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Uma característica proeminente do desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) 

dos vertebrados é a mielinização, um processo realizado por oligodendrócitos (OLs), 

amplamente dispersos por todo o SNC adulto.  

Evidências crescentes sugerem que a composição e as propriedades mecânicas da MEC 

(rigidez, elasticidade e topografia) regulam vários aspetos da biologia de OLs. Estudos 

anteriores revelaram que as proteínas da MEC, como a fibronectina (FN) ou a 

vitronectina (VN) estão envolvidas na proliferação e manutenção de células percursoras 

de oligodendrócitos (OPCs), enquanto que a laminina-2/merosina (LM-211/MN) 

promove a sua diferenciação em OLs maduros. Evidências recentes do nosso 

laboratório sugerem o aumento da diferenciação e maturação de OLs in vitro com a 

utilização de substratos que mimetizam o ambiente nativo de OLs (a gama de rigidez 

do cérebro varia entre 0,1 e 10 KPa) e a potenciação do seu efeito pela presença de 

MN. No entanto, as proteínas da membrana basal, incluindo a própria MN, são 

frequentemente difíceis de obter na forma nativa e em quantidades suficientes a partir 

de tecidos e, desta forma, a produção recombinante tornou-se uma abordagem 

alternativa valiosa. Além de serem mais económicas, as proteínas recombinantes 

possuem ainda a vantagem de terem composição bem definida, em contraste com a MN 

purificada a partir de placenta humana que tem por base uma composição mal definida, 

apresentando uma mistura de proteínas de MEC. 

Este trabalho tem como principal objetivo elucidar o papel da mecanotransdução e de 

proteínas da MEC (especificamente as lamininas) na diferenciação de OLs, com vista a 

determinar o seu potencial para serem utilizadas no futuro em substituição às proteínas 

humanas purificadas tradicionalmente utilizadas, incluindo a FN e MN, correlacionadas 

com a manutenção de OPCs e diferenciação em OLs maduros, respetivamente. Com 

vista à otimização da plataforma de diferenciação da linha celular oligodendrócito-tipo 

2-astrócito (CG-4) estabelecida por Lourenço et al., 2016, substratos de 6,5 kPa foram 

funcionalizados com três lamininas recombinantes (LM-211, LM-411 e LM-521), 

descritas na literatura como sendo expressas no SNC (como a LM-211 e LM-521) e/ou 

com funções importantes no SNC (como a LM-211, LM-411 e LM-521), envolvidas na 

regulação de OLs (como a LM-211) ou por interagirem com integrinas essenciais à 

biologia de OLs, incluindo α6β1 e αvβ3. Procurámos ainda, avaliar o papel das 

integrinas α6β1 e αvβ3 na diferenciação de culturas oligodendrocíticas. Para tal, 

procedemos a um ensaio de bloqueio de função das subunidades β1 e β3 de integrina, 

afim de perceber o seu efeito na diferenciação da linha celular em estudo. 

Os nossos resultados sugerem que a utilização de substratos de poliacrilamida com 

módulo de Young de 6,5 kPa funcionalizados com LM-521 ou LM-521+PDL 

representam uma plataforma de diferenciação eficiente, e desta forma propomos que a 

proteína recombinante LM-521 possa ser utilizada no futuro como alternativa à MN 

humana purificada, facilitando a geração de OLs maduros. 
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A prominent feature of vertebrate central nervous system (CNS) development is the 

myelination, a process performed by oligodendrocytes (OLs), widely scattered 

throughout the adult CNS.  

Increasing evidence suggests that the composition and mechanical properties of ECM 

(stiffness, elasticity and topography) regulate various aspects of the biology of OLs. 

Previous studies have proved that ECM proteins, such as fibronectin (FN) or 

vitronectin (VN), are involved in the proliferation and maintenance of oligodendrocyte 

progenitor cells (OPCs), while laminin-2/merosin (LM-211/MN) promotes their 

differentiation in mature OLs. Recent in vitro evidences from our lab suggest an 

increase in the differentiation and maturation of OLs with the use of substrates that 

mimic the native environment of OLs (the range of stiffness of the brain varies between 

0.1 and 10 KPa) and the potentiation of its effect by the presence of MN. However, 

basement membrane proteins, including MN itself, are often difficult to obtain in their 

native form and in sufficient amounts from tissues, and thus recombinant protein 

production has become a valuable alternative approach. In addition to being more 

economical, recombinant proteins have the advantage of having well-defined 

composition, in contrast to MN, which is purified from human placenta, being poorly 

defined and presenting a mixture of ECM proteins. 

This work’s main objective is to elucidate the role of mechanotransduction and ECM 

proteins (specifically laminins) in the differentiation of OLs, in order to determine their 

potential to be used in the future in replacement to the traditionally used purified human 

proteins, including FN and MN, correlated with maintenance of OPCs and 

differentiation in mature OLs, respectively. In order to optimize the differentiation 

platform of the oligodendrocyte-type 2-astrocyte cell line (CG-4) established by 

Lourenço et al., 2016, 6.5 kPa substrates were functionalized with three recombinant 

laminins (LM-211, LM-411 and LM-521), described in the literature as being 

expressed in the CNS (such as LM-211 and LM-521) and/or with important functions 

in CNS (such as LM-211, LM-411 and LM-521), involved in the regulation of OLs 

(such as LM-211) or by interacting with essential integrins in the biology of OLs, 

including α6β1 and αvβ3. We also tried to validate the role of α6β1 and αvβ3 integrins 

in the differentiation of oligodendrocyte cultures. To do this, we performed a function-

blocking assay of β1 and β3 integrin subunits, in order to understand its effect on 

differentiation of the cell line under study. 

Our results suggest that the use of 6.5 kPa polyacrylamide substrates functionalized 

with LM-521 or LM-521+PDL represent an efficient differentiation platform and, 

hence we propose that the recombinant protein LM-521 can be used in the future as an 

alternative of great relevance to purified human MN, facilitating the generation of 

mature OLs. 
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1 Introdução 

1.1 Matriz extracelular e principais funções no sistema nervoso 

O sistema nervoso central (SNC) é caracterizado por uma rede funcional de 

neurónios e células da glia. Também contém matriz extracelular (MEC) que 

constitui 10-20% do volume cerebral (1,2). Os constituintes da MEC são produzidos 

intracelularmente e secretados, formando uma densa rede de proteínas e glicanos, 

ocupando praticamente todo o espaço intercelular das células (3). Estruturalmente, 

a MEC fornece pontos de ligação às células nervosas e facilita a organização dessas 

células em regiões distintas do SNC (3). Quimicamente, é uma fonte de diversos 

sinais moleculares que orientam o crescimento, atividade e sobrevivência celular 

(3). Evidências crescentes sugerem que as proteínas da MEC regulam vários aspetos 

da biologia de oligodendrócitos (OLs) (4). Estudos anteriores revelaram que as 

proteínas da MEC, como a fibronectina (FN) ou a vitronectina (VN) estão envolvidas 

na proliferação e manutenção de progenitores de OLs, enquanto que a laminina-

2/merosina (LM-211/MN) promove a sua diferenciação em OLs maduros (5–10). 

Estas proteínas da MEC ligam-se aos membros da família integrina, entre outros 

tipos de recetores, e medeiam diversos processos, incluindo adesão celular e 

sinalização bidirecional entre o ambiente extracelular e intracelular da célula (3). 

A MEC do tecido cerebral adulto tem uma composição única. Durante o 

desenvolvimento do SNC, componentes específicos da MEC são regulados de forma 

temporal e espacial, de forma a facilitar a neurogénese, migração e diferenciação de 

células nervosas e o crescimento axonal (11). Na idade adulta, a MEC altera a sua 

composição e atua com o propósito de estabilizar estruturas, incluindo sinapses, 

com a finalidade de regular a plasticidade sináptica e evitar a remodelação sináptica 

anormal (12).  

As moléculas que compõem a MEC localizam-se em três compartimentos 

principais: a membrana ou lâmina basal (LB), as redes perineuronais e a matriz 

intersticial neural (Figura 1) (3). Além de envolver toda a superfície pial do SNC, a 
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membrana basal funciona como fronteira entre as células endoteliais e o tecido 

parenquimatoso, sendo predominantemente composta por complexos de 

colagénio, complexos laminina-nidógeno (entactina), FN, distroglicano e perlecano 

(3). Em contraste, as redes perineuronais compreendem uma camada composta 

principalmente por proteoglicanos, tenascina R e proteínas de ligação que 

circundam as células neuronais e dendrites proximais (13) e desempenham um 

papel crítico na preservação da saúde neuronal e manutenção da plasticidade 

sináptica (3). A matriz intersticial neural compreende uma rede densa de 

proteoglicanos, ácido hialurónico, tenascinas e proteínas de ligação (14) e 

quantidades relativamente pequenas de proteínas fibrosas (colagénios e elastina) 

e glicoproteínas adesivas (laminina-LM e FN) (3). 

Figura 1| Principais compartimentos da MEC do SNC. Os componentes da MEC localizam-se em três 
compartimentos principais: a membrana ou lâmina basal (basement membrane), as redes perineuronais 
(perineuronal nets) e a matriz intersticial neural (neural interstitial matrix). Adaptado de (Lau et al., 2013) (3). 

Estudos funcionais e genéticos em murganhos indicam que a MEC afeta 

praticamente todos os aspetos do desenvolvimento e função do sistema nervoso, 

incluindo a diferenciação das células estaminais neurais (NSCs), migração 

neuronal, formação dos tratos axonais e maturação e função das sinapses no SNC e 

sistema nervoso periférico (SNP)  (15).  
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1.2 Lamininas, estrutura e função 

As lamininas são uma família multifuncional de macromoléculas que constituem os 

principais elementos estruturais encontrados nas membranas basais da MEC 

(Figura 2), juntamente com colagénio tipo IV, nidogénio, perlecano e agrina (16–18). 

As lamininas formam redes insolúveis que estão em permanente associação com as 

células através de interações com recetores de superfície celular. São vitais para 

variadas funções fisiológicas nos estágios iniciais do desenvolvimento embrionário, 

organogénese e morfogénese, e desempenham funções cruciais em vários tecidos, 

incluindo músculo, nervo, pele, rim, pulmão e vasculatura (16,18).  

Figura 2| Moléculas da MEC no neocórtex em desenvolvimento. A laminina (LN) é um componente 
importante da lâmina basal (BL) e também é encontrada na zona ventricular (VZ). Adaptado de (Barros et al., 
2011) (15). 

As lamininas são constituídas por heterotrímeros em forma de cruz ou de “T” (16), 

compostos por uma cadeia alfa (α) com aproximadamente 400 quilodalton (kDa), 

uma cadeia beta (β) com aproximadamente 210 kDa e uma cadeia gama (γ) com 

aproximadamente 200 kDa, codificadas por cinco, quatro e três genes distintos, 

respetivamente (LAMA1-5, LAMB1-4, LAMC1-3) (19,20). A associação das 

isoformas em heterotrímeros origina diferentes lamininas (Tabela 1) (21). Os 

trímeros são denominados de acordo com a composição das cadeias α, β e γ. Por 

exemplo, a LM-423 é composta pelas cadeias α4, β2 e γ3 (16). Cada trímero de 

laminina contém locais de ligação para vários recetores, incluindo integrinas (22). 
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Tabela 1| Representação das diferentes lamininas, nomenclatura alernativa e composição em 
subunidades. Adaptado de (Aumailley et al., 2005) (23). 

Até à data, foram identificadas cinco cadeias α (α1-5), três β (β1-3) e três γ (γ1-3) 

(16) que se podem associar em diversas combinações. Em organismos complexos, 

como os vertebrados existem, pelos menos, 16 isoformas distintas (23–26). No 

entanto, algumas isoformas adicionais têm sido propostas (Figura 3 e Tabela 2) 

(16).  

Figura 3| Representação de todos os trímeros de laminina já descritos ou propostos. Adaptado de 
(Durbeej, 2010) (16). 

Proteina Cadeias Designação corrente 

Laminina-1 α1β1γ1 Laminina EHS/LM-111 

Laminina-2 α2β1γ1 Merosina/LM-211 

Laminina-3 α1β2γ1 S-laminina/LM-121 

Laminina-4 α2β2γ1 S-merosina/LM-221 

Laminina-5 ou 5A α3Aβ3γ2 LM-332/ LM-3A32 

Laminina-5B α3Bβ3γ2 LM-3B32 

Laminina-6 ou 6A α3Aβ1γ1 LM-311/LM-3A11 

Laminina-7 ou 7A α3Aβ2γ1 LM-321/LM-3A21 

Laminina-8 α4β1γ1 LM-411 

Laminina-9 α4β2γ1 LM-421 

Laminina-10 α5β1γ1 LM-511 

Laminina-11 α5β2γ1 LM-521 

Laminina-12 α2β1γ3 LM-213 

Laminina-14 α4β2γ3 LM-423 

- α5β2γ2 LM-522 

Laminina-15 α5β2γ3 LM-523 
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Tabela 2| Isoformas de laminina e os principais locais da sua expressão. Adaptado de (Durbeej, 2010) 
(16). 

 

 

 

 

 

 

A descoberta das primeiras lamininas foi dificultada pelo seu isolamento apartir de 

células em cultura e extração de diferentes tecidos. O desenvolvimento de técnicas 

de biologia molecular, nomeadamente a produção de fragmentos de laminina 

geneticamente modificados, facilitou e acelerou a identificação e caracterização de 

novas variantes de laminina (27). Hoje, sabe-se que as lamininas controlam diversas 

atividades celulares e exercem uma variedade de efeitos nas células adjacentes, 

incluindo adesão, migração, diferenciação, manutenção do fenótipo, e ainda 

resistência à apoptose (18). O papel primário das lamininas consiste na mediação 

da interação entre as células e a MEC (27). O segundo papel consiste na interação 

Isoforma de 
laminina 

Principal local de expressão 

111 Epitélio embrionário, algum epitélio adulto (rim, fígado, testículos, ovários), 

vasos sanguíneos cerebrais 

121 Placenta 

211 Múculo, coração, nervos periféricos, testículos 

221 Múculo, coração, nervos periféricos, junção neuromuscular 

213 Placenta, testículos 

212/222a Nervos periféricos 

3A11 Epiderme, âmnio 

3A21 Epiderme, âmnio 

3A32 Epiderme, placenta, glândula mamária 

3A33b Testículos 

3B32 Pele, útero, pulmão 

411 Endotélio, músculo liso, gordura, nervos periféricos 

421 Endotélio, músculo liso, gordura, junção neuromuscular 

423 Retina, SNC 

511 Epitélio em desenvolvimento, epitélio maduro, músculo liso 

521 Epitélio maduro, endotélio maduro, músculo liso, junção neuromuscular, 

membrana basal glomerular 

522c Medula óssea 

523 Retina, SNC 

a A ocorrência da LM-212 e/ou LM-222 é sugerida com base na análise dos 

nervos periféricos em animais normais e deficientes em cadeia α de laminina 

b As análises de co-imunoprecipitação têm demonstrado interações entre as 

cadeias α3, β3 e γ3 

c A existência de LM-522 é proposta com base em estudos de co-

imunoprecipitação em culturas mieloides da medula óssea a longo prazo 
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com os componentes da superfície celular, como o distroglicano, de forma a fixar as 

células à MEC (28). Por último, sinalizam moléculas que interagem com recetores 

celulares, como as integrinas, transmitindo informações morfogeneticamente 

importantes para o interior da célula (21,29,30). 

As isoformas de laminina são sintetizadas por praticamente todas as células 

epiteliais (células do músculo liso, esquelético e cardíaco, nervos, células 

endoteliais e células da medula óssea e neuroretina) de forma específica ao tecido 

onde se encontram (Tabela 2). Isto sugere que diferentes isoformas de laminina 

têm diferentes funções em diferentes tecidos (17,31). Algumas dessas interações 

estão envolvidas na modulação de funções específicas: a LM-111, por exemplo, tem 

demonstrado desempenhar um papel na morfogénese epitelial (32); a LM-221 é a 

isoforma predominante das membranas basais das fibras musculares estriadas e é 

essencial para o desenvolvimento e estabilidade do músculo esquelético (33); a LM-

332 é uma importante isoforma da membrana basal da pele (34,35); a LM-411 é uma 

isoforma de laminina presente nos vasos sanguíneos (36) e é amplamente 

distribuída nas membranas basais vasculares endoteliais de vários tecidos, bem 

como nas membranas basais do perineurium dos nervos periféricos, coração e do 

rim e músculo esquelético em desenvolvimento (37,38); a LM-511 é amplamente 

expressa em todo o corpo, nomeadamente, em tecidos epiteliais, neurovasculares e 

vasculares adultos (39); a LM-521 é encontrada na membrana basal glomerular em 

glomérulos renais, na fenda sináptica neuromuscular do músculo esquelético e em 

outros tecidos, como a placenta (40). 

Tipicamente, as cadeias de laminina possuem domínios terminal-N (LN), domínios 

do tipo fator de crecimento epidérmico (LE), domínios de laminina 4 (L4), um 

domínio quatro (LF) (presente nas cadeias β), um domínio LF modificado (LFx) 

(presente nas cadeias α3 e α5), um domínio do tipo bobina enrolada (LCC), um 

domínio de laminina β (Lβ) (presente nos domínios LCC de cadeias β) e cinco 

subdomínios globulares no terminal-C (presentes em cadeias cadeias α e 

designadas de LG1-5) (16,41). 
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Vários dos domínios de laminina, estruturalmente relacionados, têm funções quase 

idênticas ou similares em cada isoforma de laminina (Figura 4) (42). Geralmente, 

as extremidades terminal-C interagem com proteínas ancoradas na membrana 

plasmática de células ou microorganismos, transmitindo sinais bioquímicos e 

mecânicos entre redes moleculares intracelulares e extracelulares (42). Já as 

extremidades terminal-N têm vindo a ser envolvidas em interações, principalmente 

com outras moléculas da MEC, presentes nas membranas basais (42). A função de 

algumas partes que compõem as lamininas não está tão bem definida, mas pensa-

se que desempenhem funções importantes como: (i) interagir com pequenas 

moléculas (fatores de crescimento- GFs- e citocinas), auxiliando o sequestro e 

armazenamento dessas pequenas moléculas; (ii) regular a sua distribuição, 

ativação e apresentação às células (42).  

As proteínas constituintes da membrana basal são frequentemente difíceis de obter 

na forma nativa e em quantidades suficientes a partir de tecidos. Desta forma, a 

produção recombinante tornou-se uma abordagem alternativa valiosa. Além de 

alternativas mais económicas, as proteínas recombinantes possuem ainda a 

vantagem de terem composição bem definida, em contraste com as proteínas 

isoladas de tecidos humanos e posteriormente purificadas que têm por base uma 

composição que está mal definida. 

