprimidos;
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9. MSCs humanas de corddo umbilical ndo foram capazes de expressar a

proteina distrofina humana in vivo apos injecdo em camundongos distroficos

LAMA2%2 mesmo quando associadas ao IGF-1;

10. Os beneficios clinicos observados pelo tratamento conjunto de MSCs

humanas de corddo umbilical e IGF-1 sao resultado da combinagdo de agdes
anti-inflamatérias, anti-fibréticas e pré-regeneracao promovidas pelas MSCs e
IGF-1.
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