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Ex-vivo expansion

of human Myoblasts and Fibroblasts

for potential use

in Urinary Incontinence Treatment
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A utilização de terapias celulares recorrendo a células do próprio paciente representa uma

alternativa clínica promissora e inovadora para o tratamento da incontinência urinária.

Quer os mioblastos, quer as células estaminais do mesênquima (Mesenchymal Stem Cells,

MSC) são células com potencial miogénico.

Por outro lado, nos últimos anos, tem sido dada especial atenção às células estaminais uma

vez que estas, pelas suas características (capacidade de auto-renovação, diferenciação mul-

ti-linhagem e de enxerto após infusão), têm um enorme potencial de aplicação em Medicina

Regenerativa e Engenharia de Tecidos. Mais especificamente, as MSC são células estaminais

adultas que residem em vários tecidos, tais como a medula óssea e o tecido adiposo. Estas

células não só são isoladas com relativa facilidade e apresentam uma grande capacidade

proliferativa in vitro, como também são capazes de se diferenciarem, quer in vivo, quer in

vitro, em diversas linhagens mesodérmicas, tais como gordura, osso e músculo. Assim sen-

do, podem ser consideradas uma alternativa bastante atractiva para regenerar tecidos,

nomeadamente para o tratamento de incontinência urinária.

Os mioblastos foram isolados com sucesso a partir de uma biopsia de tecido muscular e

outra de gordura (obtida em doente no Serviço de Urologia do Hospital CUF Descobertas)

recorrendo a digestão enzimática com colagenase e tripsina e de seguida cultivados em meio

apropriado (meio F-12 suplementado com 20% de soro fetal bovino (fetal bovine serum,

FBS)). O fenótipo destas células foi confirmado através da detecção, por citometria de fluxo e

por marcação por immunofluorescência, da expressão de marcadores celulares específicos

de mioblastos, CD56, Desmina (filamento intermédio), MyoD e Miogenina (ambos factores

de transcrição, o primeiro sendo responsável pela activação de mioblastos e o segundo res-

ponsável pela fusão dos mioblastos em miotubos). Após 3 semanas em cultura, foi obtido um

número significativo de mioblastos, 4.8x106.
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A injecção de toxina botulínica tipo A (BoNT-A) na próstata causa uma diminuição marcada

do seu volume, quer no modelo animal, quer no Homem. A injecção de BoNT-A no cão e no

rato induz uma marcada atrofia da próstata e um aumento da expressão de apoptose. Estes

achados têm sido associados a um bloqueio dos terminais nervosos simpáticos na próstata,

sendo revertidos pela administração do simpaticomimético fenileferina (PHE).

Investigar a expressão de genes reguladores da apoptose na próstata do rato, após injecção de

BoNT-A e a alteração da sua expressão com a administração de um agente simpaticomi-

mético.

Seis ratos Wistar foram submetidos a injecção de 10 U de BoNT-A na próstata e três foram

injectados com uma solução salina. Três ratos injectados com BoNT-A foram injectados

diariamente com 0,05 mg/Kg de PHE por via subcutânea. Todos os animais foram sacri-

ficados ao fim de 1 semana e as suas próstatas colhidas, fixadas e cortadas em fragmentos de

20 ìm de espessura, que foram recolhidos em lâminas e congelados.

Foram efectuadas reacções de imunohistoquímica em lâmina com anticorpos para os genes

bcl-2 (anti-apopótico), bax e caspase-3 (pró-apoptóticos). Observou-se uma expressão

aumentada de bax e caspase-3 no componente glandular dos ratos injectados com BoNT-A

em relação ao grupo de controlo. O grupo tratado com PHE apresentou uma expressão de bax

e caspase-3 menos intensa em relação ao grupo injectado apenas com BoNT-A.

Estes resultados preliminares revelam um aumento da expressão de genes pró-apoptóticos

em ratos tratados com BoNT-A, sendo este efeito revertido pela estimulação farmacológica

com um agente simpaticomimético. Estes achados trazem novos dados ao estudo dos

mecanismos de acção da actividade simpática na etiopatogenia da HBP.
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