Figura 4| Principais funções das lamininas. O terminal-N está envolvido na função arquitetónica dentro da 
membrana basal, enquanto o terminal-C, geralmente, está envolvido em interações celulares. Adaptado de 
(Aumailley, 2013) (42). 
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Neste trabalho, surgiu a oportunidade de utilizar de três trímeros recombinantes de 

laminina (LM-211, LM-411 e LM-521), descritos na literatura como sendo expressos 

no SNC (como a LM-211 e LM-521) e/ou com funções importantes no SNC (como a LM-

211, LM-411 e LM-521), envolvidos na regulação de OLs (como a LM-211) ou por 

interagirem com integrinas essenciais à biologia de OLs, incluindo α6β1 e αvβ3 e 

avaliar o seu potencial para serem utilizados no futuro em substituição às proteínas 

humanas purificadas tradicionalmente utilizadas.  

1.2.1 Laminina-211 

Em 1990, Eva Engvall e os seus colegas identificaram a terceira isoforma de 

laminina, agora conhecida como LM-211 (43). A cadeia α2 de laminina é 

principalmente restrita à membrana basal do músculo estriado e cardíaco, nervos 

periféricos, placenta e cérebro (44–49). As lamininas contendo a cadeia α2 parecem 

ser importantes para a organização do músculo esquelético e para a interação 

nervo-músculo (50). Outra interação importante é vista na junção miotendinosa 

onde a cadeia α2 interage com a integrina α7β1. A ausência da subunidade α7 de 

integrina conduz a uma forma de distrofia muscular (51).  

Roediger et al., 2010, demonstraram que a LM-211 também desempenha um papel 

importante ao nível dos cardiomiócitos e desenvolvimento do músculo cardíaco 

(52). No coração em desenvolvimento, as isoformas LM-211 e LM-221 são expressas 

na MEC dos cardiomiócitos, assim como, em zonas da membrana basal do endo e 

pericárdio e dos capilares (52). Adicionalmente, a LM-211 também tem vindo a ser 

implicada na expansão de neurites e na migração neuronal (53–55). 

Segundo Hagg et al., 1997, Tian et al., 1997 e Powell et al., 1998, esta isforma de 

laminina é expressa no SNC (19,50,56) e a carência de LM-211 em humanos está 

associada a anomalias na mielinização (57–60). Tian et al., 1997 sugeriram um papel 

para as proteínas da cadeia α2 de laminina na função sináptica e plasticidade do 

SNC (50). Já Buttery e ffrench-Constant., 1999, demonstraram que a LM-211 não tem 

efeito sobre a diferenciação de OLs, no entanto, é uma isoforma de laminina 

expressa no SNC que melhora as alterações morfológicas associadas à formação da 
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bainha de mielina e, portanto, é importante para o processo de mielinização (6). Ao 

contrário das células de Schwann que são cercadas por uma LB que fornece uma 

fonte dessas moléculas, os OLs mielinizantes não possuem LB, e portanto, exigem 

que a MN ou outra laminina esteja presente nos axónios para que sejam 

mielinizados (6). No entanto, os dados referentes à distribuição de tais moléculas in 

vivo permanecem incompletos (6).  

A função da LM-211 também tem vindo a ser caracterizada in vivo (19). Os defeitos 

no gene que codifica a cadeia α2 conduzem ao fenótipo de distrofia muscular, quer 

em seres humanos (61), quer em murganhos (62,63). Estudos clínicos detetaram 

algumas anomalias na substância branca em humanos que não possuem a cadeia 

α2 (57,64), o que é consistente com o papel desta no SNC (19). 

1.2.2  Laminina-411 

A LM-411, assim como a LM-511, é expressa por células endoteliais localizadas no 

pâncreas (ilhotas de Langerhans) onde conduz à ocorrência de cascatas de 

sinalização celular nas células β, levando à produção de insulina (65). 

A LM-411 é também secretada por linfócitos, desempenhando um papel 

determinante como suporte durante a proliferação, adesão e migração (66). 

Adicionalmente, está também envolvida na sobrevivência, adesão e migração de 

neutrófilos do sangue (38) e funciona como um substrato adesivo para células 

estaminais e células progenitoras da medula óssea, promovendo a migração in vitro 

de células progenitoras (67). 

Também as células endoteliais microvasculares cerebrais (principais componentes 

da barreira hematoencefálica) expressam LM-411 e LM-511 (68–71). A expressão 

da laminina-α4 inicia-se nos estágios iniciais de desenvolvimento embrionários e é 

expressa de forma ubíqua ao longo das redes vasculares de todos os tipos de vasos 

sanguíneos (70). Estudos anteriores com murganhos transgénicos com carência da 

cadeia α4 de laminina mostraram desorganização severa dos microvasos, levando 

a anomalias na microcirculação (72). Outros estudos mostraram o desenvolvimento 
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de hemorragias no estágio embrionário/neonatal (72), sugerindo um papel crítico 

da cadeia α4 de laminina na permeabilidade vascular no estágio inicial de 

desenvolvimento (73). 

A LM-411 é reconhecida pela integrina α6β1 e, provavelmente, também pelas 

integrinas α3β1, α6β4 e αVβ3, e a sua interação promove a adesão e/ou a migração 

de vários tipos celurares, bem como a expansão de neurites (38,66,74–83). 

1.2.3  Laminina-521 

Das cinco cadeias α de laminina, a laminina α5 é amplamente expressa nos tecidos 

fetal e adulto (36,84). A cadeia α5 associa-se com as subunidades β1 ou β2 e γ1 ou 

γ3 para formar a LM-511, a LM-521 e a LM-523, respetivamente (39,85). Foi 

demonstrado que a disrupção dirigida da cadeia α5 em murganhos resulta em 

letalidade embrionária com defeitos no fecho do tubo neural, separação de dígitos, 

placentação, glomerulogénese, separação do lóbulo pulmonar, desenvolvimento do 

músculo liso intestinal, morfogénese dentária e morfogénese epitelial da glândula 

submandibular (86–92). Experiências adicionais em murganhos demonstraram que 

a laminina α5 é necessária para o desenvolvimento do folículo capilar (93,94) e para 

a maturação pulmonar (95). Em conjunto, os resultados sugerem que a laminina α5 

desempenha múltiplos papéis no desenvolvimento e no estabelecimento da 

arquitetura do tecido (96). 

A LM-521 (expressa por células neuroepiteliais e células gliais radiais, assim como 

a LM-211), é uma das principais isoformas expressas na zona subventricular, 

subependimária e ventricular do sistema nervoso em murganhos e humanos (65). 

A LM-521 está também presente nas junções neuromusculares, onde parece 

garantir a integração das inervações musculares (51,97). LAMA5 (que codifica para 

a cadeia de α5 de laminina) e LAMB2 (que codifica para a cadeia de β2 de laminina) 

estão presentes LBs sinápticas (51). Na ausência de LAMB2, observam-se defeitos 

musculares graves à medida que a entrega de neurotransmissor é obstruída por 

extensões de membrana das células de Schwann (51).  
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Recentemente, a LM-521 foi relacionada com a promoção da adesão de células 

estaminais embrionárias humanas e manutenção da sua pluripotência (25). É 

expressa no início do desenvolvimento embrionário (18) e permite o crescimento 

em monocamada de células embrionárias em cultura (98). Exerce efeitos sobre a 

proliferação, migração, estabilidade do fenótipo e sobrevivência de vários tipos 

celulares (99). No entanto, embora esta isoforma tenha sido desenvolvida para a 

cultura de células estaminais embrionárias humanas, nenhum estudo abordou a 

sua utilização e os seus efeitos durante a proliferação de células progenitoras de 

oligodendrócitos (OPCs) e diferenciação em OLs.  

1.2.4  Importância das lamininas no Sistema Nervoso 

As lamininas participam em vários aspetos da fisiologia do sistema nervoso. Essas 

atividades incluem a expansão de neurites (100), função e estabilidade sináptica 

(101), adesão e crescimento neuronal (102), regeneração (100) e viabilidade 

neuronal (103–105).  

As lamininas são expressas no sistema nervoso, particularmente durante os 

estádios de desenvolvimento correspondentes ao crescimento de axónios (19). 

Sabe-se que as células endoteliais do cérebro produzem LM-411, bem como LM-

511 (69,70,84), enquanto que os astrócitos geram LM-111 e LM-211 (46,69). As 

isoformas de laminina têm sido melhor caracterizadas no SNP, onde a expressão 

persiste no estágio adulto (19).  

Duas isoformas de laminina são proeminentes no SNP, a LM-211 que está associada 

às membranas basais das células de Schwann (45,106) e pode fornecer um substrato 

para a regeneração do SNP (55,107), e a LM-121 que contém a cadeia β2 que é 

expressa na junção neuromuscular (45,48). Outras formas heterotriméricas 

contendo essas isoformas também podem existir (19).  

No SNP, vários tipos de células produzem uma variedade de lamininas. Por 

exemplo, os elementos gliais que envolvem os nervos periféricos, as células de 

Schwann, têm vindo a ser conhecidos por produzir lamininas (108,109). Por outro 
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lado, pensa-se que as lamininas são importantes durante a diferenciação de células 

de Schwann (107,110,111). Também na periferia, as células musculares parecem 

expressar diversos trímeros de laminina à sua superfície (36,48,112–114) que 

aparentam ser importantes para a orientação dos neurónios motores que inervam 

para os seus alvos sinápticos (no músculo), bem como para a estabilização das 

sinapses (112,115). 

Evidências substanciais indicam que as células de Schwann requerem lamininas 

para a mielinização apropriada dos axónios (116). Tais evidências foram 

confirmadas em estudos in vitro usando células de Schwann/co-culturas neuronais, 

que demonstraram que a deposição de laminina é necessária para o processo de 

mielinização (110,117,118). Os murganhos com células de Schwann que apresentam 

alterações em laminina mostraram proliferação reduzida e expressão aberrante 

dos fatores de transcrição necessários para a mielinização (119,120). Esses 

mutantes permaneceram paralisados no estágio de pré-mielinização e não 

conseguiram separar os axónios, indicando que as lamininas desempenham um 

papel fundamental na diferenciação de células de Schwann mielinizantes (121).  

As células de Schwann não mielinizantes também são cercadas por uma membrana 

basal (121). Yu et al., 2005, mostraram que na ausência de laminina, as células de 

Schwann não mielinizantes não existem no SNP adulto de murganhos mutantes e, 

portanto, as lamininas são essenciais para o desenvolvimento das células de 

Schwann não mielinizantes e a função sensorial nociceptiva normal (121). 

As lamininas não se encontram em muitos locais no SNC, mas parecem exercer 

papéis fundamentais onde estão presentes. As fontes celulares dos componentes 

das suas cadeias incluem as três principais classes celulares do SNC: glia, neurónios 

e progenitores neurogliais (85). As células da glia, incluindo astrócitos, Bergmann 

Glia e células Mϋller, são consideradas as principais fontes de lamininas do SNC 

adulto e em desenvolvimento (122–130). Também os neurónios (129,131–133) e os 

progenitores neurogliais da retina  podem ser uma fonte de lamininas durante o 

desenvolvimento (129). 
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A capacidade de todos os principais tipos de células neurais do SNC produzirem 

lamininas é consistente com a profusão de papéis que foram propostos para as 

lamininas no SNC (85). Tal como acontece com as lamininas no SNP, pensa-se que 

as lamininas no SNC estão envolvidas no crescimento de axónios (134,135) e na sua 

distribuição ao longo de muitas vias de desenvolvimento (133,136–138). Pensa-se 

que estão ainda envolvidas na diferenciação neuronal no SNC (85). 

O SNC está protegido da circulação sanguínea e do sistema imunológico pela 

barreira hematoencefálica, constituída células endoteliais agrupadas em capilares. 

A membrana subendotelial do capilar contém tipicamente LM-411 e LM-511 

endoteliais, enquanto a membrana basal periférica produzida por astrócitos 

contém lamininas α1 e α2 (69). Foi relatado que no SNC, os vasos sanguíneos 

parecem expressar LM-111 e LM-211 (46,102,139), que não são detetadas em 

outros lugares das membranas basais dos vasos sanguíneos e que podem estar 

relacionadas com a sua estrutura altamente especializada (69). De acordo com os 

importantes papéis das lamininas na regulação da integridade vascular, evidências 

mostraram que os recetores de laminina também regulam ativamente a 

permeabilidade vascular (73). Por exemplo, a ligação de lamininas às integrinas 

α1β1 e α6β1 parece promover a diferenciação das células endoteliais e a 

estabilização dos vasos (9).  

No SNC, a expressão das lamininas correlaciona-se com o início da mielinização 

(22,140) e vários graus de defeitos foram encontrados em tratos de substância 

branca de pacientes com distrofia muscular congénita (141,142). Os murganhos que 

não possuem laminina α2 têm atraso do desenvolvimento e maturação de OLs, 

resultando em hipomielinização (7,143). O grau de atraso no desenvolvimento é 

específico da região, o que pode refletir diferentes requisitos da laminina α2 (143).  

Libby et al., 2000, colocaram a hipótese de que as lamininas possam ser ubíquas no 

sistema nervoso dos vertebrados. A este respeito, será importante definir os 

trímeros de laminina que estão associados ao sistema nervoso, os seus recetores e 

as funções que podem executar no cérebro em desenvolvimento e adulto (85). 
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1.2.5 Doenças relacionadas com as lamininas 

Dada a vasta gama de papéis que as lamininas desempenham na estrutura do tecido 

e na função celular, não é surpreendente que as lamininas estejam 

significativamente envolvidas numa variedade de processos de doença (17). O 

principal desafio é atribuir a relevância funcional in vivo das múltiplas interações 

de laminina que foram observadas in vitro (27). Em particular, uma questão 

importante é determinar sob que condições fisiológicas ou patológicas as lamininas 

ou outras moléculas da membrana basal, bem como quais as integrinas ou outros 

componentes associados à superfície celular, estão envolvidas nas interações 

celulares e no controlo do fenótipo celular (27).  

Há uma lista crescente de doenças humanas e mutações direcionadas a locais 

específicos em murganhos que afetam as funções da membrana basal (Tabela 3), 

referentes quer a alterações nas lamininas, quer nos seus recetores (27). Esses 

animais e linhas celulares derivadas, têm permitido fazer a ligação dos dados 

obtidos in vitro com a sua função in vivo.  

1.2.5.1 Condições embrionárias e letais 

Com base na expressão precoce da cadeia α1 e na expressão ubíqua das cadeias β1 

e γ1, especulou-se que a mutação que causava ausência ou a estrutura altamente 

alterada dessas cadeias seria letal (27). Isto foi confirmado pela deleção do gene 

funcional LAMA (que codifica a subunidade α de laminina) ou LAMC1 (que codifica 

a subunidade γ de laminina) em drosophila e murganhos, respetivamente, em que 

ambas as condições conduziram a letalidade embrionária precoce (Tabela 3). Da 

mesma forma, a abolição dirigida do gene ITGB1 (que codifica para a subunidade 

β1 de integrina) não é compatível com o desenvolvimento embrionário e leva à 

letalidade durante a peri-implantação (Tabela 3) (144,145). Esta é, provavelmente, 

a razão pela qual não existe uma doença conhecida associada a mutações nessas 

cadeias de polipéptidos e essas observações reforçam o pré-requisito absoluto da 

laminina e das interações de laminina-integrina para o desenvolvimento 

embrionário (27). 
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1.2.5.2 Defeitos nas lamininas e integrinas que afetam a junção epidérmica: 

epidermólise bolhosa juncional 

Em humanos, um subconjunto de doenças de bolhas da pele, os tipos juncionais de 

epidermólise bolhosa, são devidos à ausência ou alteração de todas as três cadeias 

da LM-332 (α3, β3 ou γ2) ou das cadeias de integrina α6 ou β4 (Tabela 3) (27). As 

alterações nestas cadeias resultam em complicações que levam, frequentemente, à 

morte perinatal ou, precocemente, durante a infância (27). Num caso mais severo, o 

tipo letal de Herlitz, as mutações que levam à ausência, instabilidade ou 

truncamento do RNA foram identificadas nos genes humanos que codificam para 

as cadeias α3, β3 ou γ2 de laminina (27).  

A ausência ou truncamento da integrina α6β4, um recetor de LM-332, causado por 

mutações nos genes ITGA6 (que codifica para a subunidade α6 de laminina) ou 

ITGB4 (que codifica para a subunidade β4 de laminina) em humanos, também 

parece estar associado a um fenótipo de epidermólise bolhosa e, em adição, atresia 

pilórica (Tabela 3) (27). Em murganhos, a disfunção dirigida dos genes ITGA6 ou 

ITGB4 conduziu a fetos que aparentemente estavam em desenvolvimento e que 

durante o nascimento apresentaram um fenótipo de epidermólise bolhosa 

juncional com destacamento epidérmico extensivo, causando morte perinatal 

(Tabela 3) (27). 

A deleção do gene ITGA3 (que codifica para a subunidade α3 de laminina), que leva 

à ausência de outro recetor de laminina, a integrina α3β1, causa um fenótipo 

diferente com desorganização da LB no rim, pulmão e pele, e morte por 

insuficiência renal (Tabela 3) (146,147). 

1.2.5.3 Defeitos nas lamininas e nos seus recetores na distrofia muscular congénita 

e na junção neuromuscular 

Metade dos pacientes com distrofia muscular congénita apresenta um grande 

número de mutações splice-site, nonsense, ou mutações missense no gene LAMA2 

(que codifica para a subunidade α2 de laminina), levando à ausência, expressão 
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alterada ou truncamento no domínio IVa ou VI da cadeia α2 de laminina (27). A 

ausência da cadeia α2 (62,148), a disfunção dirigida do gene (149), ou ausência da 

integrina α7β1 (150) conduzem ao fenótipo distrofia muscular precoce e 

progressiva. As lamininas contendo a cadeia α2 estão presentes na membrana basal 

do músculo, onde através de interações com a integrina α7β1 e α-distroglicano, 

estão envolvidas com a distrofina e outras moléculas associadas à arquitetura de 

um complexo transmembranar de proteínas importante (28). A fraqueza muscular 

associada à doença enfatiza o papel da laminina e das suas interações com ela 

própria ou com outras moléculas na estabilidade e força da membrana basal (33). 

Tabela 3| Mutações ou deleção de genes relacionados com as lamininas com consequências sobre as 
funções da membrana basal. Adaptado de (Aumailley and Smyth, 1998) (27). 

