73

Tecido muscular: uma forca a mais para a saude

Natalia Cristine Dias dos Santos*

Departamento de Ciéncias Bioldgicas. Faculdade de Ciéncias e Letras. Univ Estadual Paulista.
UNESP- Campus de Assis. Avenida Dom Antonio, 2100, Parque Universitario - 19806-900 - Assis-

SP. * nataliacristine93@hotmail.com

Palavras-chave: células-tronco, lesdes musculoesqueléticas, tecido muscular, terapia celular,

xenobidticos

Vocé ja imaginou se as pessoas que sofrem de danos ou lesdes musculares pudessem acabar
com suas dores e recuperar a atividade dos muasculos apenas com tratamento a partir de injecGes de
células-tronco? E o qudo incrivel seria se este tratamento ndo oferecesse riscos a salde dos
pacientes? Para aumentar nosso otimismo, técnicas baseadas em isolamento e cultivo de células-
tronco para este fim ja estdo sendo profundamente estudadas. Coube a equipe do Laboratério de
Genética e Terapia Celular (GenTe Cel), da Unesp de Assis-SP, analisa-las e, estabelecer uma nova
metodologia mais segura em comparacdo as metodologias ja existentes que fazem uso de reagentes

de origem animal e bacteriana.

Milhares de pessoas ao redor do mundo tém sofrido com o elevado nimero de casos de
lesbes musculoesqueléticas, tornando-se um importante problema de saude publica. A qualidade de
vida dos portadores destas lesdes ¢ afetada, resultando em problemas sociais e econémicos, uma vez
que muitas destas pessoas deixam de trabalhar por ndo conseguirem realizar determinadas

atividades fisicas ou por intensas dores.

Vocé deve estar se perguntando o que exatamente séo lesdes musculoesqueléticas. As lesGes
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musculoesqueléticas sdo danos que atingem estruturas como os musculos, as articulagfes, 0s
tenddes, os ligamentos, 0s nervos e 0s 0ssos. Estas sdo causadas por movimentos repetitivos, por
exercicio fisico realizado inadequadamente, ou até mesmo pelo avanco da idade. Atletas, idosos e
portadores de doencgas genéticas musculares sdo os que mais sofrem estas lesdes, ocorrendo
frequentemente danos no revestimento do musculo, o sarcolema. Habitualmente, o prdprio corpo se
encarrega de reparar tais danos, mas muitas vezes 0s processos de reparacdo tornam-se lentos e
incompletos devido a fibrose. Portanto, é de grande interesse a busca por novas opcbes de
tratamento com potencial para reparar este problema, como por exemplo, a terapia celular com uso

de células-tronco.

A terapia celular é definida como a restauracdo da funcdo de um érgéo ou tecido, aplicando
novas células para substituir as células perdidas pela doenca, ou substituir células que néo
funcionam corretamente devido a um defeito genético. J& as famosas células-tronco, sdo células
capazes de se auto-renovarem através da divisdo celular, podendo originar tipos especializados de
células dos diferentes tecidos do corpo humano (Figura 1). Dentre as diversas alternativas, as
células-tronco mesenquimais sdo altamente vantajosas quando comparadas aos outros tipos,
devido as seguintes razbes: a) sdo facilmente obtidas a partir de diversas fontes, b) ndo causam
danos a satde quando empregadas em outros pacientes, uma vez que 0 organismo ndo as reconhece
como corpos estranhos, e c) podem se diferenciar em trés diferentes linhagens celulares:

adipogénica, condrogénica e osteogénica.

Com esta finalidade, as células-tronco mesenquimais de tecido muscular tém sido
empregadas no tratamento de lesdes musculares. Dentre todas as fontes de células-tronco presentes
no nosso corpo, o tecido muscular € uma fonte altamente vantajosa, uma vez que este representa
40% de toda a nossa massa corporal, e 0s métodos de obtencdo sdo menos dolorosos quando

comparados as demais extragdes de células-tronco.
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Auto-replicagdo, gerando
células identicas

Células-tronco
@ Diferenciagdo em diversos tipos celulares

(células musculares, adipocitos, ostedcitos,

condrocitos, hepatocitos, células epiteliais,
etc)
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Figura 1 - Esquema ilustrativo sobre as propriedades das células-tronco mesenquimais.