Gene Espécies Fenótipo 

Cadeias de 

laminina 

  

LAMA Drosophila Embrionário letal 

LAMA 2 Humano Distrofia muscular congénita 

Rato Distrofia muscular  

LAMA 3 Humano Morte perinatal, epidermólise bulhosa juncional 

LAMB2 Rato Defeitos na membrana basal glomerular e na junção neuro-

muscular 

LAMB3 

 
 
 

Humano Epidermólise bulhosa juncional perinatal ou Epidermólise 

bolhosa benigna atrófica generalizada 

 

Rato Epidermólise bulhosa juncional 

LAMC1 Rato Letalidade durante a peri-implantação 

LAMC2 Humamo Morte perinatal, epidermólise bulhosa juncional 

Cadeias de 

integrina 

  

ITGA3 Rato Desorganização da lâmina basal 

ITGA6 Humano Atresia pilórica associada com epidermólise bulhosa juncional 

Rato Morte perinatal, epidermólise bulhosa juncional 

ITGA7 Rato Viável, distrofia muscular progressiva 

ITGB1 Rato Letalidade durante a peri-implantação 

ITGB4 Humano Atresia pilórica associada com epidermólise bulhosa juncional 

Rato Morte perinatal, epidermólise bulhosa juncional 
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1.2.5.4 Envolvimento das lamininas em outras patologias 

Além das doenças referidas anteriormente, outros estudos apontaram para o papel 

das lamininas e dos seus recetores em outras doenças que afetam as membranas 

basais, como a diabetes, ou o crescimento invasivo e metástases de tumores (27).  

Devido à sua complexidade, muitos mecanismos moleculares subjacentes a outros 

distúrbios ainda não foram esclarecidos. Melhorar o conhecimento da biologia 

estrutural das lamininas, certamente, ajudará na resolução dos mecanismos 

patogenéticos envolvidos nestas doenças multifatoriais (27). 

1.3  Integrinas e sinalização celular 

As integrinas são uma grande família de recetores transmembranares, de 

glicoproteína heterodimérica, que funcionam como os principais recetores 

metazoários para adesão celular e conectam os ambientes intracelular e 

extracelular das células (151). Desde o seu reconhecimento em 1987, foram uma 

das famílias mais estudadas de recetores, uma vez que são expressas em todas as 

células multicelulares nucleadas animais e são essenciais para a adesão célula-MEC 

e interação célula-célula (152).  

As integrinas são expressas em vários tipos celulares, incluindo células neuronais, 

leucócitos, células tumorais, cardíacas, musculares esqueléticas e vasculares (153). 

Existem como duas subunidades, α e β, ligadas de forma não covalente. Até à data, 

conhecem-se 18 subunidades α e 8 β que se combinam para formar, pelo menos, 25 

heterodímeros distintos (154). Estes heterodímeros têm diferentes afinidades para 

diferentes proteínas da MEC, incluindo colagénio, FN, laminina e recetores celulares 

expressos por leucócitos e células endoteliais, como VCAM (molécula de adesão 

celular vascular) e ICAM (molécula de adesão intercelular) (155,156). Por exemplo, 

as integrinas α1β1, α2β1, α10β1 e α11β1 servem principalmente como recetores 

de colagénio, enquanto que α4β1, α5β1, αvβ1 e αvβ3 têm elevada afinidade para a 

FN (155,157,158). 
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Diversas integrinas têm vindo a ser descritas como recetores de laminas, incluindo 

α1β1, α2β1, α3β1, α6β1, α6β4, α7β1, α9β1, αvβ3, αvβ5 e αvβ8 (16,159,160). 

Destas, as principais são α3β1, α6β1, α6β4 e α7β1 (Tabela 4). Estas, apresentam-se 

ainda, como as únicas integrinas conhecidas até à data com capacidade de ligação à 

LM-521 (160). 

Existe redundância em relação a certas interações de integrina-proteínas da MEC, 

uma vez que algumas integrinas ligam os mesmos ligandos extracelulares, embora 

com diferentes afinidades e, por outro lado, alguns ligandos são reconhecidos por 

diferentes integrinas (151). A capacidade das integrinas se ligarem aos seus 

ligandos é regulada de forma dinâmica, permitindo às células controlar 

cuidadosamente a sua capacidade de aderir à MEC ou estabelecer conexões com 

outros tipos celulares (152).  

Tabela 4| Integrinas e as principais cadeias de lamininas conhecidas como os seus ligandos. Adaptado 
de (Robert P Mecham, 2011) (161). 

Integrinas Principais ligandos 

α3β1 Lamininas contendo cadeias α3 e α5 

α6β1 Lamininas contendo cadeias α1, α3 e α5 

α6β4 Lamininas contendo cadeias α3 e α5 

α7β1 Lamininas contendo cadeias α1 e α2 

 

Ao longo das últimas décadas, começou-se a reconhecer e entender melhor o 

importante papel das integrinas na mediação da adesão e sinalização celular. Esse 

reconhecimento conduziu ao aparecimento de novas informações estruturais da 

conformação das integrinas. Estudar as estruturas de alta resolução das integrinas 

revelou-se desafiante, particularmente porque são grandes proteínas de 

membrana e, portanto difíceis de purificar (151). Muitos anos de esforço foram 

dedicados a compreender e caracterizar a estrutura das integrinas, e o 

conhecimento da sua base estrutural auxiliou a obtenção de uma visão que permitiu 

caracterizar, ainda mais, os mecanismos subjacentes à ativação das integrinas (151). 

As integrinas desempenham diversos e importantes papéis na maioria dos 

processos biológicos (155). Além do papel que exercem como ligações mecânicas, 
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também desempenham papéis fundamentais na montagem do citoesqueleto de 

actina, bem como na modulação das vias de transdução de sinal que controlam 

diversas funções, incluindo adesão, migração, proliferação e diferenciação celular e 

apoptose (162). Evidências crescentes sugerem ainda um papel fundamental em 

funções de sinalização e regulação de processos fisiopatológicos neuronais, como 

memória, inflamação, cicatrização de feridas, epileptogénese, angiogénese e 

metástase tumoral (153). 

As cadeias α de integrina desempenham um papel central na determinação da 

especificidade do ligando. Já as subunidades β têm uma cauda citoplasmática capaz 

de se ligar a várias proteínas intracelulares, incluindo a talina (que desempenha um 

papel importante para ligar aglomerados de integrina ao citoesqueleto de actina), 

α-actinina (que coneta fibrilas de actina à cauda citoplasmática de recetores 

transmembranares, como integrinas, caderinas e ICAMs) e filamina (que liga 

filamentos de actina em redes ortogonais ou feixes paralelos) (163). Estas proteínas 

servem como âncoras celulares e podem ligar-se à actina ou a outras proteínas, 

possibilitando a ligação da integrina aos filamentos de actina no córtex celular 

(163).  

A ligação das integrinas às proteínas da MEC estimula a formação de complexos 

multiproteicos denominados por adesões focais (AFs) (155), desencadeando sinais 

bioquímicos e mecânicos (164,165). Os sinais mecânicos são mediados por 

componentes das AFs, incluindo talina, vinculina e α-actina, que conectam 

funcionalmente o citoesqueleto de actina e a MEC (41). Os sinais bioquímicos são 

mediados por outros componentes, tais como a cinase de adesão focal (FAK), Src e 

paxilina, que regulam as atividades de várias enzimas, incluindo Rho GTPases (41). 

Distúrbios nesses eventos de sinalização podem resultar em variadas condições 

patológicas, incluindo cancro, distúrbios imunológicos, trombose e distrofia 

muscular esquelética (166–168). 
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1.3.1 Diferenciação de OLs e sinalização mediada por integrinas  

Os OLs são gerados continuamente no cérebro adulto saudável (169). No cérebro 

humano, embora a rotatividade dos OLs seja muito estável, com uma mudança 

anual de 0,3% (170), evidências crescentes sugerem que a mielina é produzida e 

remodelada ao longo da vida e não apenas durante a infância e adolescência (169).  

A diferenciação de OPCs em OLs e a subsequente mielinação dos axónios são passos 

críticos durante o desenvolvimento e regeneração do SNC dos vertebrados (171). 

Este processo abrange vários estágios, através dos quais as células sofrem 

mudanças bioquímicas e morfológicas dramáticas (migração, aumento da 

complexidade morfológica e expressão de padrões de marcadores específicos) 

(172,173). Os eventos moleculares subjacentes à proliferação, sobrevivência, 

diferenciação e maturação de OLs permanecem ainda mal compreendidos, mas o 

conhecimento desses processos é de grande valor para o desenvolvimento de 

terapêuticas para doenças desmielinizantes. A esclerose múltipla é uma doença 

inflamatória do SNC que resulta em deficiências físicas e cognitivas, que tem como 

principais características patológicas a perda de mielina mediada por inflamação 

(desmielinização) e a remielinação incompleta (4). Embora a remielinação ocorra 

nos estágios iniciais da doença, diminui à medida que esta progride, resultando em 

perda axonal e placas cronicamente desmielinizadas (174). As OPCs, células 

responsáveis pela remielinização do SNC (175), estão presentes na maioria das 

lesões características da doença, que em última análise, não conseguem diferenciar-

se em OLs mielinizantes maduros, conduzindo a falhas na remielinação (176,177). 

As OPCs são células altamente proliferativas, móveis e bipolares que expressam 

níveis elevados de gangliósidos reconhecidos pelo anticorpo A2B5, o receptor alfa 

do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFαR) e o proteoglicano 

antigénio neural/gial 2 (NG2) (169). À medida que as OPCs amadurecem, formam 

OLs mielinizantes maduros que expressam proteínas específicas, incluindo 

proteína básica de mielina (MBP) (178). Após se tornarem células adultas começam 

a estender uma rede complexa de processos com o objetivo de contactar múltiplos 

axónios (4). Uma vez que o contacto axoglial é estabelecido, os OLs produzem 
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grandes quantidades de membrana especializada (mielina) (4). Os estágios finais da 

mielinização envolvem a expulsão do citoplasma da membrana para formar a 

mielina compacta (4). A interação funcional entre as integrinas expressas por OLs e 

a laminina expressa na superfície celular dos neurónios é essencial para a 

mielinização adequada (4).  

Durante o desenvolvimento, a expressão de integrinas é regulada não só pelo 

programa de desenvolvimento genético, mas também é afetada por componentes 

da MEC (4). Diferentes tipos de células expressam conjuntos distintos de integrinas, 

dependendo da sua linhagem e estágio de diferenciação. 

As células oligodendriais são conhecidas por expressar in vitro um reportório 

limitado de integrinas, incluindo a α6β1 e quatro membros da subfamília αv (αvβ1, 

αvβ3, αvβ5 e αvβ8) (Figura 5). In vivo, o padrão de expressão de cada uma destas 

integrinas parece ser regulado pelo desenvolvimento, sugerindo que cada integrina 

desempenha um papel vital durante a fase do desenvolvimento de OLs em que é 

expressa (179,180). Estudos recentes in vitro mostraram que a integrina αvβ1 

parece desempenhar um papel essencial no apoio à migração de OPCs (181), um 

papel consistente com seu padrão de expressão no qual os níveis de integrina αvβ1 

são diminuidos coincidentemente com a perda da fenótipo migratório. A 

sobreexpressão de αvβ3 aparenta estimular a proliferação celular e inibir a 

diferenciação, enquanto o bloqueio do anticorpo αvβ5 resulta na inibição da 

extensão de processos (179), sugerindo um possível papel para esta integrina 

durante a diferenciação (182). Pelo contrário, os níveis de integrina αvβ3 

demonstraram ser sobreexpressos antes da expressão da integrina αvβ5 e 

rapidamente subexpressos coincidentemente com o início da diferenciação final, 

sugerindo que a integrina αvβ3 pode desempenhar um papel importante nas 

células que estão a perder o potencial migratório e se preparam para suprimir o 

ciclo celular e iniciar a diferenciação. 
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Por fim, a α6β1 tem vindo a ser descrita como uma integrina essencial para a 

mielinização através da interação com LM-211 (6). Dos vários recetores de 

integrina expressos por OLs, a integrina α6β1 é o único complexo conhecido que 

liga à LM-211 (155,179). A subunidade β1 deste recetor parece ser especialmente 

importante para a maturação de OLs, uma vez que é responsável pela transmissão 

dos sinais da MEC para as proteínas de sinalização a jusante, que em última 

instância, afetam o desenvolvimento dos OLs (4). As integrinas ativadas recrutam e 

ativam proteínas cinase da famia Src (SFK). As SFKs são tirosina cinases não 

recetoras que integram sinais externos recebidos por meio de integrinas e 

recetores do fator de crescimento (140). Uma dessas, a Lyn, é expressa na linhagem 

oligodendroglial. Outra delas, a Fyn, é expressa no cérebro (neurónios e células 

gliais) e o pico da sua atividade, durante o desenvolvimento, está correlacionado 

com a mielinização. Sabe-se ainda, que esta cinase está envolvida no processo de 

diferenciação de OLs (8). 

No estágio de OPCs, a cinase Lyn está associada ao complexo PDGFαR-integrina 

αvβ3. A ativação de integrina αVβ3 promove a fosforilação da Lyn e a sua 

subsequente ativação (8), conduzindo à ativação das vias de sinalização que 

promovem a proliferação (Figura 6- 1). A Fyn é mantida no estado inativo pela 

fosforilação da Csk, uma cinase que regula negativamente a função das SFKs. No 

entanto, uma vez estabelecido o contacto axonal, a interação da integrina α6β1 com 

Figura 5| Representação da expressão dos recetores de integrina ao longo do desenvolvimento de OLs. 
Adaptado de (O’Meara et al., 2011) (19). 
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a LM-211 induz a dissociação da Lyn do complexo integrina-fator de crescimento e 

a desregulação da Csk, resultando na ativação da Fyn. O complexo Fyn-α6β1 pode 

acionar a sinalização PI3K (fosfatidilinositol-3-cinase) e MAPK (cinase ativada por 

mitogénio), dependendo da ligação com recetores PDGFαR ou ErBb2/4 e promover 

a sobrevivência, diferenciação de OLs e formação de mielina (Figura 6- 2) (8). 

Figura 6| Alternância entre proliferação e diferenciação em OLs e sinalização mediada por integrinas. 
Adaptado de (Colognato et al. 2004) (8). 

 

A Fyn desempenha um papel importante no processo de mielinização do SNC e a 

sua ausência conduz a uma redução dos níveis da proteína MBP e leva à 

hipomielinização (143). Além disso, a Fyn participa ativamente na regulação da 

forma celular, através da modulação de GTPases da família Rho (RhoA, Rac1 e 

Cdc42) que regulam a polimerização da actina e, assim, controla a estrutura e a 

forma do citoesqueleto (183).  

As GTPases da família Rho agem como interruptores moleculares por meio de ciclos 

entre estados ligados a guanosina trifosfato- GTP- (on- forma ativa) e ligados a 

guanosina difosfato- GDP- (off- forma inativa). Os fatores de troca de nucleótidos 

de guanina (GEFs) estimulam a troca do PIB pelo GTP para gerar a forma ativa, 

enquanto que as proteínas ativadoras de GTPase (GAPs) promovem a hidrólise do 

GTP para o GDP (Figura 7).  
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Figura 7| Ciclo de ativação de Rho-GTPase. Os inibidores da dissociação do Rho-GDP (Rho-GDIs) sequestram 
no citoplasma as Rho-GTPases (Rho) inativas, ligadas a GDP. Quando libertadas dos RhoGDIs, as Rho-GTPases 
são direcionadas para a membrana plasmática, onde o seu ciclo de ativação é regulado por GEFs que promovem 
a transição de GDP para GTP e a ativação das Rho-GTPases. A inativação das Rho-GTPases é mediada por GAPs 
que promovem a hidrólise do GTP para o GDP. Adaptado de (Huveneers et al. 2009) (184). 

 

Desta forma, as GTPases da família Rho desempenham um papel essencial no 

controlo da morfologia celular (Figura 8). A ativação da Fyn leva à ativação da 

Cdc42-Rac1, conduzindo à formação de filopodia e lamellipodia, respetivamente. 

Ao mesmo tempo, a fosforilação de p190 pela Fyn promove um aumento da 

atividade de p190RhoGAP, levando a uma inibição dos níveis de RhoA-GTP, 

suprimindo a contratibilidade da actomiosina e aumento da actina. Em conjunto, a 

ativação da Fyn conduz à diferenciação de OLs (185).  

Figura 8| Sinalização Fyn e regulação da forma celular. Adaptado de (Huveneers et al. 2009) (184). 
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A diferenciação de OLs é modulada não só por fatores solúveis (GFs e hormonas), 

bem como, por fatores insolúveis (proteínas da MEC) e outros elementos do 

microambiente (172). Desta forma, o desenvolvimento de OLs e a mielinização dos 

axónios são processos altamente regulados e controlados por uma série de 

mecanismos que incluem ligandos de superfície axonal, moléculas secretadas e 

atividade axonal (Figura 9) (186).  

A sinalização através da via Wnt/β-catenina é um regulador chave no 

desenvolvimento de OLs (186). Tanto a atividade da β-catenina, como a expressão 

de Tcf4/Tcf712 (fatores de transcrição que medeiam os efeitos transcricionais) 

parecem ser necessários à diferenciação (186).  

Também a expressão de vários outros fatores de transcrição são necessários à 

diferenciação de OLs (Figura 9), incluindo Olig2 (que regula a especificação inicial 

da linhagem de OLs) (186), Olig1 e outros a jusante, como Ascl1, Nkx2.2, Sox10, YY1 

e Tcf4 (que regulam a geração de OLs pós-mitóticos maduros) (187). Todos estes 

estão presentes quer em OPCs, quer em OLs pós-mitóticos, com exceção de Tcf4, 

que é expresso transitoriamente durante a diferenciação (188,189).  

Vários genes específicos de OLs também têm prováveis papéis na regulação do 

processo de mielinização (190–192), incluindo MRF (fator regulador de genes de 

mielina) expresso no SNC somente por OLs pós-mitóticos (191). Por outro lado, a 

diferenciação de OLs também é regulada ao nível da remodelação da cromatina por 

HDACs (histonas desacetilases) (193) que promovem a diferenciação de OLs através 

da inibição da expressão de genes e vias de sinalização que, de outra forma, agiam 

para bloquear a diferenciação (186). Estes, incluem a inibição mediada por HDACs 

da via Wnt/β-catenina (189) e a atuação de HDACs em conjunto com o fator de 

transcrição YY1 para inibir a expressão de fatores como Id4 e Tcf4 (194). 

O controlo pós-transcricional da expressão genética por microRNAs também 

desempenha um papel fundamental no controlo da mielinização (186). Vários 

microRNAs são induzidos simultaneamente à diferenciação de OLs 

(nomeadamente, miR-219 e miR-338) (186) e que têm como alvo genes que atuam 
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de forma a manter as OPCs no estado indiferenciado (PDGFRα, Sox6 e Hes5) 

(195,196). Estes microRNAs, inibem a expressão de genes que promovem a 

manutenção de OPCs, conduzindo à inibição da proliferação, promovendo assim a 

diferenciação (186).  

 

1.4 Mecanotransdução, mecanosensores e sinalização celular 

Além da composição, as propriedades físicas da MEC, incluindo a rigidez, 

elasticidade e topografia, são características específicas de cada tecido que 

surgiram recentemente como determinantes adicionais de respostas celulares à 

MEC (197). Sabe-se que as células são minuciosamente sensíveis aos sinais 

biofísicos codificados dentro dos componentes do microambiente do tecido, em 

particular da MEC (198). Grandes progressos têm sido feitos no que refere à 

compreensão do papel das propriedades físicas e químicas da MEC na resposta 

celular, manutenção do tecido, regeneração e doença (199), no entanto, as 

interações célula-MEC não são apenas influenciadas pela composição química e 

organização estrutural da MEC, mas também pelas suas propriedades mecânicas 

(200). A capacidade das células perceberem e responderem a esses estímulos 

mecânicos é crítica para inúmeros processos biológicos, incluindo embriogénese 

(201,202), desenvolvimento (201,202) e homeostase dos tecidos (203,204).  

Figura 9| Esquema da linhagem oligodendrocítica mostrando alguns dos fatores intrínsecos e 
extrínsecos que influenciam a diferenciação de OLs e a mielinização de axónios. A diferenciação de OLs 
requer a integração de múltiplos sinais extracelulares através da coordenação de múltiplas vias de 
sinalizaçãos. Adaptado de (Emery, 2010)  (192). 
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Basicamente, todos os organismos desde bactérias aos humanos são 

mecanosensíveis (205). Estímulos mecânicos extracelulares, incluindo rigidez do 

substrato (206,207), restrições geométricas que impõem a forma celular (208) e 

elementos micro ou nano-topográficos do ambiente extracelular (209,210) são 

interpretados pelas células residentes e transmitidos através dos constituintes da 

MEC, estruturas intracelulares e dos seus recetores (200). A deteção de forças 

externas ou propriedades biomecânicas e a transdução desta informação 

desencadeia uma resposta de sinalização intracelular específica (211), que fornece 

um meio simples pelo qual as células e os organismos podem garantir a estabilidade 

estrutural, bem como, regular os movimentos morfogenéticos para gerar 

estruturas tridimensionais (3D) precisas (205).  

A capacidade das células interpretarem os sinais mecânicos requer o contato direto 

do mecanosensor (estrutura capaz de detetar alterações numa variedade de forças 

externas ou internas) com o espaço extracelular, ou a sua capacidade de detetar 

mudanças num meio interferente (212). Os mecanosensores existem em 

praticamente todos os tipos de células e constituem um grupo de recetores 

específicos que respondem à força externa com mudanças conformacionais. Podem 

ser proteínas, cílios primários ou estruturas celulares compósitas que interagem 

com proteínas celulares, alteram a composição dos lipídios da membrana ou 

interagem com componentes da MEC ou citoesqueleto (212). Quando um estímulo 

mecânico é recebido, o sinal é amplificado e propagado através de uma série de 

reações bioquímicas dependentes da força, por meio do qual as vias de sinalização 

intracelular são sequencialmente ativadas através da mecanotransdução (Figura 

10) (197,213). Por exemplo, em resposta à tensão elevada nos contatos focais (que 

subsequentemente amadurecem, formando AFs), ocorrem aumentos no 

agrupamento de integrinas e fosforilação da cinase FAK, iniciando uma cascata de 

eventos de sinalização que inclui a ativação de GTPases da família Rho, como RhoA, 

que estimula a remodelação da actina, induz a fosforilação proteica para promover 

a sobrevivência celular e altera os níveis e a atividade dos fatores de transcrição 

para regular a expressão genética (214). Outra via de sinalização dependente de 

integrinas que é ativada em resposta à força mecânica é a via MAPK-ERK (cinase 
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regulada por fatores extracelulares), que parece estar implicada em vários tipos de 

cancro e regula a proliferação e diferenciação celular, influenciando o 

desenvolvimento dos tecidos (215,216). 

 

Figura 10| Mecanotransdução. As células interagem com a MEC através da adesão mediada por integrinas, 
permitindo às células sentir as propriedades mecânicas da MEC e convertê-las em sinais bioquímicos que, por 
sua vez, iniciam uma cascata de vias de sinalização que, em última instâcia, afeta a organização do citoesqueleto, 
a expressão genética e, eventualmente, as funções celulares. Adaptado de (Seetharaman e Etienne-Manneville, 
2018) (197). 

 

No citoplasma, a transmissão da força é mediada pelo citoesqueleto, uma estrutura 

celular altamente dinâmica composta por filamentos de actina (6 nm de diâmetro), 

filamentos intermédios (10 nm) e microtúbulos (23 nm) (217). Estes três elementos 

consistem em múltiplos monómeros capazes de abranger grandes distâncias 

dentro da célula (217). As tubulinas polimerizam formando cilindros ocos 

(microtúbulos) e fornecem uma estrutura para as proteínas motoras (cinesinas e 

dineínas) que viajam entre diferentes compartimentos celulares (218). Monómeros 

de vimentina, queratina e laminina formam filamentos intermédios que conectam 

o núcleo com o retículo endoplasmático, a mitocôndria e o aparelho de Golgi, 

proporcionando integridade estrutural à célula (217). Os monómeros de actina 

reúnem-se em actina filamentosa (F-actina) e juntamente com os filamentos de 

miosina, formam o aparelho contrátil do citoesqueleto (217). Na membrana celular, 

esses filamentos ancoram com conjuntos de proteínas, conhecidas por AFs (Figura 

11 A). Estes complexos multiproteicos transmembranares fornecem a ligação 
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mecânica entre o citoesqueleto de actina e a MEC (214) via recetores de integrina 

(219).  

A formação das AFs é iniciada por heterodímeros de integrina ativados que se ligam 

à MEC através dos seus domínios extracelulares, conectados ao citoesqueleto de 

actina intracelular através de uma multiplicidade de proteínas de sinalização 

(Figura 11 A) (219). A ligação das integrinas à MEC resulta no recrutamento e 

agrupamento de outras proteínas (Figura 11 B) (220). A montagem e maturação das 

AFs envolve múltiplas interações moleculares, governadas por forças internas e 

externas (221–223). 

 

Figura 11| Forma e função das AFs. (A) Esquema de uma célula que experimenta forças tangenciais causadas 
pelo fluxo de fluidos e compressão e tensão entre o citoesqueleto interno da célula e a MEC subjacente. Essas 
forças são transmitidas entre a célula e a MEC nas AFs. (B) Reprodução ampliada de uma AF. Após o 
acoplamento inicial de integrinas e sua ligação com a MEC, um dímero de talina (proteína adaptadora) liga-se 
às caudas citoplasmáticas das integrinas, impulsionando o recrutamento de outras proteínas. Este processo é 
seguido pelo recrutamento de componentes adicionais mecanossensíveis, incluindo FAK e p130Cas que 
participam na regulação das AFs. Adaptado de (Haase et al., 2014) (220). 
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A aplicação de uma força externa pode influenciar diretamente a forma, tamanho e 

composição das AFs demonstrando assim uma correlação direta entre a força e a 

geração de sinais bioquímicos (224). As proteínas inseridas nas AFs (Figura 12), 

incluindo as próprias integrinas (225) e outras proteínas, como talina (226) e 

p130Cas (227), sofrem alterações conformacionais em resposta à força aplicada 

(214). Essas alterações conformacionais dependentes da força podem estabilizar as 

interações proteína-proteína, ou podem desembaraçar a molécula e revelar locais 

de ligação, como no caso da talina (214). A talina sofre um desdobramento 

dependente da força, que resulta na exposição de locais de ligação à vinculina 

(226,228), inacessíveis de outra forma, resultando num aumento no agrupamento 

das integrinas e a nucleação das proteínas adaptadoras, o que facilita a ligação 

célula-substrato (214). Da mesma forma, a FN também se pode desdobrar em 

resposta ao stresse mecânico, revelando locais de ligação que reforçam as adesões 

de integrina e promovem a montagem do conjunto de AFs (216). Essas proteínas 

adaptadoras provavelmente modulam a sinalização externa em cooperação com as 

integrinas (212). 

Para além das proteínas referidas, outras como a α-actinina, são recrutadas para as 

AFs, permitindo a ligação do citosqueleto de actina (229). Outras proteínas 

associadas referidas anteriormente, como FAK e SFKs, regulam as GTPases da 

família Rho, controlando a dinâmica do citoesqueleto, a disseminação celular e a 

contratibilidade (184).  
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Figura 12| Ativação de diversas vias de sinalização por integrinas. As integrinas agrupam-se e 
desempenham um papel importante na formação do complexo macromolecular que medeia os processos a 
jusante, incluindo a montagem do citoesqueleto de actina e ativação das vias de sinalização:  Src-FAK, Ras-MEK-
MAPK e Akt/PI3K. Adaptado de (Srichai e Zent, 2010) (151) . 

1.4.1  Mecanobiologia das células  

O rápido crescimento do campo da mecanobiologia tem permitido investigar a 

influência das forças mecânicas nos processos celulares e moleculares (230). As 

motivações primárias deste campo são a descoberta dos mecanismos que 

permitem às células detetar, transduzir, responder e exercer estímulos mecânicos, 

bem como caracterizar as propriedades mecânicas das moléculas e células (230).  

Entender a dinâmica célula-MEC e as interações célula-célula e a sua relação 

funcional na regulação de diversas funções das células aderentes será um objetivo 

a longo prazo para a investigação na área da mecanobiologia. 
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1.4.1.1 Rigidez do substrato e comportamento celular 

A rigidez da MEC é cada vez mais reconhecida como um importante mediador do 

comportamento celular (231), uma vez que parece exercer um papel importante na 

regulação da sinalização celular, com efeitos sobre crescimento, sobrevivência e 

mobilidade (231).  

Grandes esforços foram dedicados a reproduzir in vitro os microambientes 

propícios a vários tipos celulares, de forma a controlar e direcionar o 

comprometimento das células. Todavia, durante muito tempo, foi dada pouca 

atenção ao papel dos atributos mecânicos do substrato na organização de células e 

tecidos (232). Substratos de vidro ou plástico são comumente usados para a cultura 

celular padrão 2D (bidimensional) in vitro, com rigidez na gama do gigapascal 

(GPa). Com o desenvolvimento de substratos biomiméticos de rigidez ajustável 

(mimetizando os tecidos nativos), novos dados continuam a revelar detalhes cada 

vez mais inspiradores sobre o microambiente mecânico, especialmente a rigidez, 

que afeta profundamente o comprometimento celular (233). 

A rigidez dos materiais é medida pela relação entre as forças aplicadas e a 

deformação resultante de um material. Num contexto biológico, rigidez ou 

elasticidade são referidas como módulo de Young ou elástico (E), referente à 

quantidade de força por unidade de área necessária para deformar o material por 

uma dada quantidade fracional sem qualquer deformação permanente (E alto 

corresponde a alta rigidez e baixa deformabilidade), isto é, descreve a sua 

resistência (ou tendência) a deformar em resposta ao stresse mecânico (230).  

Para o módulo elástico a força é aplicada perpendicularmente à superfície do 

material, enquanto que para o módulo de cisalhamento (G) a força é aplicada 

paralelamente à superfície (Figura 13) (234). Como a tensão é um valor 

adimensional, as unidades de rigidez são força por área, sendo a unidade SI o Pascal 

(234). E e G estão relacionados pela seguinte função: E = 2G (1+ ν), onde ν é a razão 

de Poisson.  
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Figura 13| O módulo da rigidez. O stresse é a quantidade de força aplicada por área (F/A) e a deformação é 
o deslocamento na direção da força aplicada em relação ao comprimento inicial (Δx/L ou ΔL/L). Ambos os 
módulos elástico (E) e de cisalhamento (G) representam a proporção de stresse sobre a tensão, no entanto, há 
uma diferença na direção da força aplicada. Adaptado de (Moore et al., 2010) (234). 

 

Dependendo das funções específicas e da localização no corpo, os tecidos exibem 

diferentes graus de rigidez que variam 0,1 a 30000000 kPa. Diversos estudos 

apontam para uma rigidez de 0,1- 10 kPa para cérebro, 10-100 kPa para músculo, 

100-1000 kPa para tecido conectivo e artérias e 15000000-30000000 kPa para 

osso (Tabela 5) (234). Comparando estes valores com a rigidez de substratos de 

plástico ou vidro comumente utilizados para cultura celular, fica claro que a maioria 

das células em cultura está num ambiente mecânico não fisiológico (231).  

Tabela 5| Módulo de elasticidade/rigidez (E) dos diferentes tecidos dos mamíferos. Adaptado de (Moore 
et al., 2010) (234). 

 

Os tecidos são viscoelásticos, demonstrando algumas propriedades de um sólido 

elástico e algumas de um líquido viscoso (231). À medida que uma célula adere ao 

substrato, puxa-o através do seu citoesqueleto de actina-miosina, deteta a 

resistência e, por sua vez, responde a esta resistência através do citoesqueleto. 

Muitas dessas respostas são não-lineares, de modo que pequenas alterações na 

rigidez da matriz podem resultar em mudanças dramáticas no fenótipo celular 

Tecido/célula Rigidez/Módulo de elasticidade (kPa) 

Cérebro 0,1-10 

Músculo 12-100 

Gordura 20 

Artérias 100-3800 

Osso 17100000-28900000 
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(235). Embora a rigidez ideal da matriz varie entre diferentes tipos de células, 

geralmente, as células em substratos mais rígidos têm maiores AFs, acompanhadas 

por fibras de stresse de actina aumentadas, maiores forças de tração e maior área 

de disseminação, conduzindo a citoesqueletos mais rígidos e organizados e AFs 

mais estáveis (Figura 14) (235).Estas células são proliferativas, com um fenótipo 

distendido e aumento do número de ligações de integrina-MEC (Figura 14). Por 

outro lado, células em matrizes menos rígidas são arredondadas e minimamente 

adesivas e o crescimento é lento (ou minimamente proliferativo) e propenso à 

apoptose (Figura 14) (231).   

Figura 14| Efeitos da mecânica da matriz no comportamento celular. Adaptado de (Wells, 2008) (231). 

 

Assim, as propriedades mecânicas dos tecidos não são apenas importantes para a 

manutenção da sua integridade, mas também para regular a função celular e, 

qualquer alteração poderá conduzir à disfunção celular e progressão de doença. 

Estratégias de medicina regenerativa bem sucedidas devem considerar o ambiente 

mecânico nativo, para que sejam capazes de provocar uma resposta celular 

favorável e integrá-la à estrutura nativa do tecido (236).  
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1.4.1.2  Modulação da diferenciação de OLs por mecanotransdução 

Embora grandes progressos tenham sido feitos nos últimos anos, muitos aspetos 

da mecanotransdução continuam por desvendar. Além disso, o papel deste tipo de 

sinalização ainda é bastante inexplorado em muitos tipos celulares, nomeadamente 

em OLs, dado que a maioria dos estudos de mielinização se centra na regulação 

bioquímica (incluindo os aspetos bioquímicos do contato axónio-OL) e o papel das 

características mecânicas na diferenciação e mielinização de OLs permanece pouco 

estudado (171).  

Em 2009 surgiu a hipótese de que as propriedades biofísicas do ambiente 

extracelular também desempenham papéis importantes durante o 

desenvolvimento de OLs (237,238) e desde então, vários avanços foram feitos. A 

mecanobiologia de OLs emergiu como um campo vibrante com implicações 

importantes para estudos translacionais nas áreas da biologia dos OLs e distúrbios 

desmielinizantes (172). Um número crescente de estudos tem sido publicado, 

demonstrando o efeito das propriedades biofísicas do meio extracelular sobre a 

diferenciação de OLs e a importância da rigidez e topografia da MEC, forças de 

tensão e restrições espaciais (172). Jagielska et al., 2012, demonstraram que a 

diferenciação de OLs in vitro se correlaciona com a rigidez mecânica dos substratos 

subjacentes (239). No entanto, nesses estudos, a poli-D-lisina (PDL) (que não é 

proteína constituinte da MEC mas sim um polipéptido sintético de lisina) foi usada 

para promover a adesão celular, e portanto, o papel das proteínas da MEC e o 

envolvimento das integrinas não foram abordados diretamente. No artigo Lourenço 

et al., 2016, o nosso laboratório procurou esclarecer a importância da combinação 

de substratos sintéticos com proteínas de MEC durante a diferenciação de OLs 

(240). Aí foi demonstrado que a manutenção do estado progenitor de OPCs é 

favorecida por substratos com rigidez semelhante à dos tecidos cerebrais de ratos 

(241) (∼6,5 kPa) funcionalizados com FN (conhecida por favorecer o estado 

progenitor de OLs (8)) e que a diferenciação de OPCs é aumentada quando cultivada 

em substratos com a mesma rigidez, mas funcionalizada com LM-211/MN (descrita 

como promotora da diferenciação de OPCs em OLs maduros (6)). Desde então, 

estudos baseados na moduladação da diferenciação de OLs utilizando substratos 
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que mimetizam a rigidez do tecido cerebral em combinação com proteínas da MEC, 

têm sido realizados com LM-211/MN e/ou PDL.  

Apesar das preparações comerciais de MN humana serem muito usadas em estudos 

funcionais, as suas propriedades moleculares permanecem ainda pouco 

conhecidas. Um estudo realizado por Wondimu et al., 2006, que objetivou a 

caracterização de várias preparações comerciais de laminina isolada de placenta 

humana e comparação com proteínas recombinantes, demonstrou que diferentes 

preparações de laminina isoladas diferiam na sua composição molecular, 

consistindo em proteínas altamente fragmentadas, uma mistura de isoformas de 

laminina e/ou contaminação com proteínas da MEC, como a FN (242). Também 

diferentes lotes da mesma preparação diferiram entre si, refletindo 

heterogeneidade molecular (242). Os autores sugerem até, que estudos 

anteriormente obtidos usando estas preparações necessitam de ser interpretados 

de forma cuidadosa e podem requerer revisão, e estudos funcionais futuros devem 

recorrer à caracterização molecular das lamininas (242). 

A produção de proteínas recombinantes tem surgido como uma abordagem valiosa 

para estudos funcionais e neste trabalho, procurámos testar a utilização de 

isorformas recombinantes de laminina e verificar o seu efeito na diferenciação de 

OLs. 

1.5 Objetivos 

Com vista à otimização da plataforma de diferenciação de OPCs estabelecida por 

Lourenço et al., 2016, (usando substratos poliméricos elásticos sintéticos (6,5 kPa) 

que mimetizam a rigidez nativa do tecido cerebral e sua funcionalização com 

proteínas da MEC, permitindo estudar o efeito combinado de tais fatores durante a 

diferenciação de OLs) o presente trabalho tem em vista utilização de três trímeros 

recombinantes de laminina (LM-211, LM-411 e LM-521) no processo de 

diferenciação da linha celular oligodendrócito-tipo 2-astrócito (CG-4). As lamininas 

referidas foram descritas na literatura como sendo expressas no SNC (como a LM-

211 e LM-521) e/ou com funções importantes no SNC (como a LM-211, LM-411 e 
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LM-521), envolvidas na regulação de OLs (como a LM-211) ou por interagirem com 

integrinas essenciais à biologia de OLs, incluindo α6β1 e αvβ3, e determinar o seu 

potencial para serem utilizados no futuro em substituição às proteínas humanas 

purificadas tradicionalmente utilizadas (como por exemplo a MN, uma proteína  

purificada, enriquecida em LM-211), que são frequentemente difíceis de obter na 

forma nativa em quantidades suficientes a partir de tecidos ou culturas de células, 

e sem que apresentem contaminação com outras proteínas da MEC (242).  