As técnicas ja realizadas para o isolamento e cultivo de células-tronco mesenquimais do
tecido muscular utilizam a colagenase bacteriana. A colagenase € uma enzima produzida por
bactérias, que destr6i o colageno (proteina presente nos tenddes, musculos, cartilagens e 0ss0s),
possibilitando a digestdo do tecido. Esta enzima pode oferecer riscos a salde dos pacientes, por
contaminacdo. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), responsavel por fiscalizar e
autorizar servicos e produtos destinados a saude e a vigilancia sanitaria aconselha que o uso destes
reagentes Xxenobioticos seja evitado em cultivos de células que tenham por finalidade
procedimentos de terapia celular em pacientes humanos. Portanto, foram testadas trés metodologias
diferentes de isolamento de células-tronco mesenquimais de tecido musculoesquelético, objetivando
eliminar o uso de reagentes xenobidticos. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso

de Animais (CEUA).

Amostras de tecido muscular dos membros inferiores de camundongos (com
aproximadamente 24 dias) foram submetidas a trés diferentes procedimentos de isolamento de

celulas-tronco mesenquimais: técnica de explante, dissociacdo mecanica e digestdo enzimatica. A
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técnica de explante é uma metodologia simples, onde quatro pequenos pedacos do tecido muscular
foram limpos com a pinga, e padronizados com aproximadamente 0,5cm. Os quatro pedacgos foram
colocados na placa de cultura, juntamente com suplementos para o crescimento e manutencdo das
celulas. O procedimento de dissociacdo mecanica foi realizado a partir da raspagem do tecido, com
agulhas dobradas em z. O tecido foi raspado até obtermos a fragmentacéao total deste, em pedacos
muito pequenos. Ja na digestdo enzimaética, a enzima bacteriana colagenase foi a responsavel por
processar o tecido, deixando-o com uma consisténcia pastosa. O material obtido por cada técnica foi
filtrado e centrifugado. O concentrado de células-tronco mesenquimais (pellet) formado apos a

centrifugacdo foi colocado em placas apropriadas para o cultivo, e posterior proliferacdo celular

(Figura 2). As culturas foram analisadas diariamente.

Figura 2 — Metodologia para cultivo de celulas-tronco a partir do tecido muscular. A: Tecido
muscular obtido de camundongos; B: Tecido muscular resultante da digestdo enzimatica com
colagenase; C: Dissociacdo mecanica do tecido muscular; D: Células-tronco isoladas de tecido
muscular apdés a dissociacdo mecanica; E: Filtracdo; F: Formacdo do pellet (seta) apds a
centrifugacdo das células.

Apos a proliferacdo celular em larga escala, as células-tronco mesenquimais em cultura
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foram comparadas por curvas de crescimento, as quais demonstram o crescimento das células, em
quantidade, durante um periodo de tempo determinado. Além disso, as células-tronco mesenquimais
obtidas pelos trés procedimentos foram analisadas pela capacidade de originar células de gordura,

cartilagem e osso (Figura 3).
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Figura 3 - (A) Curvas de crescimento resultantes dos procedimentos de isolamento de células-
tronco mesenquimais de tecido muscular por meio de Explante (EXP), Dissociacdo mecénica (DM)
e Digestdo enzimética (DE); (B) Diferenciagdo em multiplas linhagens.

Os procedimentos de isolamento celular por dissociacdo mecénica e explante
proporcionaram maior crescimento, sendo a técnica de explante a que apresentou o melhor
desempenho (Figura 3). Com esses resultados, concluiu-se que é possivel usar técnicas que nao
fazem uso de reagentes de origem bacteriana (colagenase) para isolar e cultivar células-tronco
mesenquimais do tecido muscular. As técnicas de explante e dissociagdo mecanica representam

alternativas validas, de baixo custo, além de seguir as recomendacdes da ANVISA, que aconselha
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evitar o uso de reagentes xenobidticos (como a colagenase) em culturas de células que tenham por

finalidade procedimentos de terapia celular em pacientes humanos.

Glossario

Células-tronco mesenquimais - Populacdo de células do estroma do tecido (parte que da
sustentacdo as células) que tém a capacidade de se diferenciar em diversos tecidos.

Colégeno - Classe de proteina insoltvel, presente no tecido conjuntivo. Responsavel por manter as
celulas unidas e fortalecé-las. Realiza cicatrizacdo e/ou regeneracdo em caso de corte ou cirurgia.
Fibrose - Cicatriz interna que pode impedir a contragdo muscular adequada, impossibilitando o
musculo de voltar ao estado normal de relaxamento, resultando em dor crénica.

Linhagens adipogénica, condrogénica, osteogénica — Linhagens de células que se diferenciardo
em gordura, cartilagem e 0sso, respectivamente.

Proliferacdo celular - Crescimento em quantidade de células por meio de divis6es celulares.
Xenobiotico - Compostos estranhos ao organismo humano, que podem causar uma série de danos a

salide, uma vez que apresentam uma acao toxica sobre nossas células.
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