Embora o mecanismo geral pelo qual a adesão mediada por integrinas participa nas 

respostas mecânicas celulares seja conhecido, os mecanismos moleculares por 

detrás dos distintos papéis de cada subtipo de integrina na regulação da rigidez, 

geração de força de tração, organização do citoesqueleto e adesão, sinalização 

celular e mecanotransdução permanecem ainda pouco compreendidos. De forma a 

avaliar o papel das integrinas αvβ3 e α6β1 na diferenciação de culturas 

oligodendrocíticas na presença de LM-521 (amplamente descritas na literatura 

como importantes para a proliferação e diferenciação de OPCs, respetivamente) 

procedemos a um ensaio de inibição das subunidades β1 e β3 de integrina, afim de 

perceber o seu efeito na diferenciação da linha celular em estudo. 
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2 Materiais e métodos 

2.1 Cultura de células CG4 

Todos os procedimentos relativos à cultura e manipulação celular foram executados 

em condições estéreis usando uma cabine de biossegurança classe II (câmara de 

fluxo laminar vertical). A linha celular escolhida foi a linha celular CG4, uma linha 

celular de rato que manifesta propriedades bi-potenciais de OLs 2-astrócito (O-2A) 

com potencial para se diferenciarem em OLs e astrócitos do tipo 2 em condições de 

cultura apropriadas (243). Após a retirada das ampolas do azoto líquido (onde 

estavam criopreservadas) e descongelamento, a solução de congelamento ((70% 
Dulbecco's Modified Eagle Medium- DMEM com elevado teor de glicose- 4500 mg/L- 

(Hyclone); 20% soro fetal bovino- FBS (Life Technologies); 10% dimetilsulfóxido-

DMSO)) contendo as células foi pipetada para um falcon, ao qual foi adicionado 

lentamente meio de recuperação suplementado com soro ((DMEM com elevado teor 

de glicose- 4500 mg/L- (Hyclone), 5% (v/v) de FBS (Life Technologies), piruvato de 

sódio (2 mM) (Sigma-Aldrich), insulina humana (5 µg/mL) (Sigma-Aldrich), 

penicilina (10 U/mL) (Life Technologies), estreptomicina (10 μg/mL) (Life 

Technologies) e anfotericina B (2,5 μg/mL) (Life Technologies)). As células, 

juntamente com o meio de recuperação foram centrifugadas a 201g, ressuspendidas 

em meio de recuperação e colocadas em placas de poliestireno de cultura de tecidos 

(TCPs) de 55 cm2 (Corning-Costar), previamente revestidas com PDL (100 μg/mL) 

(Sigma-Aldrich) e colocadas numa incubadora a 37°C, com 5% de dióxido de 

carbono (CO2), 95% de ar e 95% de humidade, onde foram mantidas em cultura. 

Posteriormente à adesão celular (sensivelmente 30 minutos após a adição do meio 

de recuperação), o meio de recuperação foi substuído por meio de proliferação 

(DMEM com alto teor de glucose, suplementado com apo-transferrina (50 μg/ml), 

biotina (9,8 ng/ml), selénio (40 ng/ml) (todos os suplementos de Sigma-Aldrich), 

30% de meio condicionado de linha celular B104, penicilina (10 U/ml), 

estreptomicina (10 µg/ml) e anfotericina B (2,5 μg/ml)). As células foram mantidas 

na incubadora de CO2 a 37°C até atingirem a confluência. 
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2.2 Expansão da cultura celular  

Atingida a sub-confluência da placa, as células foram sujeitas a passagem celular 

para uma nova placa. As placas contendo a cultura celular foram lavadas três vezes 

com solução de Pucks (80 g/L de cloreto de sódio, 4 g/L cloreto de potássio, 0,6 g/L 

de dihidrogenofosfato de potássio, 0,9 g/L heptahidrato dibásico de fosfato de sódio 

e 10 g/L de D-glucose) (pH=7,4), seguidas de dissociação e desprendimento através 

da incubação por um período de 5 minutos a 37°C numa solução a 5% (v/v) de 

0,05% tripsina-EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético (Life Technologies)). A 

tripsina foi inativada pela adição de 10× o volume de meio de recuperação e as 

células foram centrifugadas a 201g durante 5 minutos à temperatura ambiente, re-

suspendidas, contadas e semeadas em meio de recuperação, em TCPs previamente 

revestidas com PDL (100 μg/mL). As células foram colocadas a aderir durante 30 

minutos na incubadora a 37°C, com 5% CO2, 95% de ar e 95% de humidade. Após a 

adesão celular, o meio de recuperação foi substituído por meio de proliferação. As 

células foram mantidas numa incubadora tal como indicado anteriormente até 

atingirem a sub-confluência, repetindo-se o procedimento. 

2.3 Cultura de células B104 e preparação de meio condicionado 

As células de neuroblastoma B104 foram descongeladas e mantidas em meio de 

proliferação de B104 (DMEM/F12 (Life Technologies), suplementado com FBS a 

10% (v/v), penicilina (10 U/mL), estreptomicina (10 μg/mL) e anfotericina B (2,5 

μg/mL)), a 37°C, com 5% CO2, 95% de ar e 95% de humidade. Para obter o meio 

condicionado, as células foram previamente semeadas a uma densidade de 15000 

células/cm2 em meio de proliferação durante 24h. Em seguida, as células foram 

lavadas três vezes com solução de Pucks e o meio foi substituído por meio definido, 

composto por DMEM/F12 (1:1) suplementado com holo-transferrina (10 μg/mL), 

selénio (5 ng/mL), putrescina (16 μg/mL), progesterona (6,3 ng/mL)- todos da 

Sigma–Aldrich- e penicilina (10 U/mL), estreptomicina (10 μg/mL) e anfotericina B 

(2,5 μg/mL). Três dias depois, o meio condicionado foi recolhido e adicionou-se 

fenilmetilsulfonilflúor (PMSF) (1 μg/mL). Em seguida, o meio foi centrifugado a 
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201g a 4° C durante 10 minutos e o sobrenadante foi filtrado (filtro de 0,22 μm) e 

armazenado a -20°C. 

2.4 Hidrogéis de poliacrilamida 

Os hidrogéis de poliacrilamida foram preparados usando um protocolo baseado em 

Lourenço et al., 2016 (240). Os hidrogéis de poliacrilamida foram montados sobre 

lamelas de vidro reativas (15 x 15 mm, exceto para o ensaio de bloqueio de 

integrinas em que os géis foram polimerizados sobre lamelas redondas de 12 mm 

de diâmetro) permitindo o estabelecimento de ligações covalentes entre o hidrogel 

e o vidro (244). As lamelas de vidro foram “ativadas” pelo tratamento com uma 

solução (v/v) de 3-(trimetoxisilil)propilmetacrilato diluído em etanol absoluto 

1:200, suplementado com 3% (v/v) de ácido acético (diluído 1:10 em água Milli-Q - 

H2O mQ). Esta solução foi colocada a reagir por 3 minutos sobre as lamelas limpas e 

estéreis, seguindo-se uma lavagem com etanol absoluto e secagem (no interior da 

câmara de fluxo laminar de cultura de tecidos). 

Os componentes necessários à formulação dos hidrogéis foram adicionados a um 

falcon estéril: água desionizada estéril, 40% de acrilamida (Bio-Rad), 2% de bis-

acrilamida (AppliChem) e tetrametiletilendiamina (TEMED) (0,01% v/v). De 

seguida, o pH da solução foi ajustado para 7,5 por adição de ácido clorídrico (HCl) 

(2 N) e a solução foi desgaseificada (utilizando um sistema a vácuo) durante 30 

minutos. Terminada a desgaseificação, adicionou-se ao falcon contendo acrilamida, 

bisacrilamida e TEMED, 22% (v/v) de uma solução previamente preparada de N-

hidroxisuccinimida- NHS (Santa Cruz Biotechnology) diluída em tolueno (20 mg 

/mL) (que é incorporada na solução acrilamida para reticular a proteína da MEC ao 

hidrogel) e 0,03% (v/v) de peroxidissulfato de amónio (APS) (catalisador da 

reação). Após a mistura cuidadosa, de forma a evitar a formação de bolhas de ar, a 

solução foi pipetada para um sistema de eletroforese previamente montado, 

composto por espaçadores de 1 mm (Mini-protean III, Bio-Rad). Para a montagem 

do sistema de polimerização, o espaçador e o vidro externo foram previamente 

siliconizados em 5% (v/v) de diclorodimetilsilano (DCDMS) diluído em tolueno 

(para evitar a aderência dos hidrogéis às superfícies), por 5 minutos. As lamelas 
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reativas foram, seguidamente, colocadas sobre o vidro que contém o espaçador 

tratado (com o auxílio de pequenas gotas de água entre as duas superfícies de vidro). 

Após o sistema montado e a solução pipetada, os géis foram deixados por 30 minutos 

a polimerizar à temperatura ambiente. Em seguida, os hidrogéis ligados 

covalentemente às lamelas de vidro, foram removidos do sistema com o auxílio de 

uma lâmina e colocados em placas de Petri, onde foram sujeitos a três lavagens de 5 

minutos em tampão fosfato salino (PBS 1x) (pH 7,4), com suave agitação. 

Seguidamente, foram esterilizados sob luz UV por 30 minutos dentro da câmara de 

fluxo de ar de classe II, assim como todos os procedimentos de preparação dos 

hidrogéis de poliacrilamida, exceto os passos referentes ao tratamento do espaçador 

e vidro externo com DCDMS que foi realizado na hotte. Os géis de poliacrilamida 

foram funcionalizados por adição de 50 µl de solução da proteína desejada diluída 

em PBS 1x à concentração desejada, seguido por incubação a 4°C, durante a noite. 

Por fim, os géis de poliacrilamida foram lavados com PBS 1x e equilibrados em 

DMEM com baixa glicose durante 4h, a 37°C. 

2.5 Tratamento de lamelas de vidro para posterior funcionalização com proteínas 

As lamelas de vidro utilizadas no ensaio de adesão/proliferação celular, foram 

submetidas a um prévio tratamento químico, com a finalidade de permitir criar 

ligações covalentes com o revestimento proteico que se segue, fornecendo uma 

ligação estável entre o substrato e a proteína. Primeiramente, as lamelas de vidro 

(12 mm) foram colocadas numa solução de hidróxido de sódio (NaOH) (Merck) a 1M 

por 30 minutos sob agitação, de forma a criar grupos silanol na superfície do vidro. 

Seguidamente, foram transferidas para uma solução a 10% (v/v) de (3-

aminopropil)trimetoxissilano (APTMS) diluído em etanol a 96% (v/v) onde 

permaneceram sob agitação por 30 minutos, permitindo gerar lamelas de vidro 

“reativas”. Seguiu-se um conjunto de seis lavagens com H2O mQ e, posteriormente, 

as lamelas foram colocadas numa solução a 3% (v/v) de gluteraldeído diluído em 

PBS 1x por 20 minutos sob agitação. Seguiu-se um conjunto de três lavagens com 

H2O mQ e, por fim, foram colocadas em placas de Petri a esterilizar em calor seco 

(no interior da câmara de fluxo laminar de cultura de tecidos). De seguida, foram 
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funcionalizadas com as proteínas de interesse. O procedimento da funcionalização 

das lamelas encontra-se descrito na secção 2.6. 

2.6 Revestimento e funcionalização de lamelas de vidro e géis de poliacrilamida com 

proteínas da MEC 

De forma a revestir as placas de cultura utilizadas na cultura e expansão de células 

(55 cm2), a solução de PDL (peso molecular ≥ 300 000) diluída em PBS 1x (100 

ug/mL) foi colocada a revestir o fundo da placa (cerca de 5 mL) e incubada a 37°C 

durante a noite. De forma a revestir as lamelas de vidro usadas para proliferação 

celular e géis de poliacrilamida usados para diferenciação celular, foram utilizadas 

as proteínas recombinantes LM-211, LM-411 e LM-521 provenientes da BioLamina, 

a FN (isolada do plasma humano), a MN (isolada da placenta humana) e a PDL, 

provenientes da Roche, Chemicon (Millipore) e Sigma-Aldrich, respetivamente. 

As proteínas recombinantes humanas LM-211, LM-411 e LM-521, provenientes da 

BioLamina AB, são proteínas definidas e livres de componentes animais. A sua 

aparência é de uma solução tamponada límpida e incolor, com pH de 7,2 com 10% 

de glicerol e 0,02% de NaN3 (azida de sódio) e a sua concentração de 0,1mg/mL. 

Para o devido revestimento, as proteínas foram diluídas em PBS 1x na concentração 

desejada (5, 10, 15 e/ou 25 ug/mL) e a mistura das mesmas proteínas com PDL foi 

feita de 1:1 (5, 10, 15 e 25 ug/mL de LM-211, Lm 411, LM-521, FN e MN, com 5, 10, 

15 e/ou 25 ug/mL de PDL). 50 µL da solução correspondente foi pipetada para cada 

poço e colocada a incubar a 37°C durante a noite. 

2.7 Sedimentação de células em meio de proliferação e diferenciação 

Para o ensaio de proliferação, as células foram plaqueadas a uma densidade de 

15000 células/cm2 sobre lamelas redondas (12 mm de diâmetro) de vidro 

(previamente tratadas e revestidas com as proteínas de interesse) dispostas em 

placas de 24 poços e mantidas em cultura durante 2 dias em meio de proliferação. 

Para o ensaio de diferenciação, as células foram plaqueadas a uma densidade de 

50000 células/cm2 sobre hidrogéis de poliacrilamida (previamente revestidos com 
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as proteínas de interesse) dispostas em placas de 12 poços. 30 minutos após a 

adesão celular, o meio de recuperação foi substituído por meio de diferenciação 

(DMEM com alto teor de glucose, apo-transferrina (5 µg/mL), biotina (10 ng/mL), 

selénio (5 ng/mL), insulina (5 µg/mL), progesterona (6,3 ng/mL), putrescina (16 

µg/mL), triiodotironina (T3) (30 ng/mL), tiroxina (T4) (40 ng/mL) e FBS a 5% 

(v/v)) e as células permaneceram em meio de diferenciação durante 5 dias, com 

mudança total do meio ao fim de 2 dias.  

Para o ensaio de bloqueio de subunidades de integrina, as células previamente 

expandidas, foram plaqueadas a uma densidade de 50000 células/cm2 sobre 

hidrogéis de poliacrilamida (previamente revestidos com LM-521+PDL (15 

µg/mL)) dispostos em placas de 24 poços. 30 minutos após a adesão celular, seguiu-

se a substituição do meio de recuperação por meio de diferenciação contendo os 

anticorpos de bloqueio anti-β1- CD29 (10 µg/mL) e anti-β3- CD61 (10 µg/mL) e o 

controlo isotípico (10 µg/mL), da Biolegend. Ao fim de 2 dias, o meio foi substituído 

por novo meio contendo os anticorpos diluídos e ao quinto dia de diferenciação 

procedeu-se à fixação das células e imunocitoquímica (2.8). 

2.8 Imunocitoquímica  

O meio foi removido e as células foram lavadas com solução de Pucks. Seguidamente, 

as células foram fixadas por 25 minutos à temperatura ambiente em solução de 

fixação - 4% (v/v) de paraformaldeído (PFA). Seguiu-se uma série de três lavagens 

com PBS 1x. Posteriormente, as células foram permeabilizadas com uma solução de 

PBS-Triton 0,3% (v/v) durante 20 minutos, seguidas de duas lavagens de 5 minutos 

com PBS 1x e uma lavagem de 5 minutos com PBS-Tween 0,1% (v/v). 

Posteriormente, as células foram bloqueadas com 1% (v/v) albumina sérica bovina 

(BSA) em PBS 1x durante 30 minutos. O anticorpo primário (Tabela 6) foi utilizado 

na diluição recomendada pelo fabricante e diluído em solução de bloqueio. O volume 

colocado em contacto com as células foi de 25 µL para as lamelas de vidro e 50 µL 

para os géis de poliacrilamida. Para evitar a evaporação, as lamelas de vidro e/ou 

géis de poliacrilamida foram colocados sob parafilme em recipientes com papel 



Influência de isoformas de Laminina na mecanobiologia de oligodendrócitos | UA 

 46 
 

molhado (atmosfera húmida) hermeticamente fechado. As células foram deixadas 

durante a noite a 4°C em contacto com o anticorpo primário. 

Tabela 6| Informações relativas ao anticorpo primário e respetiva diluição. 

Anticorpo Empresa Breve descrição Espécie Diluição utilizada 

α-MBP Abcam ab7349 Marcador de OLs maduros  rato 1:200 

 

Após duas lavagens de 5 minutos com PBS 1x e uma com PBS-Tween 0,1% (v/v), as 

células foram colocadas durante 1h em contacto com o anticorpo secundário 

(Tabela 7), diluído em solução de bloqueio. 

Tabela 7| Informações relativas ao anticorpo secundário e respetiva diluição. 

Anticorpo Empresa Espécie Diluição utilizada 

α-rat Alexa 568 Molecular Probes - Invitrogen A11077 caprino 1:200 

 

Para a devida marcação dos núcleos, as células foram colocadas em contacto com 

DAPI (200 ng/mL) por 5 minutos, à temperatura ambiente. 

A microscopia de fluorescência foi realizada usando o software AxioVision Release 

4.8 (Zeiss) para aquisição de imagens. O tempo de exposição foi o mesmo para cada 

marcador analisado e para cada experiência independente. 

2.9 Contagem do número de células e quantificação do sinal 

A contagem do número de células, assim como a quantificação do sinal de MBP 

foram realizadas com auxílio do software Image J. Para quantificar o estado de 

diferenciação de OLs entre as condições experimentais, a fluorescência total 

corrigida (CTCF) por célula usando um anticorpo que reconhece o marcador de 

diferenciação, MBP, foi calculada. A CTCF de MBP reflete o estado de diferenciação 

de OLs, tendo em conta (i) a área de coloração do marcador de diferenciação, 

correlacionando com o estado de diferenciação morfológica, e (ii) o valor médio da 

intensidade de fluorescência (MFI), que espelha o nível de expressão da proteína 

marcada por célula. 
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2.10 Análise estatística 

A análise foi feita usando o software GraphPad Prism 7. Os valores representam 

média ± SEM de, pelo menos, três experimentos independentes (* p <0,05; ** p 

<0,01 e *** p <0,001 **** p<0,0001 para diferenças estatisticamente significativas). 
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CAPÍTULO III 
Resultados 
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3 Resultados 

3.1 Efeito de diferentes proteínas de matriz extracelular na adesão de células CG4 

De forma a explorar se proteínas específicas da MEC suportam a adesão e 

proliferação in vitro de uma linha celular de OPCs (células CG4 não diferenciadas), 

investigámos o potencial papel de adesão das células CG4 a lamelas de vidro 

funcionalizadas com as proteínas de interesse. Primeiramente, a população de OPCs 

foi expandida em TCPs, previamente revestidas com PDL. Atingida a sub-

confluência, as células foram plaqueadas à densidade de 15000 células/cm2 em 

lamelas de vidro revestidas com as diferentes proteínas: as proteínas 

recombinantes LM-211, LM-411 e LM-521 (todas a 10 µg/mL), as proteínas 

humanas purificadas MN ou FN (ambas a 10 µg/mL), a mistura de cada uma das 

anteriores com PDL (10/10 µg/mL) e PDL (10 µg/mL) como controlo. A adesão 

celular foi avaliada após 2 dias em meio de proliferação através da marcação dos 

núcleos com DAPI e contagem dos mesmos com o software Image J. 

Os resultados referentes à proliferação celular (Figura 15) demonstraram que, do 

ponto de vista estatístico, substratos funcionalizados com LM-521 (p <0,05), 

MN+PDL (p <0,05), FN+PDL (p <0,01) e FN (p <0,05) proporcionaram às células 

boa capacidade de aderir e proliferar. Também substratos funcionalizados com PDL 

e LM-521+PDL demonstraram fornecer essa capacidade, no entanto, não foi 

estatisticamente significativa. Por outro lado, substratos revestidos pelas proteínas 

LM-211 (p <0,001), LM-411, LM-411+PDL e MN não forneceram essa capacidade.  

Os resultados sugerem ainda, que o efeito proliferativo observado em substratos 

funcionalizados com a combinação de proteínas LM-211+PDL, parece ter a ver com 

a presença de PDL e não de LM-211, dado que esta última, quando utilizada 

isoladamente, não forneceu às células a capacidade de aderir e quando utilizada em 

combinação com PDL demonstrou exibir um comportamento semelhante a esta, em 

termos de número final de células aderentes. Adicinalmente, observou-se uma 

tendência para que a MN, comumente denominada por LM-211, funcione melhor 

em termos de adesão celular que a proteína recombinante LM-211. 
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Em conjunto, os nossos dados referentes à adesão das células CG4 em condições 

standard demonstraram que as várias proteínas testadas têm diferentes efeitos no 

processo de adesão celular, indicando que são funcionalmente distintas. De todo o 

conjunto de proteínas testadas, a PDL, a LM-211+PDL, a LM-521+PDL, a LM-521, a 

MN+PDL, a FN+PDL e a FN demonstram fornecer às células boa capacidade de 

aderir e proliferar. Das três isoformas de lamininas recombinantes testadas, a LM-

521 demonstrou fornecer muito boa capacidade de aderência às células, mesmo na 

ausência de PDL, a qual suscitou de imediato o nosso interesse.  

 

Figura 15| Representação ilustrativa e gráfica do efeito de diferentes proteínas de MEC na aderência de 
células CG4. (A) Imagens representativas que evidenciam a adesão e/ou proliferação celular obtidas para cada 
proteína e combinação de proteínas, após 2 dias em meio de proliferação. A barra corresponde a 50μm; (B) 
Quantificação do número total de células/cm2 ao fim de 2 dias de proliferação; (C) Quantificação referente ao 
rácio do número de células final/inicial. As células foram cultivadas e mantidas durante 2 dias em meio de 
proliferação em lamelas de vidro funcionalizadas com as diferentes proteínas: LM-211, LM-411, LM-521, MN 
ou FN (todas a 10 µg/mL), substratos mistos de LM-211+PDL, LM-411+PDL, LM-521+PDL, MN+PDL ou 
FN+PDL (todas a 10/10 µg/mL), ou PDL (controlo). Após 2 dias de proliferação, as células foram fixadas e 
procedeu-se à marcação dos núcleos com DAPI (azul), aquisição de imagens por software AxioVision 4.8 (Zeiss) 
e contagem dos núcleos utilizando o software Image J. Os resultados referentes à quantificação são 
representados por: (B) Média ± erro padrão do número total de células/cm2 ao fim dos 2 dias (n=3). A linha 
preta a tracejado representa o número de células inicial em cada condição (15000/cm2); (C) Média ± erro 
padrão do rácio do número de células final/número de células inicial (n=3). A linha preta a tracejado representa 
o rácio em que o número de células final é igual ao número de células inicial (rácio=1). Significância estatística 
comparando com (B) a densidade inicial de sedimentação (15000/cm2) ou (C) rácio = 1 por One Sample t test 
(*** p <0,001 ** p <0,01 e * p <0,05).   
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3.2 Efeito de diferentes proteínas de matriz extracelular na diferenciação de células 

CG4 

Com vista à otimização da plataforma de diferenciação de OPCs estabelecida por 

Lourenço et al., 2016, procurámos explorar se a utilização de lamininas 

recombinantes (LM-211, LM-411 e LM-521) suporta a diferenciação in vitro da 

linha celular CG-4. Com o objetivo de investigar o efeito dos diferentes substratos 

na diferenciação de células CG4, a população de OPCs foi previamente expandida 

em TCPs, revestidas com PDL. Atingida a sub-confluência, as células foram 

plaqueadas a 50000 células/cm2 em géis de poliacrilamida (6,5 kPa) 

funcionalizados com as diferentes proteínas de interesse: as proteínas 

recombinantes LM-211, LM-411 e LM-521 (todas a 25 µg/mL), as proteínas 

humanas isoladas e purificadas MN ou FN (ambas a 25 µg/mL), a mistura das 

anteriores com PDL (25/25 µg/mL), e PDL (25 µg/mL) como controlo. A 

diferenciação celular foi avaliada após 5 dias em meio de diferenciação com recurso 

à imunocitoquímica com o marcador MBP, marcação dos núcleos com DAPI e 

contagem e quantificação com recurso ao software Image J. 

Os resultados referentes à diferenciação de OLs em diferentes proteínas da MEC 

encontram-se ilustrados nas Figuras 16 e 17 e Figura suplementar 1. Substratos 

funcionalizados com as proteínas LM-211 (p <0,001), MN (p <0,05) e FN (p <0,05) 

apresentaram diferenças estatísticas significativas no número de células/cm2 ao 

final de 5 dias de diferenciação (Figura 16 C), exibindo números de células 

aderentes bastante inferiores ao número inicialmente plaqueado. Logo após 30 

minutos em cultura, verificou-se probreza na aderência das células às proteínas 

LM-211 e MN (Figura 16 A) e, desta forma, ao final de 5 dias de diferenciação, o 

número de células/cm2 existente em substratos funcionalizados com estas 

proteínas foi praticamente nulo, com uma diminuição abrupta do número de 

células final em relação ao número de células plaqueado. Consequentemente, estes 

substratos demonstraram baixo número de células MBP+/cm2 e percentagem de 

MBP+ (Figura 16 D e Figura suplementar 1, respetivamente). Ainda que substratos 

funcionalizados com FN permitissem alguma aderência celular (Figura 16 A), 

demonstraram uma tendência para a diminuição do número de células aderentes 
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até ao quinto dia de diferenciação (Figura 16 C) e, consequentemente, baixo 

número de células MBP+ (Figura 16 D) e percentagem de células MBP+ (Figura 

suplementar 1). Todas as outras proteínas demonstraram uma tendência para 

manter o número de células mais ou menos constante ao longo da diferenciação e 

elevado número de células MBP+/cm2, com exceção da LM-411.  Apesar de na 

ausência de PDL demonstrar uma tendência para a obtenção de elevado número de 

células aderentes (Figura 16 C), esta proteína não demonstrou fornecer estímulos 

à diferenciação celular, apresentando baixo número de células diferenciadas ao fim 

dos 5 dias de diferenciação (Figura 16 D). Já em combinação com PDL, esta proteína 

demonstrou funcionar bem em termos de diferenciação, com uma uma tendência 

para a obtenção de elevado número de células/cm2 (Figura 16 C), bem como 

elevado número de células MBP+ (Figura 16 D).  

Em conjunto, estes resultados demonstraram que as proteínas LM-211, MN e FN, 

quando utilizadas isoladamente, não parecem ser adequadas à diferenciação de 

OLs, dado que permitem baixa aderência das células e, por sua vez, baixa 

diferenciação celular. Apesar de a LM-411 funcionar bem isoladamente em termos 

de adesão celular, não demonstrou fornecer estímulos às células para diferenciar e, 

portanto, também não parece ser adequada à diferenciação celular. Por outro lado, 

substratos revestidos pelas proteínas LM-211+PDL, LM-411+PDL, LM-521+PDL, 

LM-521, MN+PDL e FN+PDL parecem ser adequados à diferenciação das células 

CG4, sendo que a LM-521 foi a única que demonstrou ter a capacidade de 

providenciar adesão e estímulo para diferenciação assinaláveis na ausência de PDL.  
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Figura 16| Representação ilustrativa e gráfica do efeito de diferentes proteínas de MEC na diferenciação 
de  células CG4. (A) Imagens de microscopia de contraste de fase representativas de células em cultura ao final 
de 0 (30 minutos após o sedimentação), 2 (48 horas após o sedimentação) e 5 (120 horas após o sedimentação) 
dias de diferenciação; (B) Imagens de microscopia de fluorescência representativas de células após 5 dias de 
diferenciação; (C) Quantificação do número de células/cm2 ao fim de 5 dias de diferenciação. (D) Quantificação 
do número de células MBP+/cm2 ao fim de 5 dias de diferenciação. As células foram cultivadas durante 5 dias 
em meio de diferenciação em hidrogéis de poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados com as diferentes 
proteínas: LM-211, LM-411, LM-521, MN ou FN (todas a 25 µg/mL), substratos mistos de LM-211+PDL, LM-
411+PDL, LM-521+PDL, MN+PDL ou FN+PDL (todas a 25/25 µg/mL), ou PDL como controlo. Após 5 dias de 
diferenciação, as células foram fixadas e procedeu-se à imunocitoquímica com o marcador MBP e marcação dos 
núcleos com DAPI, aquisição de imagens por software AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos núcleos utilizando 
o software Image J. Os resultados referentes à quantificação são representados por: (C) Média ± erro padrão do 
número de células/cm2 ao fim de 5 dias (n=3). A linha preta a tracejado representa o número de células inicial 
em cada condição (50000/cm2); (D) Média ± erro padrão do número de células MBP+/cm2 ao fim de 5 dias 
(n=3). Significância estatística para C comparando com a densidade inicial de sedimentação (50000/cm2) por 
One Sample t test (*** p <0,001 e * p <0,05).   Significância estatística para D comparando com o controlo (PDL) 
por Kruskal-Wallis test, seguida por Dunn’s multiple comparison test. 

 

A avaliação da MFI e CTCF de MBP expresso por células mantidas em substratos 

revestidos com as diferentes proteínas demonstrou uma tendência para que todas 

apresentem médias de intensidade de fluorescência e valores de fluorescência total 

semelhantes entre si (Figura 17), sem diferenças significativas em relação ao 

controlo (PDL). 
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Figura 17| Representação gráfica da intensidade média de fluorescência (MFI), área celular e 
fluorescência celular todal corrigida (CTCF) para o marcador MBP. (A) Quantificação da MFI por célula; 
(B) Quantificação da área celular MBP+ por célula; (C) Quantificação da CTCF por célula. As células foram 
cultivadas durante 5 dias em meio de diferenciação em hidrogéis de poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados 
com as diferentes proteínas: LM-211, LM-411, LM-521, MN ou FN (todas a 25 µg/mL), substratos mistos de LM-
211+PDL, LM-411+PDL, LM-521+PDL, MN+PDL ou FN+PDL (todas a 25/25 µg/mL), ou PDL como controlo. 
Após 5 dias de diferenciação, as células foram fixadas e procedeu-se à imunocitoquímica com o marcador MBP 
e marcação dos núcleos com DAPI, aquisição de imagens por software AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos 
núcleos utilizando o software Image J. Para cada n foram selecionadas 7 células e os resultados são 
representados por: (A) MFI ± erro padrão por célula ao fim dos 5 dias (n=3); (B) Área celular MBP+ ± erro 
padrão por célula ao fim dos 5 dias (n=3); (C) CTCF ± erro padrão por célula ao fim dos 5 dias (n=3). Significância 
estatística comparando com o controlo (PDL) por Kruskal-Wallis test, seguida por Dunn’s multiple comparison 
test. 

 

Tendo em conta os resultados obtidos, globalmente, as proteínas que 

demonstraram favorecer a diferenciação foram PDL, LM-211+PDL, LM-411+PDL, 

LM-521+PDL, LM-521, MN+PDL e FN+PDL. No entanto, de forma a prosseguir o 

estudo com vista à otimização das condições (concentração inicial de proteína e 

densidade inicial de sedimentação de células) e dado o elevado número de 

condições de análise, descartámos as proteínas que demostraram não ser 

adequadas ao processo de diferenciação das células CG4 e, de entre as proteínas 

que demostraram favorecer a diferenciação celular, selecionámos a LM-521 (na 

presença e ausência de PLD) por ser uma proteína que aparenta favorecer a 

diferenciação, mesmo quando utilizada na ausência de PDL, e a MN (na presença de 

PLD) por ser a proteína standard utilizada na atual plataforma estabelecida por 

Lourenço et al., 2016. A este conjunto de proteínas, adicionámos a LM-211 (na 

presença de PDL) por estar descrita como sendo a proteína proeminente no efeito 

da MN em OLs, e PDL como controlo. 
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3.2.1  Otimização das condições (concentração de proteína e densidade celular) 

De forma a otimizar as condições de diferenciação, procurámos perceber qual a 

concentração de proteína, bem como qual a densidade inicial de palqueio celular 

ótima com vista à obtenção do maior número de células diferenciadas (MBP+).  

Procedemos ao ensaio de diferenciação celular utilizando diferentes concentrações 

(5, 10 e 15 µg/mL) das proteínas de interesse (PDL, LM-211+PDL, LM-521+PDL, 

LM-521 e MN) e comparação com os resultados obtidos na concentração de 25 

µg/mL, anteriormente utilizada. 

Os resultados referentes ao ensaio de otimização da concentração de proteína 

encontram-se ilustrados nas Figuras 18 e 19 e Figura suplementar 2. Os resultados 

demonstraram uma tendência para a obtenção de maior número de células/cm2 

(Figura 18) com a utilização de concentrações mais baixas de proteína em relação 

ao controlo (25 µg/mL). A concentração de 15 µg/mL demonstrou favorecer a 

obtenção de maior número de células/cm2, com diferenças estatísticas em relação 

ao controlo observadas para as proteínas PDL (p< 0,05), LM-521+PDL (p< 0,05) e 

LM-521 (p< 0,05). Para concentrações inferiores a 25 µg/mL, observou-se ainda 

uma tendência para a ocorrência de elevada taxa de proliferação celular numa fase 

inicial, com a obtenção de números de células finais bastante superiores ao 

inicialmente plaqueado. 

Observando todas as diferentes proteínas (Figura 18), verificámos uma tendência 

para a obtenção de maior número de células aderentes e células MBP+/cm2 em 

substratos funcionalizados com LM-521+PDL. Para este substrato, a concentração 

de 15 µg/mL permitiu obter maior número de células aderentes/cm2, com 

diferenças significativas relativamente à concentração controlo (p <0,05) e, da 

mesma forma, esta concentração e a de 5 µg/mL demonstraram uma ligeira 

tendência para a obtenção de maior número de células MBP+/cm2. 
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Figura 18| Representação gráfica do efeito de diferentes proteínas de MEC, em diferentes 
concentrações, no número de células/cm2 e número de células MBP+/cm2. Quantificação do número de 
células/cm2 em substratos de: (A) PDL; (B) LM-211+PDL; (C) LM-521+PDL; (D) LM-521; (E) MN+PDL. 
Quantificação do número de células MBP+/cm2 em substratos de: (F) PDL; (G) LM-211+PDL; (H) LM-521+PDL; 
(I) LM-521; (J) MN+PDL. As células foram cultivadas durante 5 dias em meio de diferenciação em hidrogéis de 
poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados com as diferentes proteínas. As proteínas utilizadas isoladamente 
(LM-521 e PDL) foram adicionadas nas concentrações de 5, 10, 15 e 25 µg/mL e as proteínas utilizadas em 
substratos mistos contendo PDL (LM-211+PDL; LM-521+PDL; MN+PDL) foram adicionadas nas concentrações 
5/5, 10/10, 15/15 e 25/25 µg/mL. Após 5 dias de diferenciação, as células foram fixadas e procedeu-se à 
imunocitoquímica com o marcador MBP e marcação dos núcleos com DAPI, aquisição de imagens por software 
AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos núcleos utilizando o software Image J. Os resultados para A, B, C, D, e E 
são representados por média ± erro padrão do número de células/cm2 ao fim de 5 dias (n=3). Os resultados 
para F, G, H, I e J são representados por média ± erro padrão do número de células MBP+/cm2 ao fim de 5 dias 
(n=3). Significância estatística para A, B, D, E, G, I e J comparando com o controlo (25 µg/mL) por One-way 
ANOVA (* p <0,05). Significância estatística para C, F e H comparando com o controlo (25 µg/mL) por Kruskal-
Wallis test, seguida por Dunn’s multiple comparison test (* p <0,05).  

 

A análise de MFI e CTCF relativo a expressão de MBP por células diferenciadas em 

substratos funcionalizados com as várias proteínas, utilizando diferentes 

concentrações, encontra-se ilustrada na Figura 19. Os resultados demonstraram 

uma tendência para a obtenção de valores mais elevados de CTCF para substratos 

funcionalizados pelas proteínas à concentração 25 µg/mL em relação às restantes 

concentrações, com a obtenção de diferenças estatísticas significativas para 

substratos funcionalizados com LM-211+PDL, LM-521+PDL e MN+PDL. Estes 

resultados podem ser explicados, em parte, pela tendência no aumento da área 

celular (MBP+) para células plaqueadas nos diferentes substratos revestidos a essa 

concentração, estatisticamente significativa em substratos funcionalizados com 

LM-211+PDL, LM-521+PDL, LM-521 e MN+PDL. Por sua vez, esse aumento de área 

poderá ser devido à diminuição da densidade celular, observada para substratos 

revestidos a essa mesma concentração (Figura 18). 
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Figura 19| Representação gráfica do efeito de diferentes proteínas de MEC na intensidade média de 
fluorescência (MFI), área celular e fluorescência celular total corrigida (CTCF) para o marcador MBP. 
(A, B, C, D e E) Quantificação da MFI por célula para PDL, LM-211+PDL, LM-521+PDL, LM-521 e MN+PDL, 
respetivamente; (F, G, H, I, J) Quantificação da área celular MBP+ por célula para PDL, LM-211+PDL, LM-
521+PDL, LM-521 e MN+PDL respetivamente; (K, L, M, N, O) Quantificação da CTCF por célula para PDL, LM-
211+PDL, LM-521+PDL, LM-521 e MN+PDL, respetivamente. As células foram cultivadas durante 5 dias em 
meio de diferenciação em hidrogéis de poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados com as diferentes proteínas: 
LM-211, LM-411, LM-521, MN ou FN a (5, 10, 15 e 25 µg/mL), substratos mistos de LM-211+PDL, LM-411+PDL, 
LM-521+PDL, MN+PDL ou FN+PDL (5/5, 10/10, 15/15 e 25/25 µg/mL), ou PDL como controlo. Após 5 dias de 
diferenciação, as células foram fixadas e procedeu-se à imunocitoquímica com o marcador MBP e marcação dos 
núcleos com DAPI, aquisição de imagens por software AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos núcleos utilizando 
o software Image J. Para cada n foram selecionadas 7 células e os resultados são representados por: (A, B, C, D 
e E) MFI ± erro padrão da intensidade média de fluorescência de MBP por célula ao fim de 5 dias (n=3). (F, G, 
H, I e J) Área celular MBP+ ± erro padrão por célula ao fim de 5 dias (n=3); (K, L, M, N e O) CTCF ± erro padrão 
da intensidade média de fluorescência de MBP por célula ao fim dos 5 dias (n=3). Significância estatística para 
A, B e C comparando com o controlo (25 µg/mL) por One-way ANOVA (** p <0,01). Significância estatística para 
D, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N e O comparando com o controlo (25 µg/mL) por Kruskal-Wallis test, seguida por 
Dunn’s multiple comparison test (**** p<0,0001 *** p <0,001 ** p <0,01 e * p <0,05).  

 

Após identificarmos as concentrações de 5 e 15 µg/mL de LM-521+PDL como as 

condições que demonstraram uma tendência para favorecer a diferenciação 

celular, procedemos à otimização da densidade inicial de sedimentação. As células 

foram plaqueadas às densidades de 5000, 10000, 25000 e 50000 células/cm2 às 

concentrações de 5 e 15 µg/mL de LM-521+PDL.  
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Os resultados referentes ao ensaio de otimização da concentração de proteína e 

densidade inicial celular encontram-se ilustrados nas Figuras 20 e 21 e Figura 

suplementar 3.  

Os resultados demonstraram uma tendência para a obtenção de maior número de 

células aderentes/cm2 em substratos onde as células foram plaqueadas à densidade 

mais alta (50000 células/cm2) em ambas as concentrações (Figura 20 B e C). Da 

mesma forma, em ambas as concentrações, esta foi a densidade permitiu a obtenção 

de maior número de células MBP+/cm2 e percentagem de células MBP+ (Figuras 20 

H e I e Figura suplementar 3). Para esta densidade, observou-se uma tendência para 

a obtenção de maior número de células/cm2 utilizando a concentração de 15 µg/mL 

(Figura 20 G), no entanto, em termos de diferenciação, observou-se uma ligeira 

tendência para que a concentração de 5 µg/mL favoreça a obtenção de células que 

expressam o marcador MBP (Figura 20 L e Figura suplementar 3).  

Em substratos em que as células foram plaqueadas à densidade mais baixa (5000 

células/cm2), não foram observadas células MBP+ ao final dos 5 dias de 

diferenciação em ambas as concentrações de LM-521+PDL. À densidade de 10000 

células/cm2 também não se observaram células MBP+ para substratos 

funcionalizados com 5 µg/mL de proteína. 
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Figura 20| Representação ilustrativa e gráfica do efeito de diferentes densidades iniciais de 
sedimentação celular, em diferentes concentrações de LM-521+PDL no número de células/cm2 e 
número de células MBP+/cm2. (A) Imagens representativas da diferenciação celular obtida para as diferentes 
concentrações de proteína e para cada densidade inicial de sedimentação testada. A barra corresponde a 50μm. 
(B e C) Quantificação do número de células/cm2 obtido em cada condição, em função concentração de proteína 
utilizada de LM-521+PDL: (B) 5/5 µg/mL e (C) 15/15 µg/mL. (D, E, F e G) Quantificação do número de 
células/cm2 obtido em cada condição, em função da densidade inicial de sedimentação celular: (D) 5000/cm2; 
(E) 10000/cm2 ; (F) 25000/cm2 ; (G) 50000/cm2. A linha a tracejado representa o número de células plaqueado. 
(H e I) Quantificação do número de células MBP+/cm2 obtido em cada condição, em função concentração de 
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proteína utilizada de Lm-521+PDL: (H) 5/5 µg/mL e (I) 15/15 µg/mL. (J, K e L) Quantificação do número de 
células MBP+/cm2 obtido em cada condição, em função da densidade inicial de sedimentação celular: (J) 
10000/cm2; (K) 25000/cm2; (L) 50000/cm2. As células foram cultivadas durante 5 dias em meio de 
diferenciação em hidrogéis de poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados com substratos mistos LM-521+PDL às 
concentrações de (5/5 e 15/15 µg/mL). Após 5 dias de diferenciação, as células foram fixadas e procedeu-se à 
imunocitoquímica com o marcador MBP e marcação dos núcleos com DAPI, aquisição de imagens por software 
AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos núcleos utilizando o software Image J. Os resultados para B, C. D, E, F e G 
são representados por média ± erro padrão do número de células/cm2 ao fim de 5 dias (n=3). Os resultados 
para H, I, J, K e L são representados por média ± erro padrão do número de células MBP+/cm2 ao fim de 5 dias 
(n=3). Significância estatística para B e I por Kruskal-Wallis test, seguida por Dunn’s multiple comparison test 
(* p <0,05). Significância estatística para C por One-way ANOVA (**** p <0,0001 *** p <0,001 ** p <0,01). 
Significância estatística para D por Mann Whitney test. Significância estatística para E, F, G. H, K e L por 
Unpaired t test.  

 

 

A análise de MFI e CTCF relativo à expressão de MBP por células diferenciadas em 

substratos funcionalizados com LM-521+PDL, em ambas as concentrações, 

encontra-se ilustrada na Figura 21.  

Para substratos plaqueados com a densidade celular mais elevada (50000 

células/cm2), observaram-se diferenças estatísticas significativas na MFI, com a 

obtenção de valores de fluorescência mais elevados para concentração de 15 µg/mL 

em comparação com a concentração de 5 µg/mL (p<0,05) (Figura 21 C). Não se 

observaram diferenças estatísticas significativas quer na MFI, área ou CTCF entre 

ambas as concentrações para as restantes densidades de sedimentação, onde se 

observou uma tendência para a obtenção de médias de valores de MFI, área e CTCF 

semelhentes entre si. Desta forma, elegemos a concentração de 15 µg/mL de LM-

521+PDL e a densidade inicial de 50000 células/cm2 como as condições ótimas, 

com vista à obtenção de maior diferenciação celular. 
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Figura 21| Representação gráfica do efeito das diferentes densidades iniciais de sedimentação celular, 
em diferentes concentrações de LM-521+PDL, na intensidade média de fluorescência (MFI), área 
celular e fluorescência celular todal corrigida (CTCF) para o marcador MBP. (A) Quantificação da MFI por 
célula para a densidade inicial de 10000/cm2; (B) Quantificação da MFI por célula para a densidade inicial de 
25000/cm2; (C) Quantificação da MFI por célula para a densidade inicial de 50000/cm2; (D) Quantificação da 
área celular MBP+ por célula para a densidade inicial de 10000/cm2; (E) Quantificação da área celular MBP+ 
por célula para a densidade inicial de 25000/cm2; (F) Quantificação da área celular MBP+ por célula para a 
densidade inicial de 50000/cm2; (G) Quantificação da CTCF por célula para a densidade inicial de 10000/cm2; 
(H) Quantificação da CTCF por célula para a densidade inicial de 25000/cm2; (I) Quantificação da CTCF por 
célula para a densidade inicial de 50000/cm2. As células foram cultivadas durante 5 dias em meio de 
diferenciação em hidrogéis de poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados com substratos mistos LM-521+PDL às 
concentrações de (5/5 e 15/15 µg/mL). Após 5 dias de diferenciação, as células foram fixadas e procedeu-se à 
imunocitoquímica com o marcador MBP e marcação dos núcleos com DAPI, aquisição de imagens por software 
AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos núcleos utilizando o software Image J. Para cada n foram selecionadas 8 
células e os resultados são representados por: (A, B e C) MFI ± erro padrão da intensidade média de 
fluorescência de MBP por célula ao fim dos 5 dias (n=3). (D, E e F) Área celular MBP+ ± erro padrão por célula 
ao fim de 5 dias (n=3); (G, H e I) CTCF ± erro padrão da intensidade média de fluorescência de MBP por célula 
ao fim dos 5 dias (n=3). Significância estatística para A, B, D, E, F, G, H e I por Mann Whitney test. Significância 
estatística para C por Unpaired t test (* p <0,05).  

 

 



Influência de isoformas de Laminina na mecanobiologia de oligodendrócitos | UA 

 62 
 

3.3 Efeito do bloqueio de integrinas na diferenciação de células CG4 

De forma a avaliar o papel das integrinas αvβ3 e α6β1 na diferenciação de culturas 

oligodendrocíticas na presença de LM-521 (amplamente descritas na literatura 

como importantes para a proliferação e diferenciação de OPCs, respetivamente, 

nomeadamente na presença de LM-211 (8)), procedemos a um ensaio de bloqueio 

através do tratamento com anticorpos monoclonais bloqueadores da função das 

subunidades β1 e β3 de integrina, CD29 e CD61 respetivamente. O anticorpo 

isotípico foi utilizado como tratamento contolo. Para tal, a população de OPCs foi 

previamente expandida em TCPs, previamente revestidas com PDL. Atingida a sub-

confluência, as células foram plaqueadas à densidade de 50000 células/cm2 sobre 

hidrogéis de poliacrilamida revestidos com LM-521+PDL (15/15 µg/mL). Os 

anticorpos de bloqueio foram adicionados à concentração de 10 µg/mL (6,182,245) 

no momento da adição do meio de diferenciação. O meio contendo os anticorpos de 

bloqueio foi substituído na totalidade ao fim de 2 dias. A diferenciação celular foi 

avaliada após 5 dias em meio de diferenciação com recurso à imunocitoquímica 

com o marcador MBP, marcação dos núcleos com DAPI e contagem e quantificação 

com recurso ao software Image J. 

Os resultados referentes ao bloqueio das subunidades de interesse encontram-se 

ilustrados nas Figuras 22 e 23 e Figura suplementar 4. Os resultados demonstraram 

que os anticorpos bloqueadores da função das subunidades β1 e β3 integrina não 

afetaram significativamente o número de células/cm2 (Figura 22 B), assim como, a 

população de células maduras (número de células MBP+/cm2 e percentagem de 

células MBP) (Figura 22 C e Figura suplementar 4, respetivamente). No entanto, 

verificou-se uma tendência para a obtenção de menor número de células 

aderentes/cm2, bem como, menor número de células MBP+/cm2 e percentagem de 

células MBP+ em células tratadas com o anticorpo CD61 (anti-β3).  
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Figura 22| Representação ilustrativa e gráfica do efeito do bloqueio de subunidades de integrina no 
número de células/cm2 e número de células MBP+/cm2. (A) Imagens de microscopia de fluorescência 
representativas de células tratadas com os anticorpos de bloqueio monoclonais CD29 e CD61 e controlo 
istípico, após 5 dias de diferenciação. A barra corresponde a 50μm; (B) Quantificação do número total de 
células/cm2 ao fim de 5 dias de diferenciação. (C) Quantificação do número de células MBP+/cm2 ao fim de 5 
dias de diferenciação. As células foram cultivadas durante 5 dias em meio de diferenciação em hidrogéis de 
poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados com LM-521+PDL (15/15 µg/mL). Após 5 dias de diferenciação, as 
células foram fixadas e procedeu-se à imunocitoquímica com o marcador MBP e marcação dos núcleos com 
DAPI, aquisição de imagens por software AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos núcleos utilizando o software 
Image J. Os resultados referentes à quantificação são representados por: (B) Média ± erro padrão do número 
total de células/cm2 ao fim de 5 dias (n=5). A linha preta a tracejado representa o número de células inicial 
(50000/cm2); (C) Média ± erro padrão do número de células MBP+/cm2 ao fim de 5 dias (n=5). Significância 
estatística comparando com o controlo isotípico por One-way ANOVA. 

 

Células tratadas com o anticorpo CD61 (anti-β3) demonstraram uma tendência 

para a obtenção de níveis de intensidade de fluorescência de MBP mais elevados. A 

análise da MFI revelou a obtenção de diferenças estatísticas significativas em 

relação ao controlo isotípico (p<0,05) (Figura 23 A), enquanto que a análise da área 

celular e CTCF demonstrou apenas uma tendência de aumento (Figura 23 B e C). O 

aumento da área das células tratadas com este anticorpo pode ser explicado, em 

parte, pela tendência para a obtenção de menor densidade celular (Figura 22 B) 

que, por sua vez, permite um aumento na área célular que expressa o marcador 

MBP (Figura 23 B). Verificou-se ainda uma ligeira tendência para a obtenção de 

menor área das células tratadas com o anticorpo CD29 (anti-β1) em relação ao 

controlo isotípico. 
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Figura 23| Representação gráfica do efeito do bloqueio de subunidades de integrina na intensidade 
média de fluorescência (MFI), área celular e fluorescência celular total corrigida (CTCF) para o 
marcador MBP. (A) Quantificação da MFI; (B) Quantificação da área celular MBP+; (C) Quantificação da CTCF. 
As células foram cultivadas durante 5 dias em meio de diferenciação em hidrogéis de poliacrilamida (6,5 kPa) 
funcionalizados/revestidos com LM-521+PDL (15/15 µg/mL). Após 5 dias de diferenciação, as células foram 
fixadas e procedeu-se à imunocitoquímica com o marcador MBP e marcação dos núcleos com DAPI, aquisição 
de imagens por software AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos núcleos utilizando o software Image J. Os 
resultados são representados por: (A) Média ± erro padrão da MFI celular (n=5). (B) Média ± erro padrão da 
área celular MBP+ (n=5); (C) Média ± erro padrão da CTCF celular (n=5). Significância estatística comparando 
com o controlo isotípico por One-way ANOVA (* p <0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Influência de isoformas de Laminina na mecanobiologia de oligodendrócitos | UA 

 65 
 

 

 

CAPÍTULO IV 
Discussão 
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4 Discussão 

Tal como referido anteriormente, uma vasta quantidade de estudos tem vindo a ser 

publicada sugerindo que as proteínas da MEC regulam vários aspetos da biologia 

de OLs (4). Evidências crescentes têm vindo a ser publicadas, sugerindo que as 

proteínas da MEC, como a fibronectina (FN) ou a vitronectina (VN) estão envolvidas 

na proliferação e manutenção de progenitores de OLs, enquanto que a laminina-

2/merosina (LM-211/MN) promove a sua diferenciação em OLs maduros (5–10). 

No entanto, estas proteínas da membrana basal são frequentemente difíceis de 

obter na forma nativa em quantidades suficientes a partir de tecidos ou culturas de 

células, e podem apresentar contaminação com outras proteínas da MEC (242) e, 

desta forma, a produção recombinante tornou-se uma abordagem alternativa 

valiosa. Neste trabalho procurámos estudar três trímeros recombinantes de 

laminina (LM-211, LM-411 e LM-521), descritos na literatura como sendo 

expressos no SNC (como a LM-211 e LM-521) e/ou com funções essenciais no SNC 

(LM-211, LM-411 e LM-521), envolvidos na regulação de OLs (como a LM-211) ou 

por interagirem com integrinas essenciais na biologia de OLs, incluindo α6β1 (como 

a LM-521) e αvβ3 (como a LM-411).  

Abordagens biológicas celulares tradicionais comumente utilizadas para estudar a 

função celular, incluindo de culturas oligodendrocíticas, envolvem o cultivo de 

células em substratos rígidos (incluindo lamelas de vidro) que não têm em conta o 

efeito da elasticidade da MEC ou a variação da rigidez da MEC nos diferentes 

tecidos. Com o objetivo de estudar a influência de isoformas de laminina 

biologicamente relevantes e o seu potencial na adesão e proliferação celulares sem 

ter em conta o efeito da elasticidade ou a variação da rigidez da MEC nos diferentes 

tecidos, procedemos a um ensaio de proliferação celular em condições standard. 

Das proteínas da MEC utilizadas neste ensaio, as proteínas PDL, LM-211+PDL, LM-

521+PDL, LM-521, MN+PDL, FN+PDL e FN demonstraram fornecer às células a 

capacidade de aderir e proliferar. Era de esperar este desempenho da FN no 

suporte de células CG4 não diferenciadas, conforme sugerido por Lourenço et al., 

2016. No entanto, surpreendemo-nos com o efeito da LM-521, uma vez que 
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demonstrou fornecer muito boa capacidade de aderência às células, mesmo na 

ausência de PDL, a qual suscitou de imediato o nosso interesse. 

Em 2009 surgiu a hipótese de que as propriedades biofísicas do ambiente 

extracelular também desempenham papéis importantes durante o 

desenvolvimento de OLs (237,238) e desde então, vários avanços foram feitos. Há 

um número crescente de relatos na literatura descrevendo o envolvimento de 

forças mecânicas e influência da mecanotransdução durante a diferenciação de 

distintos tipos celulares, com destaque para o desenvolvimento contínuo e o avanço 

nas abordagens materiais que têm permitido o desenvolvimento de substratos 

biomiméticos de rigidez ajustável (mimetizando os tecidos nativos), fornecendo 

novos dados e revelando detalhes cada vez mais inspiradores sobre o 

microambiente mecânico, especialmente a rigidez, que afeta profundamente o 

comprometimento celular. Várias plataformas diferentes têm vindo a ser 

desenvolvidas, de forma a permitir cultivar células in vitro em condições que 

mimetizam as condições padrão de cultura de células, usando não apenas fatores 

solúveis, mas também elementos da MEC e sinais mecânicos que mimetizam o 

microambiente bioquímico e biofísico das células. Uma das plataformas mais 

amplamente utilizadas baseia-se na utilização de hidrogéis deformáveis. Usando 

hidrogéis, é possível mimetizar a rigidez de distintos tecidos, incluindo do cérebro. 

Neste sentido, os hidrogéis de poliacrilamida apresentam uma série de vantagens, 

uma vez que a sua produção não requer a utilização de equipamentos 

especializados e possuem uma superfície química constante (246–248,248–250). 

Apresentam ainda a capacidade de modelar diferentes graus de rigidez, 

nomeadamente dentro da gama de rigidez descrita para o cérebro, o que pode ser 

obtido alterando a reticulação do hidrogel através da variação da percentagem de 

monómeros de acrilamida e/ou bisacrilamida.  

Estudos anteriormente publicados demonstrando o efeito das propriedades 

biofísicas do meio extracelular sobre a diferenciação de OLs utilizaram PDL para 

promover a adesão celular (172) (que não é proteína constituinte da MEC mas sim 

um polipéptido sintético de lisina) e, portanto o papel das proteínas da MEC e o 

envolvimento das integrinas não foram abordados diretamente. Recentemente, 
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Lourenço et al., 2016 sugeriram que a diferenciação de OPCs é aumentada quando 

cultivada em substratos com rigidez semelhante aos tecidos cerebrais de ratos 

(∼6,5 kPa) funcionalizada com LM-211/MN e, desde então, estudos baseados na 

moduladação da diferenciação de OLs utilizando substratos que mimetizam a 

rigidez do tecido cerebral em combinação com proteínas da MEC, têm sido 

realizados com LM-211/MN e/ou PDL.  

Desta forma, procurámos de seguida explorar se a utilização de lamininas 

recombinantes suporta a diferenciação in vitro da linha celular CG-4. Pela primeira 

vez, examinámos o papel dos três trímeros recombinantes de laminina 

constituintes da MEC e comparação com as proteínas comumente utilizadas na 

proliferação e diferenciação de CG4 (FN e LM-211/MN, respetivamente). Em 

conjunto, os resultados demonstraram que as proteínas LM-211, LM-411, MN e FN, 

quando utilizadas isoladamente, não são adequadas à diferenciação de OLs. Por 

outro lado, substratos revestidos pelas proteínas LM-211+PDL, LM-411+PDL, LM-

521+PDL, LM-521, MN+PDL e FN+PDL promoveram a diferenciação de células CG4. 

De todo o conjunto de proteínas da MEC estudadas, a LM-521 foi a única que 

demonstrou ter a capacidade de providenciar adesão e estímulo para diferenciação 

assinaláveis na ausência de PDL.  

Prosseguimos o estudo com vista à otimização das condições de cultura, de forma 

a determinar quais as condições que permitem obter maior eficiência no processo 

de diferenciação celular. Também neste ensaio a LM-521+PDL se destacou das 

restantes proteínas e, como resultado da otimização da concentração de 

revestimento e densidade inicial de sedimentação, elegemos a concentração de 15 

µg/mL de LM-521+PDL e a densidade inicial de sedimentação de 50000 

células/cm2 como as condições ótimas à obtenção de maior diferenciação celular.  

Globalmente, os nossos resultados sugerem que a utilização de substratos de 

poliacrilamida 6,5 kPa funcionalizados com LM-521+PDL (15/15 µg/mL) 

estabelecem uma plataforma de diferenciação mais eficiente do que a plataforma 

funcionalizada com MN+PDL (25/25 µg/mL). A utilização desta plataforma 

apresenta diversas vantagens em relação à plataforma estabelecida anteriormente, 
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pois além da utilização de uma proteína recombinante que não apresenta 

possibilidade de contaminação com outras proteínas, é também uma alternativa 

mais económica relativamente às atuais proteínas comumente utilizadas (isoladas 

de tecidos humanos e posteriormente purificadas), frequentemente difíceis de 

obter na forma nativa em quantidades suficientes a partir de tecidos ou cultura de 

células. Além disso, apresenta composição definida e demonstrou funcionar bem, 

mesmo quando utilizada isoladamente (sem a presença de PDL), não sendo por isso 

necessário recorrer à utilização de outros péptidos que promovam a adesão das 

células. 

Adicionalmente, os resultados sugerem que a funcionalidade da LM-211 

recombinante não coincide na totalidade com a da MN (comumente denominada 

por LM-211), sugerindo que a LM-211 não aparenta ser a proteína proeminente do 

efeito da MN, mas sim, qualquer outro componente com a qual é enriquecida. Estes 

resultados acentuam a ideia de que a MN é uma proteína cuja composição está mal 

definida e, portanto, reforçam a possibilidade de utilização da proteína 

recombinante LM-521 como alternativa de maior relevância.  

Outro dos objetivos deste trabalho incidia no estudo do envolvimento de integrinas 

na diferenciação de culturas oligodendrocíticas. Como referido anteriormente, as 

integrinas funcionam como os principais recetores de adesão que conectam as 

células aos componentes da MEC e modulam diversas interações celulares, 

incluindo adesão e migração (251–254). Adicionalmente, a adesão mediada por 

integrina parece modular diversas cascatas de transdução de sinal e suportar a 

sobrevivência e proliferação celular e influenciar a expressão de genes relacionados 

com a diferenciação (255).  Embora o mecanismo geral pelo qual a adesão mediada 

por integrinas participa nas respostas mecânicas celulares seja conhecido, os 

mecanismos moleculares por detrás dos distintos papéis de cada subtipo de 

integrina na regulação da rigidez, geração de força de tração, organização do 

citoesqueleto e adesão, sinalização celular e mecanotransdução permanecem ainda 

pouco compreendidos. Daí o nosso interesse no estudo do envolvimento de 

subunidades de integrina na diferenciação de OLs.  
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Tendo em conta o reportório de integrinas expresso por OLs e a disponibilidade de 

anticorpos de bloqueio para a cultura em questão, procurámos avaliar o papel das 

integrinas αvβ3 e α6β1 na diferenciação de culturas oligodendrocíticas na presença 

de LM-521 (amplamente descritas na literatura como importantes para a 

proliferação e diferenciação de OPCs, respetivamente, nomeadamente na presença 

de LM-211) (8). No entanto, apenas está descrita na literatura a capacidade de 

ligação da integrina α6β1 à LM-521 (160). Não há evidências de que a integrina 

αvβ3 tenha capacidade de ligação a esta proteína. Com vista ao estudo da função 

das subunidades β1 e β3 na cultura CG4, procedemos a um ensaio de diferenciação 

com a utilização de anticorpos monoclonais bloqueadores da função das 

subunidades de integrina β1 e β3 (CD29 e CD61 respetivamente). 

A nossa hipótese de trabalho apontava para que o bloqueio da função da 

subunidade de integrina β1 pudesse resultar numa diminuição significativa da 

expressão do marcador MBP, tal como relatado anteriormente por Milner e 

Ffrench-Constant., 1994 (182). No entanto, os nossos ensaios, assim como 

reportado recentemente por Ly et al., 2018 (245), o anticorpo bloqueador de função 

da subunidade β1 integrina não afetou significativamente a população de células 

diferenciadas. Contudo, contrariamente ao observado por Ly et al., 2018, não 

verificámos uma diminuição significativa na área das células que expressam o 

marcador MBP em células tratadas com o anticorpo anti-CD29 (anti-β1). Estes 

resultados revelam uma discrepância comparativamente ao reportado 

anteriormente (245) que indicava que o bloqueio da subunidade β1 conduz à 

interrupção da formação de processos de OLs e a extensão da bainha de mielina. 

Desta forma, seria de esperar uma diferença mais acentuada caso a diferenciação 

de OPCs mediada por LM-521 ocorresse através da ligação à subunidade β1, 

conforme descrito em outros tipos celulares (256). 

Apesar de estudos anteriores apontarem para um papel importante da subunidade 

β1 de integrina na regulação da sobrevivência e diferenciação de OLs (257,140,258) 

ou na mielinização dos tratos axonais do SNC (259), os nossos resultados não nos 

permitem tirar conclusões definitivas a cerca do papel desta subunidade na 
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regulação da diferenciação OLs, induzida por substratos revestidos por LM-

521+PLD, na cultura em questão. Uma possível explicação para as diferenças 

verificadas poderá estar no facto de existirem outros recetores com papéis na 

diferenciação de OLs. Apesar de a integrina α6β1 ser o único recetor da família 

expresso por OLs até agora conhecido como tendo capacidade de ligação à LM-521 

(256), outro tipo de recetores de lamininas têm vindo a ser descritos com papéis 

importantes no desenvolvimento de OLs. O distroglicano é um recetor de laminina 

secundário, que poderá atuar de forma compensatória na ausência da subunidade 

β1.  

Uma outra explicação para a falta de efeito produzido pelo bloqueio da subunidade 

de integrina β1 poderá estar no facto de o estudo ter sido realizado utilizando uma 

linha celular, uma vez que estas nem sempre replicam com precisão os processos 

biológicos tal como ocorrem em células primárias (260). A manipulação técnica da 

linha celular poderá conduzir a alterações do fenótipo e, consequentemente, a 

alterações nas suas funções nativas e respostas a determinados estímulos e a 

passagem sucessiva das linhas celulares poderá contribuir para essa alteração 

genética fenotípica e conduzir à heterogeneidade da cultura (260). Neste sentido, 

será relevante a realização de ensaios funcionais com recurso a culturas primárias 

de OLs para avaliar o envolvimento de subunidades de integrina.  

Relativamente ao bloqueio da subunidade de integrina β3 verificou-se uma 

tendência para a obtenção de menor número de células aderentes/cm2, bem como, 

menor número de células MBP+/cm2 e percentagem de células MBP+ em células 

tratadas com o anticorpo anti-CD61 (anti-β3). Estes resultados sugerem que o 

bloqueio da subunidade β3 pode ter afetado ligeiramente a proliferação, o que 

poderá ocorrer durante os primeiros dias de diferenciação. Curiosamente, 

verificámos um aumento significativo na intensidade de fluorescência de MBP e 

uma tendência para a obtenção de maior área celular (que poderá ser explicada 

pela obtenção de menor densidade celular nestas condições) que, 

consequentemente, resultou em níveis mais elevados de CTCF. Assim como estudos 

anteriores de superexpressão da integrina αvβ3 que demonstraram um papel na 
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estimulação da proliferação e inibição da diferenciação de culturas 

oligodendrocíticas, o nosso estudo de bloqueio de função da subunidade β3 

apontaria para um papel desta subunidade na regulação da proliferação de células 

oligodendriais (182,261). No entanto, não há evidências de que a integrina αvβ3 

tenha capacidade de ligação à LM-521, portanto, não é possível tirar conclusões 

definitivas a cerca do papel da subunidade β3 na regulação da diferenciação OLs, 

induzida por substratos revestidos por LM-521+PLD. 
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CAPÍTULO V 
Conclusão 
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5 Conclusão 

Neste trabalho, identificámos uma matriz de cultura celular que, juntamente com 

substratos de poliacrilamida de rigidez 6,5 kPa permitiram aumentar a eficiência 

da diferenciação in vitro das células CG4. Os nossos resultados demostram que a 

LM-521 (α5, β2, γ1) suporta um desempenho superior ao das restantes proteínas, 

facilitando o processo de diferenciação in vitro de OLs. A utilização desta plataforma 

apresenta diversas vantagens em relação à plataforma estabelecida anteriormente, 

pois além das proteínas recombinantes serem uma alternativa mais económica 

relativamente às atuais proteínas comumente utilizadas (isoladas de tecidos 

humanos e posteriormente purificadas), apresentam ainda uma composição bem 

definida. Esta plataforma afirma-se assim como um método alternativo ao utilizado 

até à data no laboratório, facilitando a geração de OLs maduros. 

Adicionalmente, neste trabalho, identificámos que a funcionalidade da LM-211 

recombinante não coincide na totalidade com a da MN (comumente denominada 

por LM-211), sugerindo que a LM-211 poderá não ser a proteína proeminente do 

efeito da MN na diferenciação de OLs, mas sim outro componente que esteja 

presente (242). Estes resultados acentuam a ideia de que a MN é uma proteína cuja 

composição está mal definida e, portanto, reforçam a possibilidade de utilização da 

proteína recombinante LM-521 como uma alternativa com maior relevância em 

ensaios futuros de diferenciação de OLs.  

Os resultados referentes ao bloqueio das subunidades de integrina não nos 

permitiram concluir a cerca do papel das subunidades β1 e β3 na regulação da 

diferenciação de OLs induzida por substratos revestidos por LM-521+PLD 

utilizando linha celular CG4. Neste sentido, propomos o estudo do bloqueio de 

função das subunidades de integrina com recurso à utilização de culturas primárias. 
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CAPÍTULO VI 
Perspetivas Futuras 
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6 Perspetivas Futuras 

Neste trabalho a LM-521 demonstrou desempenhar um papel relevante na biologia 

de OLs, até agora desconhecido. Esta surge como a novidade deste trabalho, dado 

que até à data nenhum estudo abordou a sua utilização em OLs. No futuro, será 

importante elucidar a real importância da LM-521 na diferenciação de OLs.  

Apesar do desempenho da LM-521 ser impressionante, poderá eventualmente ser 

melhorado em combinação com outras proteínas da MEC. Futuramente, será 

importante analisar a combinação de LM-521, LM-211 e/ou LM-411, ou com outras 

isoformas, e determinar se existem sinergias.   

Dado a falta de efeito observado relativamente ao bloqueio das subunidades de 

integrina na diferenciação da linha celular CG4 na presença de LM-521, sugerimos 

a futura aplicação do estudo utilizando culturas primárias. Além da garantia de que 

estas células terão as suas funções celulares completamente funcionais, a sua 

utilização permitirá analisar a interação da LM-521 com outras subunidades de 

integrina além das utilizadas neste estudo, incluindo α6 e αv (que se ligam às 

subunidades β1 e β3 para formar as integrinas α6β1 e αvβ3, respetivamente). Com 

a utilização da linha celular CG4 estávamos limitados à análise das subunidades β1 

e β3, uma vez que no mercado apenas existiam os anticorpos de bloqueio contra 

estas subunidades compatíveis com a espécie anti-ratinho/rato da linha celular 

estudo. No futuro, a utilização de células primárias permitirá aumentar o leque de 

integrinas em estudo, uma vez que os anticorpos de bloqueio para estas 

subunidades estão disponíveis para a espécie ratinho.  
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Figura suplementar 1| Representação gráfica do efeito de diferentes proteínas de MEC na diferenciação 
das células CG4 na percentagem de células MBP+. Quantificação da percentagem de células MBP+ ao fim de 
5 dias de diferenciação em hidrogéis de poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados com as diferentes proteínas: 
LM-211, LM-411, LM-521, MN ou FN (todas a 25 µg/mL), substratos mistos de LM-211+PDL, LM-411+PDL, LM-
521+PDL, MN+PDL ou FN+PDL (todas a 25/25 µg/mL), ou PDL como controlo. Após 5 dias de diferenciação, as 
células foram fixadas e procedeu-se à imunocitoquímica com o marcador MBP e marcação dos núcleos com 
DAPI, aquisição de imagens por software AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos núcleos utilizando o software 
Image J.  Os resultados são representados por média ± erro padrão da percentagem de células MBP+ ao fim de 
5 dias (n=3). Significância estatística comparando com o controlo PDL por Kruskal-Wallis test, seguida por 
Dunn’s multiple comparison test. 
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Figura suplementar 2| Representação gráfica do efeito de diferentes proteínas de MEC, em diferentes 
concentrações, na percentagem de células MBP+. Quantificação da percentagem de células MBP+ em 
substratos de: (A) PDL; (B) LM-211+ PDL; (C) LM-521+PDL; (D) LM-521; (E) MN + PDL. As células foram 
cultivadas durante 5 dias em meio de diferenciação em hidrogéis de poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados 
com as diferentes proteínas. As proteínas utilizadas isoladamente (PDL e LM-521) foram adicionadas nas 
concentrações de 5, 10, 15 e 25 µg/mL e as proteínas utilizadas em substratos mistos contendo PDL (LM-
211+PDL; LM-521+PDL; MN+PDL) foram adicionadas nas concentrações 5/5, 10/10, 15/15 e 25/25 µg/mL. 
Após 5 dias de diferenciação, as células foram fixadas e procedeu-se à imunocitoquímica com o marcador MBP 
e marcação dos núcleos com DAPI, aquisição de imagens por software AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos 
núcleos utilizando o software Image J. Os resultados são representados por média ± erro padrão da 
percentagem de células MBP+ ao fim de 5 dias (n=3). Significância estatística para A e D comparando com o 
controlo (25 µg/mL) por Kruskal-Wallis test, seguida por Dunn’s multiple comparison test (* p <0,05). 
Significância estatística para B, C e E comparando com o controlo (25 µg/mL) por One-way ANOVA (* p <0,05).  
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Figura suplementar 3| Representação gráfica do efeito das diferentes densidades iniciais de 
sedimentação celular, em diferentes concentrações de LM-521+PDL, na percentagem de células MBP+. 
(A e B) Quantificação da percentagem de células MBP+ obtido em cada condição, em função concentração de 
proteína utilizada de LM-521+PDL: (A) 5/5 µg/mL e (B) 15/15 µg/mL. (C, D e E) Quantificação da percentagem 
de células MBP+ obtido em cada condição, em função da densidade inicial de sedimentação celular: (C) 
10000/cm2; (D) 25000/cm2 ; (E) 50000/cm2. As células foram cultivadas durante 5 dias em meio de 
diferenciação em hidrogéis de poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados com substratos mistos Lm-521+PDL às 
concentrações de (5/5 e 15/15 µg/mL). Após 5 dias de diferenciação, as células foram fixadas e procedeu-se à 
imunocitoquímica com o marcador MBP e marcação dos núcleos com DAPI, aquisição de imagens por software 
AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos núcleos utilizando o software Image J. Os resultados para A, B. C, D, e E 
são representados por média ± erro padrão do número de células/cm2 ao fim de 5 dias (n=3). Os resultados são 
representados por média ± erro padrão da percentagem de células MBP+  ao fim de 5 dias (n=3). Significância 
estatística para A, D e E por Kruskal-Wallis test, seguida por Dunn’s multiple comparison test. Significância 
estatística para B por Unpaired t test.  
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Figura suplementar 4| Representação gráfica do efeito do bloqueio de subunidades de integrina na 
percentagem de células MBP+. Quantificação da percentagem de células MBP+ ao fim de 5 dias de 
diferenciação em hidrogéis de poliacrilamida (6,5 kPa) funcionalizados com Lm-521+PDL (15/15 µg/mL). 
Após 5 dias de diferenciação, as células foram fixadas e procedeu-se à imunocitoquímica com o marcador MBP 
e marcação dos núcleos com DAPI, aquisição de imagens por software AxioVision 4.8 (Zeiss) e contagem dos 
núcleos utilizando o software Image J. Os resultados são representados por média ± erro padrão da 
percentagem de células MBP+ ao fim de 5 dias (n=5). Significância estatística comparando com o controlo 
isotípico por One-way ANOVA. 


